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“‘Somos o que fazemos, mas somos, principalmente,
0 que fazemos para mudar o que somos.”

Eduardo Galeano
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RESUMO

O método de extragcdo de 6leo essencial mais comum é a hidrodestilagéo por
arraste a vapor, que € eficiente, mas resulta em um grande volume de
subprodutos. Tais subprodutos sao o extrato aquoso e a biomassa residual, que
representam mais de 95% do material extraido. O extrato aquoso é constituido
pela fragdo de compostos quimicos solUveis em &gua quente extraidos das
folnas durante o processo de hidrodestilacdo, como polifendis, flavonoides,
taninos, acucares e seus derivados. Nesse contexto, estudou-se o
reaproveitamento dos subprodutos da hidrodestilacdo por arraste a vapor das
folhas de C. citriodora, através de extragbes sequenciais com reaproveitamento
do extrato para concentracdo de compostos bioativos visando aplicacbes em
produtos de maior valor comercial. Foi possivel reutilizar o extrato aquoso até
sete vezes para obter sélidos maximos de 49,94 g L* sem perda de rendimento
de 6leo essencial, dos quais 17,19 g L séo polifenéis e 7,31 g L séo agucares.
Aminoacidos e acidos organicos também foram encontrados em abundancia no
extrato. Observou-se que a exposi¢cao prolongada as temperaturas de extracao
(100 °C) promoveram o aumento dos taninos hidrolisaveis no extrato. O extrato
com maior concentracdo de compostos foi separado utilizando colunas de silica
e polimérica, onde a coluna de silica foi mais eficiente na recuperacédo de
acucares (99% acucares totais, 72,5% polifendis) enquanto a coluna polimérica
foi mais eficiente para recuperar polifendis (71% acucares totais, 82 % de
polifendis). Embora a recuperacdo de acucares seja maior para a coluna de
silica, as colunas poliméricas sdo mais vantajosas em termos de custo e uso
escalonavel para a industria. A fracdo contendo maior concentracdo de acucares
recuperados com coluna polimérica foi utilizada na fermentacdo bacteriana (L.
bulgaricus) para producéo de &cido latico, onde foi obtido um rendimento de 2,5
g L de &cido latico em 72h de fermentacdo. Portanto, em um contexto de
biorrefinaria na industria de Oleos essenciais, concluiu-se que foi possivel o
reaproveitamento da agua residual da hidrodestilacdo, para concentrar
compostos de maior valor econdmico tais como taninos hidrolisaveis, ciclitois
acucares e a partir destes acucares produzir acido latico.

Palavras-chave: Corymbia citriodora, eucalipto, hidrodestilacdo, bioeconomia,
biorrefinaria.



ABSTRACT

The most common essential oil extraction method is hydrodistillation by steam
dragging, which is efficient but results in a large volume of by-products, which are
underused within industries, such by-products are the aqueous extract and
residual biomass, that representing more than 95% of the extracted material. The
aqueous extract consists of the fraction of chemical compounds soluble in hot
water extracted from the leaves during hydrodistillation process, such as
polyphenols, flavonoids, tannins, sugars, and their derivatives. These bioactive
compounds can be exploited for a wide range of applications with higher
commercial value as in reagent standards or in functional foods with antioxidant
activity. Here, we characterized the by-products of the hydrodistillation industry
by steam dragging of C. citriodora leaves, through sequential extractions with
reuse of the extract for concentration of bioactive compounds envisage further
application. It was possible to reuse the aqueous extract up to seven times to
obtain maximum solids of 49.94 g L without loss of essential oil yield, of which
17.19 g L't are polyphenols and 7.31 g L are sugars, amino acids and organic
acids were also found in abundance in the extract. It was observed that prolonged
exposure to extraction temperatures (100 °C) promoted an increase in
hydrolyzable tannins in the extract. The extracts with the highest concentration of
compounds were separated using silica and polymeric columns, where the silica
column was more efficient in the recovery of sugars (99% total sugars, 72.5%
polyphenols) while the polymeric column was more efficient to recover
polyphenols (71% total sugars, 82% polyphenols). Although the recovery of
sugars is higher for silica column, polymeric columns are more advantageous in
terms of cost and scalable usage for industry. The fractions containing the highest
concentration of sugars recovered with the polymeric columns were used in
conducting experiments on bacterial fermentation (L. bulgaricus) to produce lactic
acid, where a yield of 2.5 g L* of lactic acid was obtained in 72 h of fermentation.
Therefore, based on it is concluded that it is possible to reuse the residual water
from hydrodistillation, to concentrate compounds of greater economic value such
as hydrolysable tannins, cyclol, sugars and from these sugars to produce lactic
acid.

Keywords: Corymbia citriodora, Eucalyptus, hydrodistillation, bioeconomy,
biorefinery



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - ESTRUTURA QUIMICA DE COMPOSTOS ISOLADOS DE OLEOS

ESSENCIAIS. ... e 20
FIGURA 2 — ESQUEMA DE UM CONJUNTO DE DESTILADOR INDUSTRIAL
PARA OLEOS ESSENCIAIS. .....coiitiieeecieeeteeteeee et 24
FIGURA 3 — ESQUEMA DA DESTILACAO EM ESCALA LABORATORIAL E OS
SUBPRODUTOS GERADOS. ... . 26
FIGURA 4 - FLORESTA DE EUCALIPTO NO BRASIL. .....cooiiiiiiiiiiiiii, 27
FIGURA 5 - ASPECTO DA C. citriodora, FOLHAS, FLORES E TRONCO...... 32
FIGURA 6 — ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO LATICO E SEU MODELO
MOLECULAR, RESPECTIVAMENTE. ..., 37
FIGURA 7 - DIAGRAMA DAS APLICACOES DO ACIDO LATICO.................. 38

FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DAS EXTRACOES SEQUENCIAIS
REALIZADAS. ... 43

FIGURA 9 - TEOR DE SOLIDOS PARA OS EXTRATOS OBTIDOS AO LONGO
DAS DEZ EXTRACOES SEQUENCIAIS. ......ooovieeeeeeceeeeeeeeeee e 50

FIGURA 10 - TEOR DE POLIFENOIS, FLAVONOIDES E TANINOS AO LONGO
DAS EXTRACOES SEQUENCIAIS. ......ooeieieeeeeeeeee e 51

FIGURA 11 - CONCENTRACAO DE ACUCARES PRESENTE NOS
EXTRATOS OBTIDOS NAS EXTRACOES SEQUENCIAIS. .....ccocooveveiene. 52

FIGURA 12 - CINETICA DOS ACUCARES E POLIFENOIS DO EXTRATO EM
FUNCAO DO TEMPO DE EXTRACAO. ....coooviveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 53

FIGURA 13 - ESPECTROS FTIR DOS EXTRATOS OBTIDOS NA EXTRACAO
SEQUENCIAL. ..ot 55

FIGURA 14 - ESPECTROS FTIR DO EXTRATO EM FUNCAO DO TEMPO DE
EXTRACGAO. ...ttt ettt ee et enene e eaenn s 56

FIGURA 15 - TERMOGRAMAS DE MASSA E DTG OBTIDOS NA EXTRACAO
SEQUENCIAL. ..ot e e e eenns 57

FIGURA 16 - TERMOGRAMAS e DTG EM FUNCAO DO TEMPO DE
Q2 7YY TR 58

FIGURA 17 — CROMATOGRAMAS DE DISTRIBUICAO DO TAMANHO
MOLECULAR. ..ttt 59

FIGURA 18 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DA EXTRACAO SEQUENCIAL. 65



FIGURA 19 - CINETICA DE ADSORCAO DE POLIFENOIS PARA OS
ADSORVENTES. ... 70

FIGURA 20 — ISOTERMAS DE ADSORCAO DE POLIFENOIS PARA OS
ADSORVENTES. ... 71

FIGURA 21 - CAPACIDADE DE RECUPERACAO DE ACUCARES NA
FRACAO AQUOSA a) F.AK E b) FAK (%) UTILIZANDO COLUNAS DE
CONTATO. ittt e e e e e e e e e e e e e e eennnes 72

FIGURA 22 - RECUPERACAO MEDIA DE ACUCARES (g L1) PARA AS
COLUNAS K29 E C18 NAS FRACOES AQUOSAS. .....ccvveveeeeeeeeeeeeeesenns 73

FIGURA 23 — a) RECUPERACAO DE POLIFENOIS (g L'Y) PARA AS COLUNAS
K29 E C18 NAS FRACOES ETANOICAS, b) TANINO HIDROLISAVEL E c)
TANINO CONDENSAVEL. .....c.oiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 74

FIGURA 24 - CROMATOGRAMAS DAS FRACOES a) ETANOICA E b)
AQUOSA PROVENIENTES DOS EXTRATO DE + SEPARADOS A PARTIR DE
COLUNAS POLIMERICA (K29) E DE SILICA (C18)....ccceoeeieeeeieeeeeeeeeeeee, 77

FIGURA 25 — ESPECTROS FTIR DAS FRACOES AQUOSA (F.A.7.P) E
ETANOICA (F.E.7.P) ittt 78

FIGURA 26 — TERMOGRAMAS DE MASSA E dTG DAS FRACOES AQUOSA
(F.AK) E ETANOICA (F-E-K). coreeeeeeeeeee oot 79

FIGURA 27 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS FRACOES FRENTE AOS
RADICAIS LIVRES DPPH E ABTS. ... 80

FIGURA 28 — ILUSTRACAO DAS ETAPAS DE PRODUCAO DO ACIDO LATICO
VIA FERMENTACAO BACTERIANA A PARTIR DE SOLUCAO
CONCENTRADA DE ACUCARES DO EXTRATO DA C. citriodora a)
RENDIMENTO DE ACIDO LATICO EM FUNCAO DO TEMPO DE
FERMENTACAO b) ESPECTRO FTIR DO ACIDO LATICO PRODUZIDO (72h)
E ¢) PERFIL DE DEGRADACAO TERMICA DO PRODUTO (72h). .....c........... 88

FIGURA 29 — ETAPAS DA SINTESE DO ACIDO LATICO EM LACTIDA. ...... 91

FIGURA 30 — a) REACAO DE SINTESE DA LACTIDA; b) ESPECTRO FTIR DO
PRODUTO DA SINTESE E ¢) TERMOGRAMA DO PRODUTO DA SINTESE.



SUMARIO

CAPITULO | - ASPECTOS GERAIS

1.1 INTRODUGAO GERAL ......oviiiieecieeeeeee et 14
1.2 HIPOTESE E OBJETIVOS.....ccoiiteeceeeteeee ettt 16
L. 2.1 HIPOESE....ceeiiieeeee et e e e e e 16
B @ o] 11 ()Y 0 T 1] - | 16
1.2.3 ODbjetivOS @SPECITICOS .....cciiiiiiiiiiiiiiiiiie e 16
1.3 REVISAO DE LITERATURA ....oviieieeeeeeeeee et 17
1.3.4 Metabolismo das plantas ... 17
1.3.3 OlE0S ESSENCIAIS ......cvveveeeeeeieeeeteeteeeeeeieeeeae st eeeeeeesteeaeeseeseeseeseeaesaeeeeens 18
1.3.3.1 Mercado de 6le0s €SSENCIAIS .......ccceeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
[.3.3.2 MEt0d0S A€ EXIrACAOD.......iiieeeeieieiiiiie e e e e e 23
1.3.3.3 Subprodutos da hidrodestilagao ..., 25
G 200 @ = TH o 1o (o PO 26
[.3.2 Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson........................ 29
1.3.2.1 C. citriodora N0 Brasil .........ccoooeeeeeiiiie 30
1.3.2.2 Caracteristicas gerais da €SPECIE .........ccovviivrviiiiiiieeeeiiiiiieeeeeen 31
1.3.2.3 Oleo essencial da C. CItHIOOra ...........ceerevrieeeeeieeeeeeeeeeeeeieenns 33
1.3.5 ACIHO TALICO ...ttt ete e eteaneas 36

CAPITULO Il - ESTUDO SOBRE O APROVEITAMENTO DO EXTRATO
PROVENIENTE DA HIDRODESTILACAO DE FOLHAS DE C. citriodora POR
EXTRACAO SEQUENCIAL

L INTRODUGAO ..ottt 41
11.2 MATERIAL E METODOS .....oiitiieieceeeeeeeeeee et 42
[1.2.1 Obtencao e preparo do material ...........cccoeeeeiiiiiiiiiiiieie e 42
[1.2.2 EXIrag80 SEQUENCIAL........cooei e 43
[1.2.3 Rendimento do 0leo eSSencial..........coeeeeiiiiei 43
[1.2.4 Caracterizag8o do extrato aqUOSO ........coeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeee e 44
[1.2.4.1 SOlAOS tOLAIS ....ccee e e 44
11.2.4.2 Teor de fenoliCoS tOtaIS ........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 44
[1.2.4.3 Teor de flavonOIdes. ........coooeiiiiiiiiiiie e 45
B A =T | e [ = L 1 o 45
[1.2.4.5 TEOr d€ AGUCAIES ...ccoeeeeeeeeeeeeeeeeee e 46
I1.2.4.6 Cromatografia a gas com espectrometria de massas................... 46
[1.2.5 Influéncia do tempo de eXtraCao .........cooeeeeeeeeeieiieeeeeeee e, 47
11.2.6 Espectroscopia no infravermelno medio ..., a7
[1.2.7 Analise termogravimetriCa ..........coovuvuiuiiiiii e 47
11.2.8 Cromatografia de excluséo de tamanho ............ccccoooeii e, 48

11.2.9 Pirdlise simultanea e trimetilsililagdo em conjunto com cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de MasSa..........cceevvveevviiriiiieeeeeeeeeniinnnnns 48



11.3. RESULTADOS E DISCUSSAO........ccociiiiieieeieieteeeeee e 49

e 0 A @ g Y0 [T = Lot o Lo TSR o [T = L O 49
11.3.2 Cromatografia a gas acoplada espectrometria de massas.................. 54
[1.3.3 Espectroscopia no infravermelno médio.............ccceeeviieiiiiiiiiiiiceieeee, 55
11.3.4 Andlise termogravimetriCa ..........uuveeieeeeeeiiiiiiiieiee e e 56
[1.3.5 Distribuicdo do tamanho molecular.............ccccvvvviiiiiiie e 59
11.3.6 Pirdlise simultanea e trimetilsililagdo em conjunto com cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de MasSa...........cccevvvevvvviiiiieeeeeeeeniinnnn. 59
11.4 CONCLUSOES ....coouiiieietiieieie ettt 60

CAPITULO Il - SEPARACAO DE BIOCOMPOSTOS A PARTIR DOS
EXTRATOS DE C. citriodora PROVENIENTES DA HIDRODESTILACAO DAS
FOLHAS

HEL INTRODUGAO ..ot 63
1.2 MATERIAL E METODOS ..ottt 64
[11.2.1 Obtengao dos materiais das colunas.............ccceeeeeeiieee e, 64
[11.2.2 Obtencao e preparo do eXtrato ..........cccceeeeeeeeiiiiiiiiiiee e 64
[11.2.3 CinétiCa de AdSOIGAOD .....ceeeei ittt 65
[1.2.4 Isoterma de adsorcao de polifenGis .........ccceevvvveiiiiiiiiie e, 65
[1.2.5 Reutilizag@0 dO adSOIVENTE........ccooee e 66
[11.2.6 Separac8o dOS COMPOSLOS ......cccevviriiiiiiiieeeeeeeeeer e e e e e 66
[11.2.7 Teor de fendlicos totaiS..........coeeeeeiiie e, 67
[11.2.8 TEOIr A€ AGUCAIES .....cceeeveiiii e e e ee e e e e e e e e e e e 67
[11.2.9 Cromatografia a gas com espectrometria de massas........cccccceeeeeennee 67
[11.2.10 Pirdlise simultanea e trimetilsililacdo em conjunto com cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de MasSa...........ceevvveevvviiiiieeeeeeeeeiiinnnnns 68
[11.2.11 Espectroscopia no infravermelno médio ...........ccccoeveeeeiiiiiiiiiinineeenn, 68
[11.2.12 Analise termogravimeEtriCa ...........ceeeeeeeeiiiiiiiiiiieee e e eriiireee e e e e e 69
[11.2.13 Capacidade antioxidante das frag0es..........ccccccceeeieieeeeiieiiiiiicee e, 69
1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO ..., 70
[11.3.1 Caracteristicas dos materiais adsorventes ..........cccccceeeeeeeiiieeeeee e, 70
[11.3.2 RecuperaGao dOS COMPOSIOS ....ccoeveeeeeeeeeeeeeeee e 71
[11.3.3 Pirdlise simultanea e trimetilsililacdo em conjunto com cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de MasSa..........ccevvvveevvviniiiieeeeeeeeeiiinnnnns 75
[11.3.4 Cromatografia a gas com espectrometria de massas.............cccce....... 76
[11.3.5 Caracterizag&o quimica e térmica das fragies ............ccceeeeveeeeeeeeeeenn. 78
[11.3.6 Capacidade antioxidante das frag0es..........cooevvvviiiiiiiiiiiiiiiiie e, 80
1.4 CONCLUSOES ..ottt 81

CAPITULO IV - PRODUCAO DE ACIDO LATICO A PARTIR DE
SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA DE HIDRODESTILACAO DAS FOLHAS DE
C. citriodora

IV.L INTRODUGAO .......oiiiteeeeeeee e ettt eaeae e ae e 84



IV.2 MATERIAL E METODOS.......coooiiiiiiieteeieiee ettt 85

Y - (=T = o .= 85
IV.2.2 EXIragOeS SEQUENCIAIS.......cceeeeeeeeeeeeeee e 85
IV.2.3 Purificag@o do exXtrato aqUOSO ...........uuuiiieeeerireiiiiiiiieeeeeeeeeeeern e e e 85
IV.2.4 Fermentagao dOS GUCAIES .........ueeiiiieeeiiiiiiiiiiieee e e e e e e aiiiieee e e e e e e 86
[V.2.4.1 FErMENTAGAD........uuiiiiiiiiiie et e e e et e e e e e eab e e e eaa e eeees 86
1V.2.4.2 Quantificagdo do ACIdO IAtICO ........cceereeriiiiiiiiiiiiieee e 86
IV.2.5 Producao de [acCtida..........cooeeeeeeiiiiiiiiiie e 87
V. 2.5.0 SINtESE. i 87
Y T U | | o7= Lo Lo 87
IV.2.6 Espectroscopia no infravermelno meédio............ccccceviiiiiiiiiiiennininnnne 88
[V.2.8 Analise termograviMeEtriCa .........covvuuuuviiiiie e 88
IV.3 RESULTADOS E DISCUSSAO ..ot 88
IV.3.1 Fermentacao dOS AGUCAIES .........ueeiiieeeeiiiiiiiiieieeeeee e e e esiiiiieeeeea e e e e e 88
IV.3.2 Sintese da lactida...........coooeeieiiiii 91
IV.4 CONCLUSOES .......coiiiiiiiiiisieieie sttt 93
CONSIDERACOES FINAIS ..ottt 94
REFERENCIAS ......ootitiiieieietee sttt sttt 96
LISTA DE PUBLICACGOES .......c.o oottt 109

APENDICES . .. oo e ettt 110



CAPITULO |

ASPECTOS GERAIS



.1 INTRODUCAO GERAL

Biorrefinarias sdo modelos em que a biomassa é desconstruida em
produtos que podem ser utilizados para outros processos, promovendo a
sustentabilidade e minimizando o desperdicio. Para materiais lignocelulésicos,
esse conceito geralmente é aplicado em produtos ja decompostos, como a
lignina do processo Kraft (GUO et al., 2022; PINALES-MARQUEZ et al., 2021)
ou o bio-6leo da pirdlise rapida (IGLESIAS et al., 2021; MATOS et al., 2020),
para obtencdo de produtos com maior valor econdmico. Mas e se for possivel
vislumbrar um modelo de biorrefinaria em que o produto inicial ndo precise ser
desconstruido, como a seiva das folhas, a qual possui compostos que podem
ser usados diretamente para produzir produtos quimicos de alto valor?

A induastria de 6leos essenciais permite colocar em prética esse conceito.
A quantidade de 6leo essencial na planta é de aproximadamente 2%, o qual é
usualmente extraido pelo método de hidrodestilacdo. Esse método é seguro e
simples, realizado através do contato da planta com agua em temperatura de
ebulicdo, em que os vapores gerados pela dgua arrastam os componentes
volateis, que sao posteriormente condensados, coletados e separados em 0Oleo
essencial e hidrolato (BOSO et al., 2022).

O mercado mundial de 6leos essenciais movimentou em 2015 o
equivalente a US$ 3,4 bilhées, em um total de 178.800 toneladas no ano. Ha a
expectativa que a producédo anual alcance 370.000 toneladas em 2024 (GRAND
VIEW RESEARCH, 2017). Esse vasto aumento do mercado deve-se a fatores
como a maior procura por produtos de origem natural, aliado ao conceito de
sustentabilidade que tém motivado os consumidores. Além disso, os 6leos
essenciais sdo compostos bioativos que possuem importantes atividades
bioldgicas ja conhecidas, tais como propriedades antioxidantes, antibacterianas,
antifungicas e inseticidas (FIALHO; PAPA, 2015).

Entretanto, a producéo de 6leo essencial pelo método convencional de
destilacdo por arraste a vapor resulta em grande volume de subprodutos que,
em geral, sdo utilizados de forma ineficiente. Isso ocorre devido a auséncia de

tecnologias eficazes baseadas em estudos cientificos. Tais subprodutos do
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processo sao o extrato aquoso e a biomassa residual, que sao constituidos pelos
compostos soluveis em agua e extraidos do material vegetal durante o processo
de destilacédo e pelos compostos que nao foram solubilizados nem volatilizados
durante o processo, respectivamente.

Uma biorrefinaria que utiliza os subprodutos da extracdo de Oleos
essenciais por hidrodestilacdo tem potencial de crescimento devido as
quantidades alarmantes de &gua residual gerada durante o processo. Os
efluentes gerados podem chegar a 90-95 % para sistemas de bancada pequena
e 70-80% para grandes plantas industriais com caldeiras separadas (NAPOLI et
al., 2022). Este efluente é um biopoluente que altera o pH do solo, porém, possui
muitos compostos bioativos que sdo importantes matérias-primas em outras
industrias (SLAVOV et al., 2017; WEDLER et al., 2016).

A presente pesquisa traz um exemplo da implantacdo de conceitos de
biorrefinaria em industria de hidrodestilacdo de 6leos essenciais das folhas de
C. citriodora, promovendo a reutilizagdo do subproduto liquido (extrato aquoso)
e explorando aplicagbes para os subprodutos obtidos desse processo. As
informacdes obtidas e avaliadas neste trabalho podem contribuir para minimizar
a geracao de residuos e para tornar o setor agroindustrial mais sustentavel.

Esta tese foi desenvolvida em capitulos, em que o CAPITULO | traz uma
revisdo dos conceitos relacionados aos 6leos essenciais e a espécie de C.
citriodora, bem como as possibilidades de aplicacfes frente a composicdo dos
extratos e os desafios a serem superados para o uso eficiente dos subprodutos
obtidos. No CAPITULO Il utilizamos extracdes sequenciais como alternativa a
recuperacdo do subproduto aquoso a fim de aumentar a concentracdo de
compostos fitoquimicos valiosos. No CAPITULO Il é apresentada uma
estratégia separacdo para as biomoléculas presentes no extrato aquoso, por
meio do uso de colunas de contato. O CAPITULO IV visa a utilizag&o do extrato
aguoso contendo majoritariamente acucares na fermentacdo bacteriana para

producéo de acido latico.
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1.2 HIPOTESE E OBJETIVOS

[.2.1 Hipdtese

“Os subprodutos do processo de hidrodestilacdo de Oleos essenciais

podem ser utilizados para obtencdo de compostos de maior valor econémico.”

[.2.2 Objetivo geral

Reaproveitar o subproduto liquido da hidrodestilacéo por arraste a vapor

de folhas de C. citriodora por meio de extracdes sequenciais.

[.2.3 Objetivos especificos

Otimizar o processo de hidrodestilacdo de 6leos essenciais para que seja
possivel reutilizar a agua residual em novas destilacdes;

Buscar o maximo rendimento de compostos fitoquimicos do extrato aquoso e
suas mudancas em funcéo das condi¢Bes de processo;

Avaliar a composicdo quimica dos extratos provenientes das extracoes
sequenciais;

Separar compostos de maior valor comercial a partir do extrato aquoso por
meio do uso de colunas de silica e polimérica;

Produzir acido latico a partir dos acUcares presentes no extrato aquoso da C.
citriodora.
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.3 REVISAO DE LITERATURA

[.3.4 Metabolismo das plantas

Os seres vivos apresentam como caracteristica principal a presenca de
atividade metabolica. O metabolismo consiste no conjunto de rea¢des quimicas
que ocorrem constantemente nas células e é indispensavel para a degradacgéo
e sintese de compostos quimicos fundamentais para o crescimento e
desenvolvimento do organismo de animais ou vegetais (BLANCO; BLANCO,
2017). Essas reacfes podem ser simples ou altamente complexas, como a
producédo de alimento a partir da conversao de energia solar em energia quimica,
a fotossintese (MOREIRA, 2013).

A fotossintese € uma reacao realizada por todos os seres autotroficos.
Durante a fotossintese, as plantas utilizam a energia solar para oxidar a agua,
consequentemente liberando oxigénio, e para reduzir o diéxido de carbono,
formando assim grandes compostos carbonados, sobretudo acUcares. A
complexa série de reacdes, que culmina na reducdo do diéxido de carbono
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

Gragas a fotossintese, as folhas sintetizam compostos organicos a partir
de matéria prima inorganica, na presenca de luz solar. O processo quimico
consiste na converséao de dioxido de carbono em carboidratos (glucose, frutose,
sacarose etc.) e oxigénio (DONG et al., 2019; RYU; BERRY; BALDOCCHI,
2019). Outros compostos catalisados durante a fotossintese sdo a clorofila,
acidos carboxilicos do ciclo de Krebs, a-aminoacidos, hidratos de carbono,
proteinas e acidos nucléicos, todos envolvidos nos processos vitais da planta
(HALL; RAO, 1980; WHATLEY; WHATLEY, 1982). Estes compostos sé&o,
portanto, classificados como pertencentes ao metabolismo primario das plantas.

Ao longo da histéria evolutiva das plantas, esses vegetais
desenvolveram estratégias de defesa contra a extingdo. Uma forma dos vegetais
lidarem com essas situagOes de estresse foi atraves da producédo de substancias
para preservar a espécie, por meio de reacdes entre compostos pertencentes ao
metabolismo primario, esses compostos foram classificados posteriormente
como os metabolitos secundarios das plantas (GARCIA; CARRIL, 2009).
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Cada familia, género e espécie vegetal produz uma variedade ampla de
compostos quimicos. Esses compostos sdo muito usados como marcadores
taxondmicos na classificacdo botanica de plantas. Embora os metabdlitos
secundarios ndo possuam um papel categérico para o crescimento,
desenvolvimento e reproducédo das células vivas, eles sdo fundamentais na
defesa e protecdo da planta frente a fatores exdégenos. Deste modo, compostos
pertencentes a este metabolismo séo sintetizados pelas plantas de acordo com
as suas necessidades especificas, que incluem as condigcbes ambientais, as
interacBes com outras plantas e a protecao contra predadores (SAVITHRAMMA
et al., 2011).

Os metabolitos secundarios desempenham importantes fungbes na
interacdo entre planta e meio ambiente e sdo produzidos principalmente em
resposta a condicdes externas adversas, como ataque de microrganismos,
insetos e até mesmo outras plantas. Esses compostos séo classificados em trés
classes principais: terpenos e terpendides, compostos fendlicos e alcaloides
nitrogenados (COSME et al.,, 2020; CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000;
GRANATO et al., 2016; SALLA et al., 2016).

Devido a sua origem e funcionalidade nas plantas, esses compostos
apresentam ampla diversidade de propriedades, com aplicacdes biotecnoldgicas
e na quimica fina (PERTUZATTI et al., 2015). Terpenos e terpendides sdo a
principal classe de compostos encontrada nos 6leos essenciais, eles possuem
atividades bioldgicas, tais como anticancerigenas, antimicrobianas, anti-
inflamatorias, antioxidantes e antialérgicas (MASYITA et al.,, 2022). Os
compostos fendlicos, que compreendem compostos como taninos, flavonoides,
antocianinas e difendis, sdo vastamente empregados em produtos alimenticios
(GRANATO et al.,, 2016a) devido as suas propriedades antioxidantes e por
apresentam propriedades terapéuticas de interesse na industria de farmacos e
de produtos de origem natural (COSME et al., 2020).

1.3.3 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais constituem um dos mais importantes grupos de
matérias-primas encontradas na natureza, com odor e sabor caracteristicos e

com aplicacdes j4 consolidadas em industrias de cosméticos, alimentos e
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farmacéutica (TOLBA et al., 2015). De acordo com Ahmadi et al. (2002), dleos
essenciais sdo produtos de constituicdo variada e complexa obtidos de varias
partes de plantas (flores, folhas, frutos, sementes, gramas, raizes, rizomas e
caules).

Segundo Simoes; Spitzer (1999), 6leos essenciais sdo produzidos por
organismos especializados da planta, como pelos glandulares, células de
parénquima, canais oleiferos ou bolsas especificas, podendo se localizar em
uma parte especifica ou em toda planta. Por esta razéo, tais compostos podem
ser encontrados na parte aérea da planta (menta), nas flores (rosas e jasmim),
nas folhas (eucaliptos e capim-limao), nos frutos (laranja e limédo) na madeira
(s&dndalo e pau-rosa), na casca do caule (canela), nas raizes (vetiver), rizomas
(gengibre) e/ou sementes (n0z moscada).

Os 6leos essenciais sdo constituidos por moléculas organicas bioativas,
principalmente mono, sesquiterpenos e fenilpropanoides, além de alcoois,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres e éteres em diferentes propor¢ées (FIGURA
1) (AHMADI et al., 2002; BARBIERI; BORSOTTO, 2018). De acordo com Bakkali
et al. (2008), existem aproximadamente 3000 6leos essenciais ja conhecidos e,

desses, 300 despertam grande interesse comercial.
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FIGURA 1 - ESTRUTURA QUIMICA DE COMPOSTOS ISOLADOS DE OLEOS ESSENCIAIS.
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A origem biossintética dos Oleos essenciais estad relacionada ao

metabolismo secundario, este metabolismo ndo € essencial para a manutencao
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da vida das plantas, porém é responsavel pela capacidade de adaptabilidade as
condicbes do meio ambiente (VITTI; BRITO, 2003). Isso significa que na
natureza, os Oleos essenciais tém papel importante na protecdo das plantas
contra bactérias, fungos, virus e inclusive contra herbivoros, reduzindo o apetite
por essas plantas (GERSHENZON, 1994). Eles também podem atrair alguns
insetos polinizadores ou repelir outros indesejaveis (BAKKALI et al., 2008), no
entanto, Barbieri e Borsotto (2018) afirmaram que o mecanismo de acéo dos
Oleos essenciais ainda néo é totalmente compreendido.

O uso de produtos de origem natural, tais como os Oleos essenciais, é
de extrema importancia para o desenvolvimento de fontes alternativas para
moléculas bioativas. Existem diversas aplicacdes para os Oleos essenciais e
seus componentes isolados, tais como perfumes, cosméticos, produtos de
limpeza, odontologicos, produtos agricolas como biocidas, preservacdo de
alimentos, aditivos e medicamentos fitoterapicos (HUERTA et al., 2019; JIANG
et al., 2019; MORONE-FORTUNATO et al., 2010; VAFADAR-YENGEJE et al.,
2019). Além disso, eles também podem ser empregados em aromaterapia € no
tratamento de disfuncbes do sistema nervoso (EDRIS, 2007; SARMA et al.,
2019).

Os 6leos essenciais também sdo ricos em importantes atividades
biolégicas como, por exemplo, propriedades antioxidantes, antibacterianas,
antifangicas, antinociceptivas, antitumorais, antivirais, anti-inflamatoérias e
inseticidas ja relatadas na literatura (FIALHO; PAPA, 2015; HAN; PARKER,
2017; SNENE et al., 2017). Essas propriedades sao responsaveis pelo
crescimento atual do setor de Oleos essenciais, tanto no meio industrial para

aplicac6es como no meio académico em pesquisas em areas diversas.

1.3.3.1 Mercado de 6leos essenciais

A crescente demanda por 6leos essenciais em diversas areas para usos
em medicamentos, alimentos, cosméticos e perfumes tém feito o mercado
mundial de 6leos essenciais crescer cada vez mais. O relatorio da Grand View
Research (2017) estimou que o mercado movimentara cerca de 13,94 bilhdes

de dolares até 2024. O consumidor esta cada vez mais consciente sobre 0s

21



produtos organicos e vém buscando alternativas, como os 0leos essenciais, em
substituicdo aos produtos sintéticos.

De acordo com Verlet (1993), estimar a producdo mundial de o6leos
essenciais é uma tarefa dificil. 1sso ocorre porque existem muitos pequenos
produtores em muitos paises, que ndo entram para as estatisticas mundiais
devido ao baixo volume de producéo ou porque sua producéo e comercializacéo
compreende um mercado restrito. Além disso, as estatisticas ignoram valores de
consumo doméstico e com frequéncia, € baseada apenas na producdo de uma
pequena parcela de paises (BARBIERI; BORSOTTO, 2018).

No entanto, os dados fornecidos pela Market Research Highlights (2018)
podem chegar bem préximos a realidade. Em 2015, a producdo de Oleos
essenciais no mundo foi estimada em 178,8 quilotoneladas, um equivalente a
US$ 3,4 bilhdes. A expectativa, de acordo com estimativas e analises
econbmicas, é de que em 2024 a producdo exceda 370 quilotoneladas, um
crescimento de 8,4%. Isso representa trés vezes mais que o volume produzido
em 1990 (45 toneladas), dos quais 50% ocorreram a partir de 2007 (BARBIERI;
BORSOTTO, 2018).

O Brasil tem destaque na producdo de O6leo essencial de citricos,
principalmente de casca de laranja, sendo o segundo maior fornecedor deste
produto, atrds apenas da China (BARBIERI; BORSOTTO, 2018). Outro produto
de destaque € o 6leo de C. citriodora (ULTRA INTERNATIONAL, 2019), utilizado
principalmente na industria de perfumaria. Avaliando-se separadamente cada
espécie produtora de 6leo essencial, o volume de producdo da C. citriodora
supera as demais espécies. No entanto, uma retrospectiva a respeito do histérico
de comercializagdo de 6leos essenciais no Brasil mostra que o mercado interno
nao € organizado e estavel e a maior parte da producdo vem de pequenos e
médios produtores (VITTI; BRITO, 2003). A China possui o dominio da producao
de 6leo essencial de C. citriodora. Sua producdo em 1991 foi de 1000 toneladas,
enquanto a producéo no Brasil foi de 500 toneladas (VITTI; BRITO, 2003). Os
principais consumidores dos 6leos essenciais produzidos no Brasil sdo os paises
da Unido Europeia (BIZZO; REZENDE, 2009).

Paises como india e Australia também possuem grande comercializag&o
de 6leos essenciais provenientes de espécies do género Corymbia e Eucalyptus,

refletindo diretamente na taxa de pesquisas desenvolvidas nesses paises, de

22



acordo com dados fornecidos pela plataforma Scopus. O Brasil € o detentor do
maior numero de pesquisas com a espécie C. citriodora e com 06leo essencial
desta espécie. Por outro lado, o termo “6leo essencial” € o mais citado em
pesquisa dos EUA e China, o Brasil € 0 5° pais que mais possui pesquisas nesta
area.

Durante a pandemia de COVID-19, a procura por produtos naturais com
propriedades terapéuticas aumentou e o mercado de Oleos essenciais se
destaca nesse meio. O aumento da producdo de 6leos essenciais ao redor do
mundo, para suprir as demandas de exportacao, evidencia ainda mais a geracéo
de subprodutos atrelados ao processo e que, muitas vezes, ndo sao explorados

na plenitude de seu potencial.

1.3.3.2 Métodos de extracao

A extracdo de Oleos essenciais pode ser realizada por diferentes
métodos, conforme a localizagao do 6leo na planta e a utilizagao final do produto.
Esses métodos podem ser extracdo com solventes, extracdo com CO:2
supercritico, prensagem a frio, enfleurage e arraste a vapor (AHMADI; MIRZA;
SHAHMIR, 2002; BAKKALI et al., 2008; BARBIERI; BORSOTTO, 2018).
Extragbes com solventes geralmente resultam em Oleos com maior
contaminacgdo, enquanto métodos como o de CO:2 supercriticos e prensagem
requerem equipamento especifico e de maior custo.

Ja4 o método mais empregado para obtencdo de compostos volateis
presentes nos vegetais, segundo Barbieri e Borsotto (2018), € a destilagdo por
arraste a vapor. Este procedimento € eficaz, simples e barato para extracao de
Oleos essenciais, 0 que justifica o grande interesse das industrias e também de
pequenos e médios produtores (DOGENSKI; FERREIRA; OLIVEIRA, 2016;
FERHAT et al., 2006).

Este método consiste em aquecer a agua até o ponto de ebulicdo (100
°C), estando esta agua em contato com a biomassa da planta que se deseja
realizar a extracdo. Esse aquecimento gera vapores de agua, que sao
precipitados e arrastam 0s componentes mais volateis até um condensador. O
material coletado é uma mistura de agua e 6leo essencial que pode ser

facilmente separada em um funil de decantacdo para obtencéo do 6leo essencial
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purificado (BRUM, 2010) (FIGURA 2). A caldeira € responsavel pelo
fornecimento de vapor durante a destilacdo. Em geral, apds a destilacéo, cerca
de um terco das folhas extraidas séo utilizadas como fonte de energia nas
caldeiras (VITTI; BRITO, 2003).

FIGURA 2 — ESQUEMA DE UM CONJUNTO DE DESTILADOR INDUSTRIAL PARA OLEOS
ESSENCIAIS.
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Fonte: Vitti; Brito (2003).

A temperatura de 100 °C induz o rompimento das células odoriferas da
planta aromatica, devido a vaporizacdo parcial do 6leo em seu interior. O 6leo
essencial é transportado pelo vapor até o condensador, devido a diferenca de
pressdo entre a entrada de vapor no vaso extrator e o bocal de saida do
condensador. Nessa etapa pode-se distinguir dois produtos: o 6leo essencial
(que pode ser separado em um funil de decantacao) e o hidrolato, que consiste
em vapores de extragdo condensados, que mantém uma parcela de o6leo
essencial emulsionado, e uma fracdo centesimal que € soluvel em agua
(CASSEL et al., 2009; CASSEL; VARGAS; JOSEPH, 2006).

Apesar de ser um método simples e de baixo custo para o setor industrial,
a destilacdo por arraste a vapor apresenta um inconveniente marcante, como o
grande volume de agua utilizada durante a destilagdo. Esse subproduto ndo tem

uma reutilizacédo especifica, e, por isso, representa um passivo ambiental a ser
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melhorado (OLIVEIRA, 2015). Nesse contexto, estratégias de biorrefinaria e
economia circular, que sdo conceitos que visam a utilizacdo de produtos
renovaveis a partir de biomassa, buscando minimizar residuos e maximizar a
reutilizacdo de recursos. Também ha interesse em minimizar o consumo de
energia, emissdes atmosféricas, producdo de residuos sdlidos e liquidos,
promovendo o uso de tecnologias sustentaveis e mais baratas (SCOPEL et al.,
2022). Esses conceitos vém ao encontro dos objetivos desta pesquisa e por essa
raz&o é tao relevante a busca de aplicacdes para esses subprodutos.

1.3.3.3 Subprodutos da hidrodestilacao

A gestéo dos residuos € indispensavel para conservar a saude e bem-
estar dos seres vivos. Dessa forma, uma crescente conscientizacdo das
guestdes ambientais leva a uma exigéncia social de que os residuos sejam
gerenciados da maneira mais econémica e ecologicamente correta possivel,
visando minimizar seus efeitos no clima, biodiversidade e saiude humana (DA
ROSA et al., 2015; LEE; TONG, 2018). Nesse sentido, € importante pensar em
sistemas integrados em que o produto de um processo se torna matéria-prima
para os seguintes e, assim, as inddstrias promovem o reaproveitamento maximo
daquilo que é gerado no processo produtivo (SCOPEL et al., 2022).

A preocupacéao da sociedade com a preservacao do meio ambiente teve
maior destaque nas ultimas décadas (OLIVEIRA, 2015). Esse fato foi decorrente
da conscientizacdo mundial de que qualquer atividade humana leva a producéo
de residuos e, por essa razdo, a manutencdo e melhoria das condi¢cbes
ambientais é necesséaria. Dentre os recursos, os hidricos sdo os que mais
preocupam. Dessa forma, fica evidente a necessidade de reutilizacdo dos
recursos hidricos existentes ou a realiza¢do de pré-tratamentos (PRABAKAR et
al., 2018). Em destilarias de 6leos essenciais, por exemplo, ha uma grande
demanda de agua para realizacéo dos processos de destilacao.

De acordo com Rossi (2009), no processo industrial de destilagdo de
Oleos essenciais de C. citriodora, em uma empresa situada na regido sudoeste
do Brasil, os efluentes gerados sao utilizados na irrigacdo das florestas de
eucalipto pertencentes a propria empresa, ou empregados como substrato no

solo. Porém, apenas 1 a 1,6% das folhas dessa espécie é constituida por 6leo
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essencial (VITTI; BRITO, 2003), o restante é subproduto do processo (extrato
aguoso e biomassa residual) e ndo possui aplicacdes de maior valor (FIGURA
3).

FIGURA 3 — ESQUEMA DA DESTILAGCAO EM ESCALA LABORATORIAL E OS
SUBPRODUTOS GERADOS.

Extrato aquoso Oleo essencial (OE)

~ -

Rendimento
(~2%)

Fonte: A autora (2023).

A biomassa residual do processo consiste nas folhas ja destiladas, mas
gue ainda possuem extrativos e agucares estruturais. De acordo com Scopel et
al. (2022), essa biomassa apresenta potencial para aplicagcdes semelhantes aos
Oleos essenciais e aos extratos das folhas. O mesmo ocorre com 0 extrato
aquoso obtido ao final da destilagéo, que carrega consigo componentes da folha
pertencentes ao metabolismo secundario da planta. Alguns exemplos de
compostos sollveis em agua presentes em materiais vegetais podem ser os
compostos fendlicos, que abrangem os diversos tipos de flavonoides e taninos.
Também estdo presentes nesse extrato os mono e polissacarideos, tais como

glucose, frutose e sacarose.

[.3.1 O eucalipto
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As espécies arboreas de eucalipto (géneros Eucalyptus e Corymbia),
familia das Mirtaceas, sao nativas da Oceania, principalmente da Australia e
fazem parte da paisagem florestal ao redor do mundo ha mais de dois séculos
(FIGURA 4). A literatura expde que as plantas desse género possuem aplicacdes
nos setores madeireiros e ndo madeireiros e isso se deve ao fato dessas
espécies possuirem compostos bioativos com amplas propriedades
antitumorais, antioxidantes e bactericidas (TRUEMAN; HUNG; WENDLING,
2018).

FIGURA 4 - FLORESTA DE EUCALIPTO NO BRASIL.

Fonte: Pinterest (2023).

As primeiras mudas de eucalipto foram plantadas no Brasil em 1824 no
Jardim Botanico do Rio de Janeiro (BERTOLA, 2019; MARCHIORI, 2014) e os
estudos relacionados ao género comecaram em 1904 por Edmundo Navarro de
Andrade (na Companhia Paulista de Estradas de Ferro), que introduziu varias
espécies e origens do género no Jardim Jundiai, Sdo Paulo. Esse estudo
desbravador objetivou estabelecer o uso do eucalipto para atender a demanda
de madeira destinada a construcdo de ferrovias (CASTRO et al., 2016), em
substituicdo as espécies amazonicas.

Ja na década de 1960, o setor florestal passou a ser tratado com maior
atencdo e foi nesse periodo que ocorreu a criacdo do Instituto Brasileiro de
Desenvolvimento Florestal, IBDF (incorporado pelo atual Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis, IBAMA). Ocorreu também a
implementagdo de incentivos fiscais que tornaram o reflorestamento uma
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operacdo de larga escala (ANTONANGELO; BACHA, 1998), o que contribuiu
com o aumento da area plantada com espécies de eucalipto.

O crescente interesse por estudar espécies de eucalipto no Brasil
ocorreu devido a sua facil adaptacdo as diferentes condigbes ambientais
existentes no pais, latitude semelhante com a Australia e devido as propriedades
que Ihe conferem vérias possibilidades de uso madeireiro, além da grande
produtividade em um curto espaco de tempo (CASTRO et al., 2016). As espécies
de eucalipto sdo consideradas as mais importantes plantadas no pais e em
outras regides tropicais e subtropicais do mundo (PEREIRA et al., 2021).

Atualmente, a area de florestas plantadas ocupa 1% do territorio nacional
e corresponde a 91% de toda madeira produzida para fins industriais no Brasil
(FURTADO et al., 2020). O Brasil conta com uma éarea total de 9 milhdes de
hectares de florestas plantadas e, desse total, 77% sdo contempladas por
arvores de eucalipto. O setor alcanca economicamente mais de 1000 municipios
e possibilita uma receita bruta total de R$ 97,4 bilh&es, totalizando 1,2% do PIB
nacional (IBA, 2020). Mesmo com os problemas econdmicos enfrentados pelo
Brasil nos ultimos anos devido as instabilidades politicas, a industria de florestas
plantadas do pais é referéncia no ranking de produtividade, apresentando média
de 35,3 m?ha/ano para plantios de eucalipto e é o principal fornecedor de
produtos florestais para a China e Europa (IBA, 2019).

O eucalipto também possui uma ampla possibilidade de usos, fator
motivador para o fomento de plantios. Desde a producéo de celulose e papel,
que € onde encontra-se a sua maior utilizacdo, até a producdo de toras para
desdobro em madeira serrada (tabuas, vigas, trelicas e moir6es) ou producao de
painéis de madeira reconstituida, carvdo vegetal para producdo de energia e
utilizacao dos produtos ndo madeireiros, tais como cascas, galhos, folhas e flores
para usos terapéuticos (FOELKEL, 2005; PEREIRA et al., 2021).

Foram dedicados longos anos de pesquisas direcionadas ao
melhoramento genético dessas espécies, permitindo obter caracteristicas
favoraveis e melhor desempenho, reduzindo os impactos ambientais (GOLLE et
al., 2009). Como um reflexo dessas pesquisas, em 2009 a area de florestas
plantadas com eucalipto era de 4,5 milhdes de hectares e, apenas 10 anos
depois, em 2019, essa area aumentou para cerca de 7 milhdes de hectares
(ABRAF, 2013; IBA, 2019). Os plantios atuais tiveram um aumento de 40% na
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produtividade de madeira se comparados a outras espécies/variedades exoticas
implantadas no pais. Devido a esse potencial silvicultural, o Brasil tem como
meta implantar mais 12 milhdes de hectares até 2030 (DE OLIVEIRA; JUNIOR,
2021), visto que o cultivo das espécies desse género possui importancia
econdmica e social e sua introducao no Brasil representa um marco histérico no
cenario do pais (ASSIS, 2011).

Existem mais de 700 espécies de eucalipto, mas apenas 27,4% sao
utilizadas para fins comerciais ao redor do mundo (FIGUEIREDO et al., 2013;
REJMANEK; RICHARDSON, 2013). Dentre as espécies mais cultivadas, estdo
Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus urophylla, Eucalyptus
viminalis, Eucalyptus benthamii e hibridos de Eucalyptus urophylla e Eucalyptus
dunnii (SANTAROSA; JUNIOR; GOULART, 2014). Além disso, a vasta
produtividade dessas espécies reflete ndo s6 na industria madeireira, mas
também no mercado de outros produtos de base florestal, que podem ser
empregados na cadeia alimenticia, automobilistica, de cosméticos e farmacos
(IBA, 2019).

Nesse contexto, estudos envolvendo outras espécies de eucalipto sdo
indispensaveis a composicdo de uma base técnica e cientifica que possibilite o
fomento de plantios em escala comercial. Espécies como as do género Corymbia
podem ser fontes alternativas a matriz de matérias-primas. Além disso, podem
funcionar como opc¢Bes multiplas de gendtipos interessantes a expansao das
fronteiras florestais, por apresentarem caracteristicas adaptativas importantes,
tais como: tolerancia a fatores bidticos e abidticos, adaptacdo a variacdes
climaticas e, ainda, propriedades tecnoldgicas aptas a multiplos usos (PEREIRA
et al., 2021).

[.3.2 Corymbia citriodora (Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson

Desde a década de 1970 que a caracterizacdo e identificacdo de
algumas espécies pertencentes ao género Eucalyptus é bastante discutida entre
taxonomistas e estudiosos da area. Dessa forma, um estudo morfologico
conduzido por Hill e Johnson em 1995 resultou em uma reclassificacdo do
género, propondo a criacdo do género Corymbia. As novas nomenclaturas das

espécies foram citadas primeiramente por HILL; JOHNSON (1995): C. maculata
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(Hook) K. D. Hill & L.A.S. Johnson; C. henryi (S.T. Blake) K. D. Hill & L. A. S.
Johnson; C. citriodora (Hook) K. D. Hill & L. A. S. Johnson e C. variegata (F.
Muells) K. D. Hill & L. A. S. Johnson. Neste cenério, foram somadas 113
espécies, antes pertencentes ao género Eucalyptus, entre elas esta a espécie
C. citriodora (HILL; JOHNSON, 1995; NEVES et al., 2019).

A C. citriodora é uma espécie arborea conhecida por diversos nomes
comuns, tais como eucalipto-cidro, eucalipto-limdo ou eucalipto-cheiroso.
Segundo Bhuyan et al. (2017), a C. citriodora possui ocorréncia natural na faixa
leste da Australia, principalmente no estado de Queensland. Sua distribuicdo
percorre toda a faixa leste australiana, desde Mount Janet até Mackay,
Queensland. A C. citriodora habita locais onde o clima é quente e Umido a
subumido (REIS et al., 2013).

As altitudes mais propensas para a ocorréncia de C. citriodora séo entre
30 m e 1100 m e as temperaturas médias nos locais variam de 29 °C a 30 °C
nos meses mais quentes, e de 8 °C a 9 °C nos dias mais frios (VUONG et al.,
2015). Em geral, as precipitagdes pluviométricas anuais variam de 600 mm a
2000 mm, com maiores concentracdes no verdo. Em alguns casos especificos,
a espécie suporta areas com geadas menos intensas, com temperaturas de até
-3 °C mas, de maneira geral, sdo susceptiveis a geadas (MANI et al., 2021; REIS
et al., 2013; VUONG et al., 2015).

1.3.2.1 C. citriodora no Brasil

Desde o cultivo de mudas até a utilizacdo da madeira, a espécie de C.
citriodora vem sendo amplamente estudada nas dUdltimas duas décadas
(PEREIRA et al., 2021). No Brasil, tem crescido o interesse pela espécie devido
as suas caracteristicas silviculturais e tecnoldgicas, que sao reflexo da 6tima
adaptabilidade as diferentes regides brasileiras, o que justifica a grande
extensdo de areas com plantio dessas espécies (LUZ et al., 2018).

Algumas caracteristicas como a adaptagdo fisiologica a diferentes
regides brasileiras e incremento volumétrico ornam o cultivo de C. citriodora
bastante atraente no Brasil. Estima-se que o pais apresente cerca de 85.000 ha

de plantios da espécie, sendo os estados de Sao Paulo, Mato Grosso e Minas
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Gerais os principais produtores (REIS et al., 2013). De maneira geral, o plantio
brasileiro de C. citriodora esta sob responsabilidade de pequenos e médios
produtores rurais (PEREIRA et al., 2021).

A C. citriodora € uma espécie de grande relevancia dentre os eucaliptos,
sendo cultivada em todo o mundo (REIS et al., 2013). No Brasil, seus plantios
foram iniciados com vistas a adaptacéo fisioldgica, crescimento e producao de
madeira para producdo de carvao vegetal. No decorrer do tempo, os objetivos
dos plantios foram ampliados no intuito de produgcéo de madeira para serraria,
energia e exploracdo de folhas para extracéo de Oleo essencial (BOSSOU et al.,
2015; MANIKA et al., 2012; VITTI; BRITO, 2003). A C. citriodora ndo consiste em
uma espécie prioritaria de cultivo para grandes empresas do setor de florestas
plantadas no Brasil e, consequentemente, ha pouco investimento em pesquisas
(REIS et al., 2013).

As principais razdes para a sua utilizacdo no Brasil sdo a boa adaptacdo
as diferentes regides edafocliméticas, relativo incremento volumétrico de
madeira, boa forma e capacidade de brotacéo (VITTI; BRITO, 2003). Ressalta-
se que a espécie € recomendada para reflorestamento em quase todo o Brasil
central, além de norte do Parana, Sao Paulo, Minas Gerais e no litoral da Regido
Nordeste (IBA, 2020).

1.3.2.2 Caracteristicas gerais da espécie

Segundo o Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas, a C. citriodora possui
altura de média até grande, podendo atingir ocasionalmente 50 m de altura e 1,2
m de DAP (didmetro a altura do peito) e sua folhagem é rala (IPT, 2022). A
espécie possui, de maneira geral, tronco reto e casca lisa, com coloracao que
oscila do creme, rosa a acobreado (BRISOLA; DEMARCO, 2011; MOURA;
FRANZENER, 2014). O percentual de casca na madeira da C. citriodora &
elevado e pode chegar a 30% do volume do tronco, sua ramagem é longa, o que
permite a formacdo de uma copa aberta. As folhas da C. citriodora s&o
caracterizadas por forte aroma de citronelal, que é o principal constituinte
quimico do seu 0leo essencial (BOSSOU et al., 2015a; DOGENSKI; FERREIRA;
OLIVEIRA, 2016b; FATHI; SEFIDKON; ABRAVESH, 2009; MANIKA et al.,

2012a) (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - ASPECTO DA C. citriodora, FOLHAS, FLORES E TRONCO.

Fonte: Adaptado de Reis et al. (2013).

A madeira da C. citriodora possui propriedades de interesse para o setor
madeireiro. Sua textura varia de fina a média, com coloracao bem definida, cerne
em tons mais escuros e o alburno em tons mais claros (MATTOS et al., 2014),
ndo havendo presenca de brilho. A regido do cerne é considerada de dificil
trabalhabilidade, devido a baixa permeabilidade, enquanto o alburno possui
caracteristicas permeaveis (BRISOLA; DEMARCO, 2011; MATTOS et al., 2014;
MEDEIROS et al., 2016). A densidade basica é em média 0,57 g.cm3, para essa
espécie, considerada de densidade média (MEDEIROS et al., 2016). E
considerada uma matéria prima de exceléncia para aplicacdo comercial em
serrarias devido a caracteristicas satisfatérias de aplainamento, lixamento,
furacdo e acabamento (PEREIRA et al., 2021). Por outro lado, apresenta
suscetibilidade a rachaduras durante o processo de secagem, resultado do seu
elevado grau de hisgroscopicidade, sendo necesséaria a aplicacdo de programas
de secagem com temperaturas amenas, a fim de evitar danos ao material
(PAULA et al., 2014). Devido a essas propriedades, a madeira de C. citriodora

pode ser utilizada para producdo de carvao vegetal, cabos de ferramentas,
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cercas, cruzetas, dormentes, lenha, mourdes, pontaletes, postes, serraria (vigas,
caibros e moveis), dentre outros usos (PEREIRA et al., 2021; REIS et al., 2013).

A C. citridora possui 28 % de lignina, 9 % de extrativos e 63 % de
holocelulose em sua composicdo quimica majoritaria (MEDEIROS et al., 2016),
dados similares aos encontrados para o género de forma geral (PEREIRA et al.,
2021). E considerada uma madeira suscetivel a organismos xil6fagos, devido a
baixa permeabilidade, sendo necessaria a aplicacdo de produtos quimicos
(MATTOS et al., 2014). A madeira in natura apresenta um poder calorifico em
torno de 4.700 kcal.kg?, enquanto apds o processo de carbonizagdo, o carvdo
vegetal produzido de C. citrotora duplica o poder seu calorifico (MEDEIROS et
al., 2016). Essas caracteristicas evidenciam a potencialidade de aplicacdo para
usos multiplos para essa espécie, podendo ser empregada em diversos setores
do comércio florestal (PEREIRA et al., 2021).

A espécie é também utilizada na arborizacdo de parques e avenidas,
pois possui uma copa vistosa (REIS et al., 2013). Além de seu uso tradicional
em monocultivos, a inclusdo dessa espécie em sistemas integrados, visando a
diversificacdo da producao, pode se tornar uma importante alternativa de renda
aos pequenos e meédios produtores rurais. Esse aspecto torna-se ainda mais
evidente ao se considerar o potencial da espécie para usos diversos (PEREIRA
et al., 2021; REIS et al., 2013).

1.3.2.3 Oleo essencial da C. citriodora

A exploracéo da espécie C. citriodora para producédo de 6leos essenciais
comecou no Brasil apés a Il Guerra Mundial, juntamente com outras espécies
nativas, para suprir a demanda por O6leos essenciais especificos que nao
estavam mais sendo oferecidos pelo mercado exterior (COPPEN; HONE, 1992).
A producéo do 6leo essencial de eucalipto aumentou na década de 1960, apos
a lei de incentivos fiscais que estimulou os agricultores a plantarem mudas de
eucalipto por diversas regides do pais, como forma de diminuir o desmatamento
de espécies amazobnicas (ANTONANGELO; BACHA, 1998). Atualmente, o Brasil
€ 0 segundo maior produtor de Oleo essencial de C. citriodora, atras apenas da
China, que detém cerca de 70% da producdo mundial deste 6leo (ULTRA
INTERNATIONAL, 2019).
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O dleo essencial da C. citriodora € extraido das folhas, flores e galhos
da planta, mas principalmente de suas folhas. Eles sédo produzidos nas
cavidades globulares, as glandulas (MOURA; FRANZENER, 2014; VITTI;
BRITO, 2003). As glandulas se distribuem pelo parénquima foliar nas espécies
de eucalipto e apresentam coloracao translicida quando visualizadas contra a
luz natural ou de microscopio para algumas espécies de eucalipto (MEDEIROS
et al., 2016).

Os Oleos essenciais fazem parte do metabolismo secundério da C.
citriodora, o qual ndo é responsavel pela sua sobrevivéncia, mas é importante
para que a planta apresente respostas mais rapidas as diversas condicées do
ambiente em que habita (DORAN et al., 1995). No caso de espécies de eucalipto,
0s Oleos essenciais estdo associados a protecdo das plantas contra insetos,
resisténcia ao frio em estagios de germinacao, efeito alelopatico e a reducao da
perda de agua (VITTI; BRITO, 2003). A literatura indica que os 0leos essenciais
de C. citriodora sao importantes agentes contra insetos (JAENSON; GARBOUI;
PALSSON, 2006), o que ocorre devido & sua constituicdo quimica.

Cada componente presente no 6leo essencial tem um perfil
caracteristico e cada aroma e sabor € uma combinacdo dos perfis de seus
constituintes (DE ANDRADE; GOMES, 2000). De acordo com a espécie
analisada, ha predominancia de compostos diferentes, por exemplo, do citronelal
para a C. citriodora. Esse composto constitui de 65 a 88% do 6leo essencial da
espécie e € responsavel pelo aroma e pela maioria das propriedades
apresentadas pela espécie. O citronelol e o isopulegol sdo componentes
importantes na constituicao de seu 6leo essencial (TABELA 1).

TABELA 1 - COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DA C. citriodora.

Substéancia indice de Quantidade (%)
Retencéo min max
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Hidrocarbonetos Monoterpenos

o-pineno 929 0,08 1,00
B-pineno 973 0,42 0,43
Linalol 1029 0,25 6,40
Monoterpenos Oxigenados

1,8 cineol 1035 0,14 0,52
Oxido cis-Rose 1112 0,27 0,27
Oxido trans-Rose 1128 0,13 0,13
Isopulegol 1152 4,66 10,33
Citronelal 1167 65,45 87,4
Neolsoisopulegol 1176 0,24 7,8
o-terpineol 1199 0,3 0,33
Citronelol 1242 10,63 13,05
Geraniol 1262 0,32 0,9
Acetato de Isopulegol 1276 0,16 0,3
p-mentano-3,8-diol 1350 1,2 2,76
Acetato de Citronelil 1355 2,05 2,16
Jasmine (2) 1398 0,23 0,23
Hidrocarbonetos Sesquiterpenos

B-cariofileno 1415 0,2 1,34
oa-humuleno 1450 0,1 0,1
Biciclogermacreno 1493 0,07 0,07
Sesquiterpenos oxigenados 1574 0,07 0,07
Espatulenol 1574 0,07 0,07
Oxido de cariofileno 1583 0,1 0,22
Outros componentes

2,6-dimetil-5-heptenal 1055 0,91 0,91

Em que: A composicéo do 6leo essencial é dada em % da massa total de 6leo essencial (~2 %).
Fonte: BOSSOU et al., 2015; KOUDORO et al., 2014; MANIKA et al., 2012; TOLBA et al., 2015.

O rendimento em Oleo essencial esta relacionado com as condi¢cdes do
solo, clima, época da colheita, idade da planta, teor de umidade da folha, método
de destilacéo, tempo de destilacdo, presséo de vapor, procedéncia da planta e
outros fatores (DE ANDRADE; GOMES, 2000; VITTI; BRITO, 2003). A época de
colheita das folhas também é um fator que influencia a quantidade e composicéo
do oOleo essencial da C. citriodora. Ao longo do ano o percentual de o6leo
essencial pode variar de 1% até 1,6% em relacdo a massa umida de folhas
(VITTI; BRITO, 2003), mas esse percentual pode chegar a 4% se avaliado o
percentual de Oleo essencial com relacdo a massa seca de biomassa. De acordo
com Manika et al., 2012, a concentragdo de Oleo essencial para a espécie &
maior nos meses mais secos do ano e, nesse periodo, o percentual médio de

citronelal é de 79,5%. A colheita das folhas pode ser iniciada a partir do primeiro
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ano do povoamento florestal, desramando-se as folhas dos galhos laterais e
mantendo-se as folhas no apice da copa (PEREIRA; FILHO; MOURA, 2012).

Devido ao seu aroma, o Oleo essencial extraido da C. citriodora é
amplamente utilizado na industria de perfumes e fragrancias (CLEMENTE et al.,
2010; OLIVO et al., 2013). Eles também tém sido usados em aromaterapia,
cosmeéticos, agentes de tratamento de feridas, detergentes, como medicamento
nas culturas aborigenes, bem como repelentes de insetos (GOODINE;
OELGEMOLLER, 2020; JAENSON; GARBOUI; PALSSON, 2006). No Brasil,
Oleos essenciais provenientes da espécie estdo em segundo lugar no ranking de
exportacdes, atrdas apenas dos O6leos essenciais de citricos (ULTRA
INTERNATIONAL, 2019). Os principais importadores de 6leos essenciais da
Corymbia citriodora sdo a Inglaterra e paises da Unidao Europeia, tais como
Franca e Alemanha (BARBIERI; BORSOTTO, 2018).

O potencial e aplicacbes do 6leo essencial da C. citriodora séo reflexo
de suas propriedades. Eles foram elucidados como potenciais repelentes de
insetos (BOSSOU et al., 2015; COSTA et al., 2015; JAENSON; GARBOUI,
PALSSON, 2006) e pragas como o carrapato (OLIVO et al., 2013), além
apresentarem propriedades fungicidas (TOLBA et al., 2015) e antimicrobianas
(KOUDORO et al., 2014). Devido ao efeito antioxidante do 6leo essencial da
Corymbia citriodora (KOUDORO et al., 2014; MANI et al., 2021), que € um
resultado da sinergia entre os seus constituintes, estudos ja revelaram suas
propriedades antitumorais (BHAGAT; SAXENA, 2012; VUONG et al., 2015) em
testes com cultivo de células humanas in vitro (BHUYAN et al., 2017).
Recentemente, durante a pandemia do SARS-CoV-2, esses 6leos se mostraram
promissores inibidores naturais da enzima protease (Mpro), principal
responsavel pela replicacdo em massa do novo coronavirus (PANIKAR et al.,
2021), o que pode torna-lo um importante instrumento terapéutico na busca por

medicamentos mais eficazes para combater o SARS-CoV-2.

1.3.5 Acido latico

O acido latico ou acido 2-hidroxipropionico (CsHsOs, FIGURA 6) € um
acido organico de grande ocorréncia na natureza, descoberto e isolado no século
XVIII a partir do leite (OJO; DE SMIDT, 2023). O acido latico foi o primeiro acido
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organico a ser produzido comercialmente por fermentacéo, estando presente em
muitos alimentos de forma natural ou como produto da fermentacdo microbiana.
Esse acido € um metabdlito intermediario chave na via metabdlica da glicélise,
que é uma das principais vias metabdlicas para a producdo de energia em
organismos Vvivos, incluindo procariontes anaerobios (KOMESU et al., 2017;
KUMAR et al., 2020).

FIGURA 6 — ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO LATICO E SEU MODELO MOLECULAR,
RESPECTIVAMENTE.

O

o
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Fonte: A autora (2023).

O &cido latico € um solido branco cristalino que possui baixo ponto de
fusdo (53 °C), é inodoro e soluvel em agua, aparecendo geralmente como uma
solucdo aquosa de baixa concentracdo (85%). Portanto, trata-se de um &cido
organico com um carbono  assimétrico que possui dois enantibmeros: L(+), D(-
) e um DL racémico que pode ser obtido através de sintese quimica ou via
fermentacao lactea (GHAFFAR et al., 2014).

A producéao de &cido latico por fermentagcdo microbiana é responsavel por
mais de 50% de sua producdo mundial (STATISTA, 2023). Nesse sentido, a
fermentacao microbiana € a principal rota de producéo comercial de acido latico
e é geralmente realizada por bactérias laticas, como Lactobacillus spp. e
Streptococcus spp (KUMAR et al., 2019; KUMAR et al., 2020). Essas bactérias
sdo capazes de fermentar uma variedade de subprodutos da industria de
alimentos ou residuos agroindustriais, tais como soro de leite, residuo da
fabricagéo do queijo, melago, glicose, amido de milho, lactose, sacarose, milho,
mandioca, batata e cevada (ABDEL-RAHMAN et al., 2011; WANG et al., 2015).

Embora exista diversas fontes de carboidratos para producéo do acido
latico, o custo dos substratos de carboidratos e o limite de disponibilidade de
alimentos ao redor do mundo, os materiais lignocelulésicos sdo uma alternativa
promissora (SINGHVI; GOKHALE, 2013). A biomassa lignoceluldsica € uma das

matérias-primas renovaveis mais abundantes e por essa razdo, pode superar
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diversos problemas ambientais e fornecer uma matéria-prima econémica para
producdo de acido latico, sem competir com a grande indastria de produtos
alimenticios (FUKUSHIMA et al., 2004; HU et al., 2016).

O &cido latico € um produto reconhecido como seguro pela Food and Drug
Administration (FDA) e por isso possui uma vasta gama de aplicacées (FIGURA
7) em industrias quimicas, de alimentos, cosméticos, téxtil e de polimeros
(CASTILLO MARTINEZ et al., 2013). De acordo com Teixeira et al. (2014), o
acido latico pode ser utilizado na industria alimenticia como conservante natural;
€ uma importante matéria-prima de muitos farmacos para tratamento de acne e
psoriase, além de ser utilizado para neutralizacdo de pH em formulacdes de
implantes, pilulas e sistemas de liberacéo de farmacos. Além disso, o 4cido latico
€ um composto comumente observado em formulacdes de cremes e pomadas
devido ao carater hidratante, anti-microbiano, esfoliante e rejuvenescedor, assim
como também em produtos de higiene pessoal como cremes dentais (KOMESU
et al., 2017).

FIGURA 7 - DIAGRAMA DAS APLICACOES DO ACIDO LATICO.

Fonte: Dornelles (2021).
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No setor de materiais, este acido também é uma alternativa mais
sustentavel para a producéo de polimeros, pois pode ser obtido a partir de fontes
renovaveis (HONG et al., 2012; LI et al., 2021), dentre os quais o principal deles
€ o0 acido polilatico (PLA) (SWETHA et al.,, 2023). O PLA é biopolimero
termoplastico empregado em aplicacbes terapéuticas e farmacéuticas, como
sistemas de liberacdo de farmacos, encapsulamento, desenvolvimento de
microesferas e hidrogéis. A aplicagdo biomédica do PLA foi estendida a
engenharia de tecidos, incluindo materiais de suporte, bem como a materiais
biocompativeis para suturas e proteses (MASUTANI; KIMURA, 2014a).

A sintese do PLA comeca pela producdo do acido latico (acido 2-
hidroxipropionico, CsHesO3) e termina com a sua polimerizagédo, tendo como
processo intermediario a formacdo da lactida (MASUTANI; KIMURA, 2014;
SINGHVI; GOKHALE, 2013). Essa sintese tem sido realizada usando
catalisadores inorganicos téxicos (DECHY-CABARET et al., 2004), mas pode ser
realizada alternativamente pelo uso de biocatalisadores enzimaticos, sem
utiizacdo de metais tOxicos que possam aumentar suas aplicacdes,
especialmente na area biomédica (CHANFREAU et al., 2010).

Nesse contexto, parece promissora a ideia de reutilizar subprodutos
industriais, tais como o extrato aquoso proveniente da hidrodestilacdo de éleos
essenciais na producdo deste polimero natural (PLA), uma vez que 0 extrato
contém acucares que podem ser fermentados em acido latico para posterior
sintese do PLA. O PLA é um polimero sustentavel e uma alternativa aos
materiais convencionais que causam poluicdo ambiental advindos de

petroquimicos.
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CAPITULO I

ESTUDO SOBRE O APROVEITAMENTO DO EXTRATO
PROVENIENTE DA HIDRODESTILACAO DE FOLHAS DE C.
citriodora POR EXTRACAO SEQUENCIAL

SOARES, A. K.; LIMA, G. G.; MATOS, M.; HANSEL, F. A.; CADEMARTORI, P. H. G.; MAGALHAES, W.
L. E. Wastewater from hydrodistillation can be reused for various sequential extractions, a study using
Corymbia citriodora leaves. Industrial Crops And Products (F.l. 6.449), 2023.



1.1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, existe interesse crescente em produtos naturais
devido aos seus potenciais efeitos farmacologicos. Nas industrias de alimentos,
medicamentos e na quimica fina, 0s compostos ou derivados naturais ja tém sua
relevancia reconhecida. Dentre os compostos com atividade biol6égica, pode-se
destacar os componentes de 6leos essenciais (SCOPEL et al., 2022). Estes
constituem um dos mais importantes grupos de matérias-primas encontradas na
natureza, com aplicacdes ja consolidadas em industrias de cosméticos,
alimentos e farmacéutica (TOLBA et al., 2015), que apresentam odor e sabor
caracteristicos.

Para extracdo desses compostos, 0 método mais empregado é a
destilacao por arraste a vapor. Este procedimento é eficaz, simples e barato para
extracdo de Oleos essenciais, 0 que justifica o grande uso industrial (DOGENSKI
et al., 2016; FERHAT et al., 2006). A destilacdo por arraste a vapor é realizada
a partir do aquecimento de folhas juntamente com agua até a ebulicdo, os
vapores de agua gerados carregam consigo 0s componentes volateis presentes
nas folhas (CASSEL et al., 2006). No entanto, atrelado ao processo de destilacdo
de 6leos essenciais, ha formacéo de subprodutos como a biomassa residual e o
extrato aquoso. Esses subprodutos contém compostos bioativos que podem ser
Gteis em industrias de outros segmentos, tais como polifendis em residuos do
processo de destilacao de 6leos essenciais de palminha (Tanacetum vulgare L.)
(BARANAUSKIENE et al., 2014).

Nesse contexto, existe uma necessidade iminente de promover a
aplicacédo dos conceitos de biorrefinaria nos processos de hidrodestilagdo de
Oleos essenciais, bem como destacar as possibilidades da exploragéo integral
dos subprodutos, particularmente aqueles ricos em fitoquimicos valiosos
(VENSKUTONIS; JONUSAITE, 2016). A literatura relata a utilizacdo dos
subprodutos da hidrodestilagcédo, tais como para a familia Lamiaceae (horteld)
(NAPOLI et al., 2022), rosa Narcea e flores de R. damascena (BOSO et al., 2022;
SABAHI et al., 2020) e residuos de moinho de azeitona (SAID et al., 2022), para
obtencéo de extratos enriquecidos em polifenadis.

Este estudo traz um modelo de implementagcdo de uma biorrefinaria no

contexto de uma industria de hidrodestilacdo de 6leos essenciais de C. citriodora,
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espécie amplamente utilizada no mercado brasileiro. O modelo propbe a
utilizacdo dos subprodutos liquidos em novas extracdes a fim de reduzir o
consumo de agua e aumentar a concentracdo de compostos bioativos de
relevancia para outras industrias. Nesse processo de extracdes sequenciais, €
importante avaliar alguns compostos majoritarios desse subproduto liquido,
como os flavonoides, que se degradam na agua em temperaturas a partir de 100
°C (BIESAGA, 2011).

Embora trabalhos anteriores tentem contornar esse problema reduzindo
o tempo de destilacdo e posterior extracdo para reduzir os efeitos drasticos de
um aquecimento mais prolongado e recuperar qualquer 6leo residual (BABU;
KAUL, 2005; RAO et al., 2016), nossa pesquisa propde o uso de extracdes
sequenciais, a qual expbe 0os compostos a um tempo mais prolongado nessas
temperaturas drasticas. Embora um maior nimero de grupos hidroxila promova
a degradacéao dos flavonoides, a presenca de acUcar os protege da degradacao
térmica durante a extracdo (DE ELGUEA-CULEBRAS et al., 2022). Além disso,
o reaproveitamento desse efluente nas extracdes sequenciais do 6leo essencial
reduz os danos ecotoxicos e diminui a geracao de residuos, ideia ja mencionada
por Rao et al. (2016).

Considerando que a extracdo sequencial por hidrodestilacdo da C.
citriodora pode aumentar os polifendis na agua residual e sua ndo degradacao
pode ser protegida pela presenca de acucares, tais como frutose e glucose, além
de compreender como ocorre o incremento desses compostos. Este capitulo
visa demonstrar que o0 uso do extrato aquoso proveniente de hidrodestilacbes
pode ser promissor para obtencdo de produtos de alto valor comercial.

1.2 MATERIAL E METODOS
[1.2.1 Obtencéo e preparo do material

As folhas de C. citriodora (umidade 53%) empregadas no estudo foram
obtidas de plantios experimentais pertencentes a Embrapa Florestas, localizados

em Colombo, Parana. O periodo de colheita ocorreu entre os meses de

novembro a fevereiro (primavera e verdo), periodo em que ocorre a rebrota das
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plantas ap0s o periodo de geadas. Estas folhas foram armazenadas em

geladeira a 5 °C por um periodo maximo de duas semanas.

[1.2.2 Extragdo sequencial

Para a extracdo, 100 g de folhas de C. citriodora foram submetidas a
hidrodestilagao por arraste a vapor em um extrator do tipo Clevenger durante 4
horas na temperatura de ebulicdo da 4gua. A proporcéo de folhas para agua
destilada foi de 1:10 (m/v). O extrato aquoso contendo os compostos soluveis
em agua a 100°C foi coletado e utilizado em uma nova extracdo com folhas
frescas, o volume do extrato foi completado com agua deionizada (~100 ml) para
manter a proporcao de 1:10 entre folhas e 4gua. Foram realizadas 10 extragdes

com reaproveitamento de extrato aquoso (FIGURA 8).

FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DAS EXTRACOES SEQUENCIAIS REALIZADAS.
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Fonte: A autora (2023).

11.2.3 Rendimento do 6leo essencial

O rendimento de 6leo essencial em base seca foi calculado para cada

extracdo sequencial. A comparacao dos Oleos essenciais foi realizada por meio

43



de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM, Focus
GC, PolarisQ, Thermo), a fim de caracterizar os componentes presentes no 6leo
essencial de C. citriodora na primeira e na Ultima extragdo. Para isso, amostras
(5 uL de 6leo em 1 mL de éter etilico) foram introduzidas via injetor split/splitless
(1 pL, split 1:100, 230 °C), e o forno do CG foi equipado com uma coluna capilar
DB5ms (30 x 0,25 mm, 0,25 pum de espessura do filme). O forno do CG foi
programado de 50 a 300 °C a 3 °C mint. Hélio a uma taxa de fluxo constante
(1,0 mL min?) foi utilizado como gas de arraste. A interface CG-EM e a fonte de
ions foram 300 °C e 200 °C, respectivamente. O espectrometro de massa com
armadilha de ions foi operado no modo de ionizacdo de elétrons a 70 eV,
varredura m/z 50-650 (0,58 tempo total de varredura) e corrente de emisséo de
250 mA. Os indices de retencdo de Kovats (RI) foram calculados por injecédo de
uma série homdloga de n-alcanos saturados padrdo (C7-C30) e as
identificacbes estruturais foram realizadas por comparacdo dos espectros de

massa e RI correspondentes, como relatado em (ADAMS, 2017).

[1.2.4 Caracterizacdo do extrato aquoso

11.2.4.1 S6lidos totais

O teor de sdlidos totais no extrato aquoso foi calculado para cada
extracdo a fim de verificar até onde ocorre aumento significativo de sélidos, o
que torna justificavel a reutilizacdo do extrato. Para tal, 1 mL de amostra foi
pesada em balanca analitica e seca em estufa durante 24 h a 100 °C (TAPPI
T650 OM-15, 2015).

11.2.4.2 Teor de fendlicos totais

A determinagdo do teor de fenolicos totais foi realizada utilizando o
método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965). Para isso, o extrato
aquoso foi primeiramente diluido para as leituras em absorbancia no
espectrofotometro UV-Vis. Entdo, 0,1 mL das amostras diluidas, 5 mL de agua
deionizada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu foram adicionados em um bal&o

volumétrico de 10mL e agitado em vértex por 1 min. Depois, foram adicionados
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2 mL de Na2COs (15 %) e agitado por 30 s em vortex. O baldo foi avolumado e
apos 2 h, a absorbéancia das amostras foi medida a 750 nm em espectrofotbmetro
Shimadzu (Modelo UV-Mini 1240) utilizando cubetas de quartzo, tendo como
“branco” todos os reagentes, menos o extrato. O teor de fendlicos totais foi
determinado por meio de interpolacdo da absorbancia das amostras e uma curva
de calibracdo (y=0,1172x+0,072; r°=0,9988) construida com padrdes de &cido
galico (10 a 250 uyg mL1) e expressos como miligramas equivalentes de acido
galico por grama de extrato. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

11.2.4.3 Teor de flavonoides

O método utilizando cloreto de aluminio foi utilizado para quantificacdo
do teor de flavonoides equivalentes em quercetina (ZHISHEN et al., 1999). Para
isso, foi feita solucdo de 10 mg de quercetina em 100 mL de etanol 80% para
construcdo da curva de calibracdo (y=0.003x-0.0144; r>=0.9979) de 10 a 100 pg
mL-1. Para cada ponto da curva de calibracgéo, foi utilizado 0,5 mL da solugéo de
quercetina diluida, 1,5 mL de etanol 95%, 100 ul de clorito de aluminio 10%, 100
ul de acetato de potassio 1M e 2,8 mL de agua deionizada. Depois de um
repouso de 30 min no escuro, a absorbancia foi medida a 415 nm em um
espectrofotometro Shimadzu (Modelo UV-Mini 1240) utilizando cubetas de
quartzo, tendo como branco todos os reagentes, menos a solugéo de quercetina.
Similarmente, para analise das amostras, foram utilizados 0,5 mL dos extratos
previamente diluidos. Nesse ensaio, foram selecionados extratos com
concentragdes intermediarias: 1, 4, 7 e 10 e estes foram diluidos nas seguintes
propor¢des 1:10, 1:20, 1:60 e 1:60 (v/v), respectivamente.

11.2.4.4 Teor de taninos

O conteudo de taninos condensados foi avaliado de acordo com o ensaio
de vanilina Maciel et al. (2020), com algumas modificacdes. Em um tubo de
ensaio, foram adicionados 300 pL do extrato de aquoso, 1800 pL de uma solucéo
de vanilina a 4% (m/v) em metanol e 900 pL de uma solugéo de H2SO4 32% em
metanol. A reacdo ocorreu no escuro a 25 °C por 15 min. A absorbancia foi
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medida em 500 nm em espectrofotobmetro Shimadzu (Modelo UV-Mini 1240)
utilizando cubetas de quartzo, tendo como branco todos os reagentes, menos o
extrato. Os extratos selecionados para o ensaio foram o extrato 1, 4, 7 e 10
diluidos em 1:10, 1:20, 1:60 e 1:60, respectivamente. O conteudo de taninos
condensados foi determinado a partir de uma curva de calibracédo
(y=0.002x+0.0107; r’=0.9974) de catequina de 25 a 250 ul mL* e os resultados

foram expressos em mg equivalente a catequina.

[1.2.4.5 Teor de acUcares

A guantificacdo de mono e dissacarideos (frutose, glucose, sacarose)
presentes no extrato aquoso foi realizada por meio de Cromatografia de Troca
I6nica. A separacdo dos compostos foi realizada em uma coluna CarboPac PA
20 (4 mm x 250 mm, 5 ul e temperatura de 30 °C com NaOH 300 mM como
eluente, numa vazdo de 0,5 mL min'), mediante uma curva de calibracdo
construida com frutose (1,0 mg L't a 20 mg L, r2: 0,9962), glucose (0,5 mg Lt a
15 mg L1, r2: 0,9997) e sacarose (0,5 mg Lt a 10 mg L™, r2 0,9998).

[1.2.4.6 Cromatografia a gas com espectrometria de massas

Em 10 mg dos extratos secos (1 e 7), 30 puL de *3C-sorbitol (0,2 pug pL™)
foram adicionados para a avaliagdo semiquantitativa de compostos, essa
solucédo foi seca sob vacuo (8 h, 30 °C), depois metoxilada (20 mg mL* de
cloridrato de metoxiamina em piridina, 50 pL, 90 min, 40 °C) e sililanizada
(MSTFA, 50 pL, 90 min, 40°C). A fracdo contendo os compostos hidrofilicos foi
analisada por cromatografia a gas acoplada a um espectrémetro de massa de
ions de armadilha no modo split (1:25). Os compostos foram separados com uma
coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) com temperatura do injetor a 230 °C,
linha de transferéncia a 250 °C, com hélio a 1,5 mL min~t como gas carreador.
O forno do CG foi ajustado a 70 °C, 1 min de isoterma, aquecendo a 320 °C a
uma taxa de 8 °C mint, com isoterma final de 5 min. O espectrémetro de massa
foi operado em modo positivo com ionizagao por impacto de elétrons a 70 eV e

temperatura da fonte de ions a 200 °C.
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[1.2.5 Influéncia do tempo de extracao

O teste de influéncia do tempo de extracao foi conduzido a partir de uma
extracao por arraste a vapor em equipamento Clevenger com 100 g de folhas de
C. citriodora e 1000 mL de agua deionizada, durante 4 h. O 6leo essencial e as
folhas residuais foram coletados ao final da extracdo. Somente o extrato aquoso
(avolumado para 1000 mL) permaneceu em aquecimento com refluxo (nas
mesmas condi¢des da extracdo no Clevenger) durante 28 h, a fim de completar
o ciclo de 7 extracdes sequenciais (tempo verificado ser o ideal para
concentracdo dos compostos). Aliquotas de 2 mL foram retiradas a cada 4 h para
avaliar a composicdo do extrato durante esse tempo. Assim, foi possivel
mensurar as modificacfes quimicas ocorridas no extrato durante esse periodo.
No final do teste, o extrato restante foi filtrado e analises foram conduzidas com
o material filtrado e o retido no filtro. Salienta-se que o extrato proveniente das
primeiras 4 h de extracdo néo foi filtrado pois ndo havia presenca de material
precipitado. As aliquotas do extrato aquoso coletadas a cada 4 h foram
caracterizadas quanto ao teor de polifendis equivalentes em acido galico
(método de Folin-Ciocalteu) e com relacédo a concentracéo de acucares (frutose,

glucose, sacarose), por meio de Cromatografia de Troca I6nica (IC).

11.2.6 Espectroscopia no infravermelho médio

Espectroscopia no infravermelho médio com transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada nos extratos obtidos em 4 h e 28 h (filtrado e retido no filtro)
no teste de influéncia do tempo de extracdo e para os extratos obtidos nas
extracBes sequenciais (1, 7 e 10), a fim de investigar os principais grupos
funcionais existentes em cada amostra. Para isso, foram preparadas pastilhas
utilizando 100 mg de brometo de potassio (KBr) e 0,5 mg do material (seco em
estufa a vacuo por 24 h a 40 °C). Um espectrofotdbmetro modelo Nicolet iS50 da
Thermo Scientific foi configurado para a realizagao de 64 varreduras, resolugéo

2 cm e leituras entre 4000 e 600 cm™ no modo transmitancia.

[1.2.7 Analise termogravimétrica
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A anadlise termogravimétrica (TGA) foi utilizada como ferramenta de
apoio na investigacao dos componentes do extrato aquoso obtido nas extracdes
sequenciais (1, 7 e 10), para analisar a estabilidade térmica e inferir sobre a
presenca de compostos. Amostras de 4 h e 28 h (filtrado e retido no filtro) obtidas
no teste de influéncia do tempo de extracdo também foram analisadas. A curva
termogravimétrica (TGA) e a derivada (DTG) foram obtidas utilizando-se um
equipamento Q600 TA Instruments. A atmosfera empregada foi de nitrogénio
com fluxo de gas de 20 mL min%, intervalo de temperatura entre 25 e 800 °C e

taxa de aquecimento de 10 °C min.

[1.2.8 Cromatografia de excluséo de tamanho

A Cromatografia de Exclusdo de Tamanho (SEC) foi realizada para
avaliar a faixa de peso molecular dos compostos presentes nas amostras
selecionadas. A andlise foi realizada em cromatografo AKTA Pure (GE, EUA),
utilizando coluna Superdex Peptide 10/300 GL, o liquido eluente empregado foi
a acetonitrila, fluxo de 0,5 mL min. A detec¢cdo dos compostos foi realizada por
absorcdo de UV a 280 nm. Uma varredura foi realizada em espectrofotdmetro
Shimadzu (Modelo UV-Mini 1240) na faixa de 200 a 300 nm para verificar o
comprimento de onda ideal a ser utilizado. Rutina (Sigma-Aldrich, EUA) foi
utilizada como padrdo de peso molecular (610.517 g mol?, ponto de ebuli¢éo:
983 °C). As amostras analisadas foram do extrato 4 h de degradacao e 28 h de

degradacéo (filtrado e retido no filtro).

[1.2.9 Pirdlise simultanea e trimetilsililacdo em conjunto com cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa

A pirdlise (SpyT-GC-MS) dos extratos secos obtidos em 4 h e 28 h
(filtrados e retidos no filtro) foi realizada usando um pirolisador de filamento
aquecido (Pyroprobe 5200, CDS). Os materiais solidos (250 pg) foram sililados
em linha com 15 yl de MSTFA:Piridina (20:1). Os produtos da pirélise foram
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massa ion
trap (Focus GC, PolarisQ, Thermo). Um injetor split/splitess de 5 mm de

didmetro foi usado (230°C) com uma razéao de split de 1:50. Os produtos da

48



pirélise foram separados usando uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
O forno do GC foi ajustado para 70 °C, 1 min de isoterma, aquecendo até 320
°C a uma taxa de 8 °C min't, com isoterma final de 5 min. Os parametros extras
de GC-MS foram descritos anteriormente. Os compostos foram identificados a
partir dos espectros de massa deconvoluidos (AMDIS) por comparacao do indice
de retencdo e dados publicados de MS (MATTONAI; RIBECHINI, 2018; MELO
et al., 2018; MELO et al., 2017; MEDEIROS; SIMONEIT, 2007).

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

[1.3.1 Consideracfes gerais

A possibilidade de realizar extracdes sequenciais de hidrodestilacdo
promoveu a recuperacdo do extrato aquoso. Para indicar que a reutilizacao
desse extrato nao foi prejudicial para o rendimento e qualidade do 6leo essencial,
medimos a qualidade média do 6leo essencial em cada extracdo sequencial.
N&o houve mudancas estatisticas na maioria dos compostos, tais como o
componente principal, Citronellal, que se manteve estatisticamente estavel
durante as extra¢des sequenciais (APENDICE 11.1). E importante ressaltar que
o teor de Oleo essencial permaneceu estatisticamente igual durante as etapas
de hidrodestilaco (3,5 + 0,4%) (APENDICE I1.2).

Um dos pressupostos légicos para a realizacdo de extracdes
sequenciais é que ocorra a manutencdo da qualidade e quantidade de 6leo
essencial. Desse modo, foi verificado que o extrato aquoso pode ser reciclado
em novas extracdes, gerando economia no consumo de agua pelas industrias e
mitigando a biopoluicdo do solo.

O teor de sdlidos de cada extrato obtido a partir das extracdes
sequenciais foi monitorado para determinar o0 maximo potencial de
reaproveitamento do extrato aquoso. Um aumento linear inicial (R? = 0,966)
ocorreu até a sétima extracdo, de 12 g L para 48 g L. A partir da oitava
extracdo sequencial, o teor de sdélidos manteve-se estatisticamente igual
(P<0,05), na décima extracdo obteve-se 54,57 g L' de sélidos (FIGURA 9).
Considerando que quanto mais extracdes sao realizadas com reaproveitamento

do extrato, o efeito da saturacdo se torna mais evidente no rendimento. Isso esta
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diretamente relacionado a quantidade de acucar produzida, o teor de sacarose
diminui pois ocorrem modificacdes quimicas de condensacéo e degradacao ou
sendo convertida em glicose e frutose (NOLASCO; DE MASSAGUER, 2006).

FIGURA 9 - TEOR DE SOLIDOS PARA OS EXTRATOS OBTIDOS AO LONGO DAS DEZ
EXTRACOES SEQUENCIAIS.
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Em que: Valores acompanhados de * indicam que ndo hé diferenca estatistica significativa, de
acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

O incremento na coloracdo dos extratos visualizado para os extratos de
cada extracdo sequencial esta relacionado ao aumento de compostos extraidos,
conforme medido a partir das andlises de fendlicos, taninos e flavonoides.
Trabalhos anteriores analisando o tempo de extracdo e a temperatura das
plantas apresentam uma tendéncia semelhante ao obtido neste estudo
(DHOUIBI et al., 2021; GHARRED et al., 2021).

Os compostos fendlicos totais apresentam tendéncia semelhante a
observada para o teor de sélidos, com aumento linear (R? = 0,987) até a sexta
extracdo (17,19 g L), nas etapas posteriores ndo foi observado aumento
significativo (P<0,05). No entanto, taninos e flavonoides aumentaram
estatisticamente em cada etapa estudada (tanino de 0,68 g L™ para 2,55 g L%,
enquanto flavonoides de 0,96 g L para 4,98 g L) (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - TEOR DE POLIFENC')ISJ FLAVONOIDES E TANINOS AO LONGO DAS
EXTRACOES SEQUENCIAIS.
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Em que: Letras diferentes indicam que hé diferenca estatistica significativa, de acordo com o
teste de Tukey (p<0,05).

A metodologia de extracdo em etapas sequenciais pode introduzir a
formacao de novas ligacfes entre compostos ja extraidos nas etapas anteriores
e pode estar relacionada ao seu teor de sacarose, por exemplo (FIGURA 11).
De forma diferente ao ocorrido para os resultados anteriores de sélidos e
polifenois, a frutose aumenta de forma néo linear, atingindo uma capacidade
limite na 72 extracdo. A glicose atinge seu limite de extracdo na 42 extracéo,
enquanto a sacarose apresentou o maior valor ja na 32 etapa, diminuindo em
seguida e atingindo um limite inferior, ficando entdo estatisticamente semelhante

na 82 extracao para a sacarose e 102 extracdo para a glicose.
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FIGURA 11 — CONCENTRAGCAO DE AGUCARES PRESENTE NOS EXTRATOS OBTIDOS

NAS EXTRAGOES SEQUENCIAIS.
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Em que: Letras diferentes indicam que hé diferenca estatistica significativa, de acordo com o

teste de Tukey (p<0,05).

Para verificar a ocorréncia de degradacdo de compostos para o0 extrato

em funcéo do tempo em temperatura fixa, foi realizado um teste com o extrato

sem adicao de folhas novas. Apés um periodo de 28 h, a 100 °C sob refluxo,

observou-se a formacgéo de 525 mg de material precipitado, que foi filtrado para

andlises de composicdo quimica. Ocorreu uma reducdo de 0,49 g L? de

polifendis ao final de 28 h de extracdo, correspondendo a aproximadamente 10%

da degradacdo dos compostos. A sacarose foi reduzida nas extracoes

sequenciais, pois ocorreram conversées quimicas para aumentar a frutose e a

glicose (FIGURA 12).
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FIGURA 12 - CINETICA DOS ACUCARES E POLIFENOIS DO EXTRATO EM FUNGCAO DO
TEMPO DE EXTRACAO.
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Em que: Letras diferentes indicam que héa diferenca estatistica significativa, de acordo com o
teste de Tukey (p<0,05).

Devido a sua estrutura quimica, muitos compostos fenélicos apresentam
menor estabilidade térmica (COSME et al., 2020; GRANATO et al., 2016). Alguns
compostos da classe dos acucares apresentam degradacdo, tal como a
sacarose que diminui de 0,47 g L'! nas primeiras 4 h, para 0,02 g L apés 28 h
de extracéo, a sua degradando foi de 96%. No entanto, frutose e glicose foram
relativamente estaveis ao longo do tempo de exposicdo a temperatura,
ocorreram pequenas diferencas em seus teores durante 28 h de aguecimento, a
concentracdo de frutose foide 0,58 g L (4 h)a 0,60 g L™* (28 h) e a concentracédo
de glicose foide 0,46 gL (4 h)a 0,56 g L! (28 h) (FIGURA 12).

O teor de acgucar dos extratos no teste ao longo do tempo € muito
diferente em comparacdo com as etapas sequenciais. As etapas sequenciais
com cada novo lote de folhas frescas podem apresentar um efeito de sinergismo,
relacionado a uma protecdo para os compostos fenolicos e condensacgéo de
acucar em uma conversao de ruptura maior devido ao aumento da quantidade.
Isso é ainda mais evidente com base no aumento do teor de flavonoides ap0s

as extracOes sequenciais (FIGURA 10), que s&o degradados nas temperaturas
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estudadas aqui. Portanto, os acucares tendem a proteger esses compostos por
serem um agente primario de combustdo no aquecimento, resultado também
relatado anteriormente (DE ELGUEA-CULEBRAS et al., 2022).

[1.3.2 Cromatografia a gas acoplada espectrometria de massas

A qualidade dos extratos secos de efluentes foi avaliada por analise GC-
MS, os extratos de C. citriodora da primeira e a sétima extracfes sequenciais
mostraram a presenca de acUcares, aminas, aminoacidos, aromaticos,
compostos fendlicos, acidos organicos, furanos, ciclitol, acidos de acucares e
alcoois, fosfatos, Oleos essenciais e (APENDICE 11.3). Comparando as
diferencas dos compostos estudados entre a primeira e a sétima etapas
sequenciais, poucos apresentaram diferencas significativas embora alguns em
maiores diferencas como acido quinico, glicose, mio-inositol e sacarose. Alguns
acucares tendem a se degradar com o tempo, mesmo em temperaturas de
100 °C, como € o caso da sacarose, que tem reducdo drastica de extrato na 72
etapa. No entanto, a glicose aumenta até 30% com o numero de extracoes,
devido ao incremento de compostos a cada extracdo. Observou-se
comportamento diferente para o mio-inositol, pertencente a classe dos ciclitol,
que teve reducao de concentracdo apds a 72 extracdo de extracao sequencial.
Em resumo, a composicdo qualitativa de ambos os extratos em relacdo aos
compostos semivoléateis foi muito semelhante.

A degradacédo térmica e a conversdo quimica dos acuUcares concordam
com o CG-EM das extragcbes sequenciais. Foi observada a presenca de
ramnose, derivada da glicose e encontrada nas paredes celulares das plantas,
gue pode ter aumentado devido ao processo de hidrodestilacao (LIU et al., 2022).
O &cido quinico sofreu grande reducéo apdés sete extracdes sequenciais, o que
pode estar relacionado com a sua degradacdo devido ao tempo prolongado.
Além disso, a glicose aumenta devido a degradacdo dos compostos de
carboidratos. Também visto para sacarose e mio-inositol. No entanto, a
diminuicdo do &cido ferulico e da catequina pode ser em parte devido a

condensacéao/polimerizacao.
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[1.3.3 Espectroscopia no infravermelho médio

O FTIR indicou uma grande reduc¢ao na banda mais intensa do espectro,
que esta localizada em 3367 cm™ atribuida ao estiramento O-H de hidroxilas
livres. Outras bandas importantes sdo 2938 cm* (estiramento -C-H em alcanos),
1616 cm™ (estiramento C=C em alcenos), 1510 cm™* (dobra grupo N-H), 1450
cm! (curvatura C-H em alcanos), 1366 cm™ (esteiramento -CH2 no grupo alquil),
1200 cm™* (C-O de fendis), 1031-1051 cm™* (C-O estiramento de éteres, ésteres,
acido carboxilico, principalmente relacionado a classe de acucar) (FIGURA 13,
FIGURA 14, APENDICE 1.4 e APENDICE I1.5). No geral, o perfil FTIR das
amostras submetidas as etapas subsequentes apresenta bandas semelhantes
com auséncia de deslocamento e, portanto, 0 extrato aquoso permaneceu

semelhante em termos de equilibrio quimico (FIGURA 13).

FIGURA 13 - ESPECTROS FTIR DOS EXTRATOS OBTIDOS NA EXTRACAO SEQUENCIAL.
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Em termos de influéncia do tempo (FIGURA 14), o extrato filtrado obtido
da extracéo de 4 h e 28 h foram idénticos ao da primeira extragdo sequencial.
No entanto, a banda em 1730 cm-?, referente ao estiramento da ligagdo C=0 em
ésteres, presente na maioria dos extratos, foi deslocada para 1700 cm™ na

amostra de 28 h retida no filtro (FIGURA 14). De acordo com a literatura, uma
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dupla ligagdo conjugada a uma carbonila pode mover a absorcdo do
infravermelho para uma frequéncia de até 30 cm™ menor (SILVERSTEIN et al.,
2006).

FIGURA 14 - ESPECTROS FTIR DO EXTRATO EM FUNGAO DO TEMPO DE EXTRACAO.
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Além disso, houve o surgimento de uma banda em 1098 cm- no material
retido no filtro apos 28 h de extracdo a 100 °C, que foi atribuida as vibracfes de
estiramento do C-O do éster relacionadas a glicose ou frutose. Em 1393 cm™,
também houve o surgimento de outra banda atribuida ao dobramento de ligacbes
O-H e estiramento C-O de compostos fendlicos. Essas evidéncias corroboram a
premissa de que ocorreu polimerizacdo entre acucares e polifendis no material

precipitado.

[1.3.4 Analise termogravimétrica

As analises térmicas foram avaliadas para as amostras submetidas a
extracdo sequencial e a extracdo Unica com tempo prolongado. Ao todo, trés
eventos térmicos principais podem ser observados (FIGURA 15) para a extracéo
sequencial. O primeiro evento térmico, que ocorre em um pico DTG de 120 °C,
esta relacionado a degradagédo de acucares (NOLASCO; DE MASSAGUER,
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2006). No entanto, este evento térmico nao ocorreu para o extrato na décima
extracao.

O segundo evento térmico, na temperatura de 190 °C, é referente a
degradacdo absoluta dos aguUcares presentes no extrato, enquanto o ultimo
evento térmico, na temperatura de 470 °C, esta relacionado ao padréo de
degradacédo dos taninos (LISPERGUER et al., 2016; XIA et al.,, 2015). Além
disso, com o aumento da etapa sequencial, ocorre uma diminuicdo da
intensidade em 310 °C, na qual parece deslocar-se para 250 °C, regido também
atribuida ao tanino (LISPERGUER et al., 2016). Ao todo, 30,62% sdo compostos
inorganicos que nao se degradam até 800 °C para a 1° extracao enquanto 35,6%
Sao compostos inorganicos na 72 extracao e na 102 extragao, o teor de cinzas foi
de 39,4%.

FIGURA 15 - TERMOGRAMAS DE MASSA E DTG OBTIDOS NA EXTRAGCAO SEQUENCIAL.
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As analises térmicas realizadas nas amostras submetidas ao teste de
influéncia do tempo e da temperatura (FIGURA 16) indicam que os extratos
filtrados de 4 h e 28 h apresentam termogramas semelhantes aos obtidos das
amostras de extracdes sequenciais, com pico de degradacdo mais pronunciado
a 300°C. A porcentagem de material residual para o extrato de 4 h foi de 37,4 %

e 37,5 % para o extrato apos 28 h de exposicdo a temperatura. Ao contrario, a
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amostra retida no filtro as 28 h possui um termograma com um evento térmico

em 110 °C e apos, o pico maximo de perda de massa foi em 450 °C.

FIGURA 16 - TERMOGRAMAS e DTG EM FUNGAO DO TEMPO DE EXTRAGAO.
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Ao analisar os termogramas, verifica-se que na 102 extracao, a sacarose
esta presente em baixas concentracées com um pico de degradagdo ausente,
uma diminuicdo também é percebida para os acidos organicos (120 °C), mas é
possivel que um composto conjugado tenha ocorrido devido ao perfil DTG mais
amplo e pico diminuido (76 °C), assim como observado com os espectros de
FTIR (FIGURA 14). No entanto, o estudo da influéncia do tempo mostra o pico
de acido organico (118 °C) apenas no material retido, que pode ser referente ao
tanino hidrolisavel.

Uma vez que novos picos foram vistos apenas neste material formado,
€ uma forte evidéncia de ocorréncia de uma reacdo de condensacao/
polimerizacdo. Existe um equilibrio entre a quantidade de tanino e acglcar na
amostra quando estudada por TGA conforme detalhado por (ZHAO; UMEMURA,
2015), formando dois picos em torno de 200-400 °C quando ha equilibrio entre
esses dois compostos. A distribuicdo de tamanho molecular também mostrou

gue o material retido no filtro possui moléculas maiores (FIGURA 17).
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[1.3.5 Distribuicdo do tamanho molecular

A distribuicdo do tamanho molecular foi realizada nas amostras
submetidas ao teste de influéncia do tempo de extracdo (FIGURA 17). Os
extratos filtrados tém caracteristicas semelhantes, mas em tempo prolongado de
extracdo (28 h), o tempo de retencdo foi 2,5 min menor que no extrato de 4 h.
Existem moléculas de tamanho molecular menor que a rutina (610.517 g mol-,
ponto de ebulicdo: 983 °C) com tempo de retencao de 40 min no extrato com 4
h de exposicdo a temperatura, o que nao foi verificado na amostra apos 28 h

deste teste.

FIGURA 17 - CROMATOGRAMAS DE DISTRIBUICAO DO TAMANHO MOLECULAR.
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A amostra de 28h retida no filtro apresentou predominancia de moléculas
maiores. A amostra retida no filtro ap6s 28 h do experimento além de apresentar
moléculas maiores e em maior quantidade, apresenta presenca de moléculas
com tempo de retengdo de 14 min, 18 min e depois 35 min. Esses picos em 35

min nao sao observados no extrato filtrado.

[1.3.6 Pirdlise simultanea e trimetilsililacdo em conjunto com cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa
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O SPyT dos extratos (4 e 28 h) exibe compostos produzidos por pirdlise
semelhantes com alta distribuicdo de 1,2,3-tryhydroxaybenzene, acido quinico,
a e B-frutofuranose, a-glucopiranose e &cido galico, este ultimo foi o principal
composto produzido por pirélise (APENDICE 11.6). Os compostos produzidos por
pirdlise, como acido quinico, a-frutofuranose, p-frutofuranose e a-glucopiranose,
podem refletir os compostos presentes em alta abundancia em extratos
hidrofilicos, sendo a frutosfuranose e glicopiranose os produtos SPyT de frutose
e glicose, respectivamente (KATO et al., 1969; MEDEIROS; SIMONEIT, 2007;
NOLASCO; DE MASSAGUER, 2006). A alta abundancia de acido galico pode
refletir o &cido galico presente nos extratos hidrofilicos, mas o mais provavel é
que ele ocorra em alta abundancia devido a ser o produto da pir6lise de taninos
hidrolisaveis (MATTONAI; RIBECHINI, 2018; MEDEIROS; SIMONEIT, 2007;
NIEROP et al., 2005). No entanto, no extrato retido no filtro de 28 h, foi detectado
um aumento na abundancia dos compostos produzidos pela pirélise,
principalmente 1,2,3-trihidroxibenzeno, 1,3,5-trihidroxibenzeno, &cido galico e
derivados do &cido gélico, que podem ser responsaveis pela formacéo de taninos
hidrolisaveis e condensados insolaveis no extrato. O 1,2,3-trimetoxibenzeno foi
previamente identificado como um marcador SPyT de polissacarideos (MELO et
al., 2018), que junto com 1,2,4-trihidroxibenzeno e levoglucosan pode ser um
indicativo de coprecipitacdo de polissacarideos.

Para entender o efeito da condensacao/polimerizacdo, o SPyT-GC-MS
forneceu os melhores resultados. Ocorreu condensacéo/polimerizacdo de
polissacarideos (levoglucosan, 1,2,4-trihidroxibenzeno) e taninos hidrolisaveis
(alta quantidade do produto de pirélise acido galico) com menor quantidade de
tanino condensado devido ao aumento da quantidade de 1,3,5-trihidroxibenzeno
de um produto de pirélise do anel de catequinas e 1,2,3-trihidroxibenzeno de um
anel da estrutura da galocatequina (NIEROP et al, 2005). Tal
condensacao/polimerizacao parece ocorrer em grande extensédo apés um longo

periodo de aguecimento.

II.4 CONCLUSOES

Foi possivel, a partir de extracbes sequenciais, concentrar os solidos no

extrato aquoso de C. citriodora proveniente da hidrodestilacdo por arraste a
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vapor de Oleos essenciais em até sete vezes. A reutilizacdo do extrato aquoso
nao interferiu no rendimento e na qualidade do 6leo essencial destilado. No
entanto, observou-se que o reaproveitamento desse extrato aquoso diminuiu a
capacidade de extrair compostos bioativos das folhas e a concentracdo maxima
de compostos foi obtida com a sétima extracdo. Avaliando-se a composicao
individual dos extratos em funcdo do teor de solidos, por meio de CG-EM,
observou-se que alguns compostos diminuiram, como compostos da classe
aromatica, fendlica e ciclitol. A sacarose € um acucar que também tem sua
concentracdo reduzida no extrato durante as extracdes sequenciais. O tempo de
extracdo e a temperatura foram fatores que influenciaram na decomposicéao dos
compostos presentes no extrato. O aumento do tempo em que 0S compostos
permaneceram sob aquecimento (100 °C) promoveu o0 aparecimento de
precipitados, que foram relacionados a uma mistura de taninos hidrolisaveis,
polissacarideos e uma menor quantidade de tanino condensado. Assim, as
extracdes sequenciais por hidrodestilacdo de C. citriodora pode aumentar os
polifendis do efluente, como taninos, e possivelmente dos flavonoides. A néo
degradacdo dos flavonoides pode ser atribuida aos acUcares, pois ocorre
diminuicdo na quantidade de sacarose e aumento da frutose e da glicose. Esta
pesquisa demonstra que o reaproveitamento de efluentes pode ser promissor
nao apenas para obtencao de produtos com potencial interesse comercial, mas
também para a obtencéo de 6leo essencial de forma mais sustentavel, uma vez

gue promoveu a reutilizacdo da agua.
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CAPITULOIII

SEPARACAO DE BIOCOMPOSTOS A PARTIR DOS
EXTRATOS DE C. citriodora PROVENIENTES DA
HIDRODESTILACAO DAS FOLHAS



1.1 INTRODUCAO

Extratos naturais sdo produtos valiosos em compostos bioativos, tais
como polifendis, aminoacidos, acucares e derivados (LIANG et al., 2023). Nos
extratos aquosos provenientes da hidrodestilacdo de Oleos essenciais de C.
citriodora existe uma variedade de compostos de valor tais como os polifendis,
flavonoides, taninos, acucares, aclcares alcoois, e acidos organicos (GOODINE;
OELGEMOLLER, 2020; IRAM et al., 2015), que possuem aplicacdes distintas na
guimica fina, em alimentos e em materiais (GUO et al., 2021; MELO et al., 2023).

Os acucares podem ser uma matéria-prima direta para uso como
precursor na fermentagao (SINGHVI; GOKHALE, 2013), embora a presenca de
polifendis possa prejudicar esses processos fermentativos (MIERA et al., 2022).
Inibidores tipicos incluem acidos organicos e compostos de natureza fendlica
precursores da lignina. Estes Ultimos sado relatados como mais téxicos para 0s
microorganismos responsaveis pela fermentacéo, pois afetam ndo s6 o processo
fermentativo, mas também o crescimento microbiano (ABDEL-RAHMAN et al.,
2011; STANFORD et al., 2018).

Para que os compostos presentes nos extratos da C. citriodora sejam
utilizados de forma mais eficiente, € essencial que métodos de separacédo e
purificacdo sejam validados (FADEL et al., 2018). Existem varios tipos de
adsorventes que podem ser empregados na remocao de polifendis e analogos
durante o tratamento de &guas residuais, incluindo resinas poliméricas,
biomateriais, carvdo ativado e silica (DAMJANOVIC et al., 2010; LEE et al.,
2011). Nesta pesquisa, foram estudados adsorventes a base de silica, que sdo
0s adsorventes mais utilizados na cromatografia e adsorventes a base de resina
polimérica, que apresentam vantagens de custo e uso em larga escala
(STANFORD et al., 2018).

Considerando-se um modelo de biorrefinaria integrado a uma industria
de hidrodestilagéo de oOleos essenciais da C. citriodora, é possivel vislumbrar o
aproveitamento dos extratos aquosos por meio de extracbes sequenciais com o
reuso da agua, para assim concentrar os compostos bioativos e, posteriormente,
separa-los em fracdes com maior concentracéo de agucares e outra com maior
quantidade de polifenois. Nesse contexto, este capitulo aborda a separacao de

biomoléculas a partir de extratos de C. citriodora obtidos por hidrodestilacdo das
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folhas, utilizando colunas de silica e polimérica a fim de separar duas principais

classes de compostos: acucares e polifendis.

1.2 MATERIAL E METODOS

[11.2.1 Obtenc&o dos materiais das colunas

Os materiais adsorventes utilizados como colunas nesse estudo foram
silica funcionalizada e resina polidivinilbenzeno. Silica funcionalizada a um
hidrocarboneto octadecil (C18) foi utilizada como coluna nesse estudo (Angela
Tecnologies, Tianjin, China). O didmetro das particulas da C18 ¢ de 60 A, sua
carga de carbono é de 19% e a area superficial é de 480 m? g1. J4 a resina de
polidivinilbenzeno (K29) foi empregada nesse estudo em colunas de troca ibnica
(Filadélfia, EUA). A K29 possui diametro do poro de 220 A, volume de poro de
1,9 mL g e area superficial de 850 m? g1.

[11.2.2 Obtencéo e preparo do extrato

Folhas de C. citriodora (umidade de 55%) foram utilizadas neste estudo,
provenientes de plantio experimental da Embrapa Florestas, localizada em
Colombo-PR, Brasil (25,3217° S, 49,1596° W). As folhas foram coletadas de
forma aleatoria de 50 arvores com um ano de idade, durante os meses de
dezembro de 2021 a fevereiro de 2022. A regido de colheita possui
predominéancia de clima tropical, com temperaturas variando entre 20 e 30°C. O
extrato foi produzido a partir de extracbes sequenciais, para tal, 100 g de folhas
de C. citriodora foram submetidas a hidrodestilacdo por arraste a vapor em um
extrator do tipo Clevenger durante 4 h na temperatura de ebulicdo da agua (100
°C). A proporcéo de folhas para agua destilada foi de 1:10 m/v. O extrato aquoso
contendo os compostos soluveis em agua na temperatura de 100 °C foi coletado
e utilizado em uma nova extragdo com folhas frescas. Foram realizadas 7
extragcbes com reaproveitamento de extrato aquoso, onde o volume do extrato
foi ajustado com agua deionizada para manter a proporcao 1:10 entre folhas e
agua (FIGURA 18).
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FIGURA 18 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS DA EXTRAGCAO SEQUENCIAL.
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Fonte: A autora (2023).

[11.2.3 Cinética de adsorcao

A cinética de adsorcao de polifendis pela resina K29 e pela silica C18 foi
realizada para verificar o tempo de interacdo necessario entre os materiais das
colunas e o extrato de C. citriodora a fim de obter a maxima adsor¢éo. Para isso,
100 mL do extrato com concentragdo de polifendis conhecida (17 g L) foram
adicionados a um frasco, juntamente de 100 mg dos materiais adsorventes (C18
e K29). Os frascos foram incubados sob agitacdo de 100 rpm a temperatura
ambiente. A concentracao de polifendis foi determinada apds tempos pré-
determinados (1, 5, 10, 15, 20 e 30 min).

[1.2.4 Isoterma de adsorcdo de polifendis

As isotermas de adsorcao dos polifendis pela resina K29 e pela silica
C18 foram obtidas utilizando o extrato aquoso de C. citriodora, com concentracao
inicial de polifendis de 17 g L. A concentracdo de adsorventes em funcédo da
adsorcao dos polifendis foi testada (10, 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 500 mg L)
em Erlenmeyer. Para garantir o equilibrio dinAmico da adsorcéo, a solucéo
contendo o adsorvente foi mantida em agitacdo (100 rpm) e sob temperatura
constante de 25 °C durante 20 min, tempo determinado a partir da cinética de
adsorcao. Apos esse tempo, a solucao foi filtrada e a concentracéo de polifendis
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residual foi determinada pelo método de Folin Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI,
1965).

[1.2.5 Reutilizag&o do adsorvente

A reutilizacdo € um parametro vital para determinar se a utilizacdo do
adsorvente é vidvel em processos industriais. Para avaliar a possibilidade de
reutilizacdo da resina K29, cinco ciclos de adsorgéao-dessorgéo foram realizados.
A silica C18 néao foi testada pois ela ndo é reutilizavel. Nesse estudo, foram
adicionados 200 mg dos adsorventes (K29 e C18) em solucdo aguosa contendo
17 g L1 de polifendis, os quais foram incubados por 20 min sob agitacdo de 100
rpom a 25 °C. ApoOs adsorcdo, a solucdo foi filtrada e o filtrado liquido foi
armazenado para posterior andlise do teor de polifendis. O sdlido retido (K29 ou
C18) foi recuperado e dessorvido utilizando alcool etilico 99% (20 mL). A
dessorcéo foi realizada similarmente ao processo de adsorgédo, mantendo-se a
suspensao em incubadora (25 °C, 20 min, 100 rpm). Essa etapa foi repetida até
gue o alcool estivesse translucido. Ao final do tempo de dessorcao, cada solucéo
foi filtrada e o filtrado liquido foi armazenado para posterior andlise do teor de
polifendis. O ciclo de adsorcdo-dessorcéo foi repetido cinco vezes, avaliando-se
a remocdao dos polifendis em cada ciclo.

[11.2.6 Separacdo dos compostos

Extratos de C. citriodora submetidos a 7 extragbes sequenciais foram
preparados para a separacéo nas colunas C18 (MAGALHAES et al., 2021) e K29
a uma razéao de 0,5 g ml't de massa da fase estacionaria por volume do eluente.
Essa razéao foi previamente testada e os resultados podem ser visualizados no
no apéndice (APENDICE 1.7, APENDICE I11.8, APENDICE 11.9). Para tal, as
colunas foram condicionadas em alcool etilico (99,8 %, Sigma Aldrich) e agua
deionizada. Ap6s condicionamento, o extrato foi separado nas colunas por meio
do contato com o material adsorvente. Agua deionizada (1:3, extrato:agua) foi
utilizada para remover todo o acucar contido na coluna, e a fracado aquosa (F.A.C
e F.AK) foi coletada para posterior caracterizagdo. Os compostos adsorvidos
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pelas colunas foram dessorvidos utilizando alcool etilico 99,8% (1:2,

extrato:etanol), para a obtencéo da fracao etanoica (F.E.C e F.E.K).

I11.2.7 Teor de fendlicos totais

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais foi realizada
utilizando-se o método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965). Para
isso, 0,1 mL das amostras, 5 mL de 4gua deionizada e 0,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteu foram adicionados em um baldo volumétrico de 10mL e agitado em
vortex por 1 min. Depois, foram adicionados 2 mL de Na2COs (15 %) e agitado
por 30 s em vortex. O baldo foi avolumado e apds 2h, a absorbancia das
amostras foi medida a 750 nm em espectrofotometro Shimadzu (Modelo UV-Mini
1240) utilizando-se cubetas de quartzo, e tendo como “branco” todos os
reagentes, menos o extrato. O teor de fendlicos totais foi determinado por meio
de interpolagdo da absorbancia das amostras e uma curva de calibragéo
(y=0,1172x+0,072; r’=0,9988) construida com padrdes de acido galico (10 a 250
ug mL1) e expressos como miligramas equivalentes de acido galico por grama

de extrato. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

[11.2.8 Teor de acUcares

A quantificacdo dos acUcares (frutose, glucose, sacarose) presentes nas
fracOes foi realizada por meio de Cromatografia de Troca I6nica. A separacao
dos compostos foi realizada em uma coluna CarboPac PA 20 (4 mm x 250 mm,
5 ul e temperatura de 30 °C com NaOH 300 mM como eluente, numa vazéo de
0,5 mL mint), mediante uma curva de calibragéo construida com frutose (1,0 mg
L-ta20mgL?, r2: 0,9962), glucose (0,5 mg Lta15mgL?, r2: 0,9997) e sacarose
(0,5mgLta10mgL? r2: 0,9998).

[11.2.9 Cromatografia a gas com espectrometria de massas

Em 50 puL do extrato e das fracGes secos, 30 uL de '3C-sorbitol (0,2 g
uL™1) foram adicionados para a avaliacdo semiquantitativa de compostos, essa
solucéo foi seca sob vacuo (8 h, 30 °C), depois metoxilada (20 mg mL* de
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cloridrato de metoxiamina em piridina, 50 pL, 90 min, 40 °C) e sililanizada
(MSTFA, 50 pL, 90 min, 40°C). A fracdo contendo os compostos hidrofilicos foi
analisada por cromatografia a gas acoplada a um espectrémetro de massa (CG-
EM) de ions de armadilha no modo split (1:25). Os compostos foram separados
com uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) com temperatura do injetor
a 230 °C, linha de transferéncia a 250 °C, com hélio a 1,5 mL min~t como gas
carreador. O forno do CG foi ajustado a 70 °C, 1 min de isoterma, aquecendo a
320 °C a uma taxa de 8 °C mint, com isoterma final de 5 min. O espectrémetro
de massa foi operado em modo positivo com ionizacdo por impacto de elétrons

a 70 eV e temperatura da fonte de ions a 200 °C.

[11.2.10 Pirdlise simultanea e trimetilsililagdo em conjunto com

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

A pirdlise (SpyT-GC-MS) dos extratos secos obtidos em 4h e 28h
(filtrados e retidos no filtro) foi realizada usando um pirolisador de filamento
aquecido (Pyroprobe 5200, CDS). Os materiais soélidos (250 ug) foram sililados
em linha com 15 pl de MSTFA:Piridina (20:1). Os produtos da pirélise foram
analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa ion
trap (Focus GC, PolarisQ, Thermo). Um injetor split/splitess de 5 mm de
diametro foi usado (230°C) com uma razéo de split de 1:50. Os produtos da
pirélise foram separados usando uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
O forno do GC foi ajustado para 70 °C, 1 min de isoterma, aquecendo até 320
°C a uma taxa de 8 °C mint, com isoterma final de 5 min. Os parametros extras
de CG-EM foram descritos anteriormente. Os compostos foram identificados a
partir dos espectros de massa deconvoluidos (AMDIS) por comparacao do indice
de retencdo e dados publicados de MS (MATTONAI; RIBECHINI, MELO et al.,
2018; MELO et al., 2017; MEDEIROS e SIMONEIT, 2007).

[11.2.11 Espectroscopia no infravermelho médio

Espectroscopia no infravermelho meédio por reflectancia total atenuada
(ATR-IR) foi realizada para as fracdes aquosa (F.A.K) e etanoica (F.E.K) da

coluna K29, a fim de investigar os principais grupos funcionais existentes em
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cada amostra. Para isso, foram utilizadas 10 mg de amostras secas a vacuo por
24 h a 30 °C, as quais foram depositadas sobre cristal de ZnSe para aquisicdo
dos espectros. Um espectrofotdmetro modelo Nicolet iS50 da Thermo Scientific
foi configurado para a realizacdo de 64 varreduras, resolucédo 2 cm e leituras

entre 4000 e 600 cm, no modo transmitancia.

[11.2.12 Anélise termogravimétrica

A anadlise termogravimétrica (TGA) foi utilizada como ferramenta de
apoio na investigacdo dos componentes das fracdes (F.A.K e F.E.K), para
analisar a estabilidade térmica e inferir sobre a presengca dos compostos. As
curvas termogravimétricas (TG) e as derivadas (dTG) foram obtidas utilizando-
se um equipamento Q600 (TA Instruments). A atmosfera empregada foi de
nitrogénio (N2) com fluxo de gas de 50 mL min-, intervalo de temperatura entre

25 e 800 °C, e taxa de aquecimento de 10 °C min.

[11.2.13 Capacidade antioxidante das fracfes

A eliminacao de radicais livres através do ensaio DPPH foi determinada
de acordo com (BRAND-WILLIAMS et al., 1995), com pequenas modificagdes.
Resumidamente, 100 pL de extrato e das fragcdes (F.A.K e F.E.K) foram
adicionados a 3,9 mL de solugdo de 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) em
metanol (0,06 mmol L1). A mistura permaneceu no escuro por 30 min e
posteriormente a sua absorbancia foi medida em um espectrofotbmetro
Shimadzu (Modelo UV-Mini 1240) a 515 nm. Os resultados foram expressos em
equivalente Trolox, contra uma curva de calibracao (R? = 0.9916, y = -0.0006x +
0.6236).

A eliminacdo de radicais livres pelo radical de 2,2'-azino-Bis-(4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) foi determinada de acordo com Re et al.,
(1999). Um volume de 88 pL de persulfato de potassio (140 mmol L) foi
adicionado a 5 mL de ABTS (7 mmol L1). A mistura foi armazenada no escuro e
em temperatura ambiente por 16 h. A absorbancia da solugédo ABTS foi ajustada,

com metanol, para 0,70+£0,05 a A=734 nm. Em seguida, 30 uL de extrato e das
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fracbes (F.A.7.P e F.E.7.P) foram adicionados a 3 mL da solucdo ABTS. A
mistura permaneceu no escuro por 2 h (R2=0.9938, y =-0.0003x + 0.6851).

[11.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

I11.3.1 Caracteristicas dos materiais adsorventes

A partir da cinética de adsorcdo de polifendis pelos materiais
adsorventes, foi observado que o tempo de contato com o adsorvente C18 foi
constante a partir de 5 min. Por outro lado, para o adsorvente K29 o tempo de
contato foi maior, aos 10 min, onde obteve-se a maxima adsorcao de polifendis
(FIGURA 19). Com isso, foi possivel indicar a vazdo necesséria quando 0s
adsorventes forem utilizados em colunas. A vazao para K29 foi menor, pois o
tempo de contato com o extrato foi maior para obter-se a maxima adsorcao. Isso
ocorreu devido ao tamanho de particulas do adsorvente K29 ser maior que em
comparacao a C18. O tempo de contato entre adsorventes e colunas foi uma
medida importante na analise de fases estacionarias de colunas (SIMOES-
CARDOSO et al., 2019), para andlise dos tempos de processo em sistemas

industriais.

FIGURA 19 - CINETICA DE ADSORCAO DE POLIFENOIS PARA OS ADSORVENTES.
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As isotermas de adsorcdo obtidas pelos ensaios realizados com
variacao de concentragdo dos adsorventes foram importantes para inferir sobre
a proporgéo ideal entre adsorvente e extrato (FIGURA 20). Foi observado que a
partir de 250 mg mL™1, a adsorc¢éo foi constante para ambos os materiais, embora
a capacidade de adsorcdo foi maior para o adsorvente K29 (90%), em

comparacao com o adsorvente C18 (75%).

FIGURA 20 — ISOTERMAS DE ADSORCAO DE POLIFENOIS PARA OS ADSORVENTES.
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Isotermas de adsorcao sao importantes parametros para inferir sobre os
materiais adsorventes, de acordo com 0s compostos que se deseja separar nas
colunas (HOU; ZHANG, 2021), embora sejam necessarias analises adicionais
para garantir a escolha do melhor adsorvente, baseado em modelos
experimentais (ARANTES, 2022).

[11.3.2 Recuperacao dos compostos

Depois dos testes cinéticos e de isoterma para verificar 0o comportamento
dos materiais adsorventes, foi possivel finalmente separar o extrato de C.

citriodora oriundo de sete hidrodestilacdes sequenciais, no qual a recuperacéo
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de acucares totais utilizando-se a coluna K29 foi de 71% (FIGURA 21a) e para
a coluna C18 foi de 99% (FIGURA 21b). A maior remocao para ambas as colunas
foi para a frutose, seguida da glucose e da sacarose. A menor interacdo do
adsorvente com a frutose e glucose, se deve ao tamanho molecular da sacarose,
que € um dissacarideo, e por isso ndo é recuperada nas mesmas proporcoes
(FERRO et al., 2019; WOODBURY et al., 2023). As colunas de contato atuam
por meio de forgcas de van der Waals de dipolo-dipolo (AMORIM, 2019), em que
as moléculas sao atraidas por cargas opostas (ISRAELACHVILI, 2011). Dessa
forma, as moléculas dos polifendis, que possuem abundancia de grupos hidroxila
em suas extremidades (GRANATO et al., 2016), foram adsorvidas pelas colunas
de matriz polimérica e de silica devido as diferentes cargas superficiais e 0s

acucares nao ficam adsorvidos, por isso ocorre a separagao.

FIGURA 21 — CAPACIDADE DE RECUPERACAO DE ACUCARES NA FRACAO AQUOSA a)
F.A.K E b) F.A.K (%) UTILIZANDO COLUNAS DE CONTATO.
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Avaliando-se a recuperacdo individual de cada composto, foi possivel
verificar que a coluna C18 foi mais eficiente na separacdo dos acucares.
Enguanto com a coluna K29 foi possivel a recuperacéo de 4,9 g L'! de aclcares
totais do extrato de C. citriodora, com a coluna C18 foi possivel a remocéo de
7,1 g L' de aclcares totais da fase estacionaria (FIGURA 22). No entanto,
embora esta coluna apresente eficiéncia na recuperacao de acucares da fase
estacionaria e possua aplicacées em diversos segmentos (alimentos, farmacos,
ambiental), esse material ainda ndo é empregado em escala industrial devido

aos custos na producao da silica octadecil funcionalizada (ZHANG et al., 2017),
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guestdes ambientais ligadas ao uso e descarte de silica também sdo questbes

a serem levadas em consideracao.

FIGURA 22 - RECUPERAGCAO MEDIA DE AQUCARES (g L) PARA AS COLUNAS K29 E
C18 NAS FRACOES AQUOSAS.
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Por outro lado, as colunas de polidivinilbenzeno (K29) possuem
aplicac6es mais robustas e ja sdo empregadas industrialmente, como indicado
por Padilha et al. (2019), que estudaram o uso de colunas de Amberlite-XAD
(estireno-divinilbenzeno) como biossorvente de compostos fendlicos para
fabricar produtos de valor agregado a partir de materiais lignoceluldsicos.
Quando se avalia a capacidade de recuperacdo dos polifendis adsorvidos nas
colunas, é verificado que uma maior quantidade de polifendis foi recuperada a
partir da coluna K29 (82%, 14,1 g L'!) em comparacéo com a coluna C18 (72,5%,
12,4 g L) (FIGURA 23).

Esses dados corroboram com o que foi observado com as isotermas
(FIGURA 20), em que é possivel visualizar que todos os polifenois adsorvidos
pelas fases estacionarias foram recuperados nas fracfes etanoica e aquosa de
cada coluna. Ademais, observa-se que houve uma recuperacao 9,5% maior de

polifendis na coluna K29 em relagéo a coluna C18 (FIGURA 23a).
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FIGURA 23 — a) RECUPERAGAO DE POLIFENOIS (g L) PARA AS COLUNAS K29 E C18
NAS FRACOES ETANOICAS, b) TANINO HIDROLISAVEL E c) TANINO CONDENSAVEL.
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Muitos fatores estdo envolvidos nas interacbes entre as fases
estacionarias e os materiais a serem separados, como o tamanho das particulas
e caracteristicas das moléculas (HOU; ZHANG, 2021). Foi observado que
guando separamos os extratos de C. citriodora, € maior presenca de taninos
hidrolisaveis foi maior (FIGURA 23b) (que ja haviam sido detectados através da
pirlise dos extratos, APENDICE 11.6), e uma menor quantidade de taninos
condensados (FIGURA 10, FIGURA 23c). Adicionalmente, a maior quantidade
de polifendis para os extratos separados na K29 (F.E.K) foi relacionada a maior
guantidade de taninos nessas fracdes.

Especificamente, os taninos podem ficar retidos em colunas de silica,
como foi observado neste estudo, devido ao tamanho molecular (SIMOES-
CARDOSO et al.,, 2019). Os taninos sdo moléculas grandes, poliméricas e
geralmente hidrofilicas, e por isso tém baixa afinidade com a fase estacionaria
de uma coluna (VERA et al., 2023).

Nesse sentido, parece mais promissor o uso das colunas poliméricas,
visando a utilizacdo dos taninos para outras aplicacdes, aliado aos custos
relacionados a cada material (APENDICE 111.11). Além disso, a fase estacionaria

K29 tem a possibilidade de ser reutilizada sem perder eficiéncia, diferentemente
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da coluna C18 (APENDICE l11.10), o que a torna mais sustentavel e com melhor

custo-beneficio a longo prazo.

[11.3.3 Pirdlise simultanea e trimetilsililagcdo em conjunto com cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massa

O SPyT-GC-MS das fragOes etanoicas exibe compostos produzidos por
pirdlise semelhantes com alta distribuicdo de 1,2,3-trihidroxibenzeno, 1,2,5-
trinidroxibenzeno, 4 - (hidroxivinil) - 1,2 - dihidroxibenzeno (cis) e (trans), 4 -
(hidroxivinil) - 1,2,3 - dihidroxibenzeno (cis) e (trans) e acido galico, este ultimo
foi o principal composto produzido por pirdlise (APENDICE 111.12). A alta
abundancia de acido galico pode refletir o acido galico presente nos extratos e
separado nas colunas, mas o mais provavel é que ele ocorra em alta abundancia
devido a ser o produto da pirélise de taninos hidrolisaveis (MATTONAI;
RIBECHINI, 2018; MEDEIROS; SIMONEIT, 2007; NIEROP et al., 2005).

A andlise (SPyT-GC-MS) foi conduzida apenas para as fracdes
etanoicas para investigar a presenca dos taninos, jA que os acUcares foram
caracterizados por GC-MS. Os dados ajudam a compreender a maior
recuperacédo de polifendis pela coluna polimérica (K29), que foi 9,5% maior em
relacdo as colunas de silica (C18) (FIGURA 23). Os taninos hidrolisaveis foram
formados por meio de condensacédo/polimerizacdo ao longo das extracdes
sequenciais realizadas até a 7° etapa, (alta quantidade do produto de pirdlise
acido gélico), ocorrendo também uma menor quantidade de tanino condensado
devido a presenca de 1,3,5-trihidroxibenzeno de um produto de pirélise do anel
de catequinas e 1,2,3-trihidroxibenzeno de um anel da estrutura da
galocatequina (NIEROP et al., 2005) (CAPITULO I, APENDICE I1.6).

A presenca de taninos em altas concentracfes apos as extracdes
sequenciais € um importante parametro para elucidar aplicacdes as fracoes
etanoicas dos extratos. Essas biomoléculas possuem anéis fendélicos altamente
reativos devido ao numero e ao grau de polimerizagdo de seus grupos hidroxila.
Essas caracteristicas estdo associadas aos beneficios a saude, tais como
potencial anti-inflamatorio, antienvelhecimento e antiproliferativos. Os taninos
também podem reduzir o risco de cancer e doencas neurodegenerativas, como

doencas cardiovasculares e Alzheimer, respectivamente (MELO et al., 2023).

75



Além disso, os taninos podem ser utilizados como alimentos nutracéuticos ou em
materiais de embalagens e possuem ampla gama de aplicacbes industriais,
como o fornecimento de durabilidade ao couro, propriedades anticorrosivas para
metais e substratos para impressao 3D e na fabricacdo de espumas (VERA et
al., 2023).

[11.3.4 Cromatografia a gas com espectrometria de massas

A caracterizacdo das fracbes separadas nas colunas C18 e K29 foi
avaliada por analise GC-MS. As fracfes etanoicas F.E.C e F.E.K indicaram a
presenca de &cido gdlico, resquicios de 6leos essenciais, acidos organicos e
fendlicos de cadeia curta (catequina e epigalocatequina) (FIGURA 24a). Como
foi analisado no item anterior (111.3.3), as fracdes etanoicas apresentaram
majoritariamente compostos como taninos (hidrolisados e condensados). Foi
possivel verificar a presenca de pequenas quantidades de &cido gdlico nas
fracOes aquosas. Isso indica que as colunas ndo sao 100% eficientes nessa
separacao. As fracbes aquosas F.A.C e F.A.K provenientes do extrato de C.
citriodora da sétima extracdo sequencial indicaram a presenca de acUcares
(frutose, glucose e sacarose), ciclitol (mio-inositol e &cido quinico) e &cidos
organicos tal como o &cido citrico (FIGURA 24b).
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FIGURA 24 - CROMATOGRAMAS DAS FRAGOES a) ETANOICA E b) AQUOSA
PROVENIENTES DOS EXTRATO DE C. citriodora SEPARADOS A PARTIR DE COLUNAS
POLIMERICA (K29) E DE SILICA (C18).
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A composicao das fragdes pode indicar potenciais aplicacbes dessas
fracGes, como ja mencionado para os taninos presentes nesse extrato. Na fracao
etanoica, a maior concentracdo de acido galico € um indicativo de que essa
fracdo possui alto poder antioxidante, com aplicacdes em diversos farmacos e
na producao de reagentes/padrdes laboratoriais (GUO et al., 2021). A catequina,
presente em baixa quantidade nas fracBes, € um potencial fendlico a ser
explorado devido ao seu alto valor comercial, pois possui propriedades
farmacolégicas e pode ser utilizado como um anti-inflamatério eficaz em
cosméticos (DEL OLMO et al., 2021).

Ja as fracBes aquosas sao constituidas majoritariamente por acucares,
que possuem potencial aplicagdo para produgdo de acido latico a partir de
processos fermentativos (KOMESU et al., 2017; KUMAR et al., 2019), embora
existam compostos atrelados a esses acucares no extrato que podem ser
potenciais inibidores da fermentacédo (KUMAR et al., 2020). Por outro lado, o
acido quinico e o acido citrico podem ser utilizados como mediadores em

reacoes de sintese (MAYCOCK et al., 1992; SHABAN et al., 2022).
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Por fim, a presenca de inositol nas fracfes aquosas é promissora, pois
destaca potencial em aplicagdes farmacoldgicas para esta fracdo, uma vez que
o Inositol possui conhecidas propriedades de regulacado hormonal (STRINGARO
et al., 2023) e apresentou aumento das atividades cerebrais em testes in vitro,
se tornando alvo de estudos como um potencial tratamento contra a doenca de
Alzheimer (LIANG et al., 2012).

[11.3.5 Caracterizagdo quimica e térmica das fracfes

As fracOes separadas a partir das colunas K29 mostraram-se eficientes
na separacdo de acUcares e polifendis e as andlises de ATR-IR ajudaram a
corroborar essa conclusdo (FIGURA 25). Em F.A.7.P, as bandas em 1736 cm™
(estiramento C=0), 1450 cm™* (curvatura C-H em alcanos), 1320 cm
(estiramento -C=0 em carboidratos) e 1190 cm* (vibracdes nas ligacdes C-OH)
foram atribuidas as ligacBes presentes principalmente nos monossacarideos
desta fracdo, actcar &lcool (Inositol) e acido quinico (BODIRLAU, 2009; SALIM
et al., 2021). J& as bandas em 1600 cm (estiramento C=C em alcenos), 1390
cm (ligacdes CH e CH2) e 1240 cm* (estiramento em C-O) foram atribuidas aos

polifendis desta fracdo (PAVIA et al., 2001; SILVERSTEIN et al., 2006).

FIGURA 25 — ESPECTROS FTIR DAS FRACOES AQUOSA (F.A.7.P) E ETANOICA (F.E.7.P).
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O comportamento de degradacao térmica (FIGURA 26) foi distinto para
as fracbes contendo acucares e polifendis, o que corrobora com o que foi
explorado no Capitulo Il, onde as degradagdes iniciais foram atribuidas aos
acucares e as finais foram relacionadas aos taninos. Em F.A.K ocorreram picos
de degradacdo térmica em 130 °C, referente a fusdo da frutose e 190 °C
referente a degradacédo absoluta da sacarose (VERMA et al., 2020). O pico de
degradacdo térmica em 275 °C pode ser relacionado a degradacgéo de agucares
alcoois presentes nessa fracdo, e em 550 °C pode estar ocorrendo a
decomposicdo dos compostos fendlicos e acidos organicos que ficaram aderidos

a fracdo aquosa do extrato.

FIGURA 26 - TERMOGRAMAS DE MASSA E dTG DAS FRACOES AQUOSA (F.AK) E
ETANOICA (F.E.K).
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Em contraste, a F.E.K teve um pico de degradacgéo térmica em 45 °C,
gue pode estar associada aos compostos fendlicos mais sensiveis a temperatura
como alguns flavonoides, tais como a antocianina (GRANATO et al., 2016). O
segundo evento térmico que ocorreu na F.E.K foi em 250 °C, onde ocorre a
degradacéao total do acido galico (DORNIANI et al., 2012) e o ultimo evento
térmico ocorrido em 500 °C pode estar relacionado a degradacéo dos taninos,

gue foram detectados nas analises de pir6lise acoplada ao cromatégrafo a gas
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(SpyT-GC-MS, item 111.3.3). A partir das analises térmicas foi possivel destacar
um perfil de degradacdo referente majoritariamente aos acglUcares e aos
polifendis, que ndo pdde ser visualizado no TGA dos extratos brutos (Capitulo II,
FIGURA 15), em que os picos de degradacao final nos termogramas podem ser

relacionados aos taninos.

[11.3.6 Capacidade antioxidante das fragdes

As andlises de atividade antioxidante indicaram que a atividade
antioxidante da F.A.K € menor em comparacdo com o extrato 7 (FIGURA 27). A
reducgé&o do radical livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) equivalente em Trolox
ocorre devido a transferéncia de atomos de hidrogénio. Essa reagéo ocorre
guando um composto antioxidante doa um atomo de hidrogénio para o radical
livre DPPH, convertendo-o em um composto estavel ndo reativo (APAK et al.,
2016) e é um indicativo do quanto um extrato € capaz de neutralizar radicais
livres danosos as células. Para esse radical livre (DPPH), foi mensurada uma
atividade antioxidante 2,8 mg ml! no extrato da C. citriodora, enquanto as
fracGes apresentaram capacidade antioxidante de 1,9 mg ml* (F.E.K) e 1,3 mg
mlt (F.A.K), indicando que a fracdo com maior concentragdo de polifenéis é mais
eficiente em neutralizar os radicais livres. Polifen6is sdo conhecidos como
compostos antioxidantes (GRANATO et al., 2016).

FIGURA 27 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS FRACOES FRENTE AOS RADICAIS LIVRES
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A atividade antioxidante frente a capacidade de captura dos radicais
livres do ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) foi maior
para o extrato 7 antes de fracionado (4,7 mg ml't) em relacdo a F.E.K (4,1 mg
mlt) e em relacdo a F.E.K (2,4 mg ml?). ABTS é um composto que é oxidado
pelo radical ABTS+ para formar um cation radical ABTS+e, que é entao reduzido
por um agente redutor, como um antioxidante, para formar ABTS e o agente
redutor oxidado). Da mesma maneira que o DPPH, o ABTS é um indicativo de
quanto o extrato € capaz de neutralizar radicais livres e, nesse sentido, a fracao
contendo maior concentracdo de polifendis (F.E.K) teve maior capacidade
antioxidante que a fracdo rica em acucares (F.A.K), isso porque 0S grupos
hidroxila dos polifenéis agem como redutor de radicais livres (COSME et al.,
2020), embora a fracdo aquosa tenha apresentado capacidade de reduzir
radicais livres também, isso em grande parte devido ao &cido citrico (SHABAN
et al., 2022) e ao Inositol (STRINGARO et al., 2023), possibilitando que ambas
fracGes tenham potencial para aplicacdes farmacoldgicas.

l1.4 CONCLUSOES

Este capitulo investigou a separa¢édo de compostos de natureza fendlica
dos agucares por meio do uso de colunas de silica (C18) e polimérica (K29) para
0s extratos com maior concentracdo de compostos (extrato 7). A coluna de silica
foi mais eficiente na recuperacéo de aclcares (99%, 4,9 g L'! de aglcares totais)
do que para os polifendis (72,5%, 12,4 g L* de polifendis). Por outro lado, a
coluna polimérica foi mais eficiente para recuperar polifenéis (82%, 14,1 g L' de
polifenéis) em comparagdo com a recuperacao de agucares (71%, 7,1 g L1).

Embora a recuperacéo de acucares seja maior para a coluna de silica,
as colunas poliméricas sdo mais vantajosas em termos de custo e uso
escalonavel para a industria. Além disso, foi observado que utilizando colunas
com a fase estacionaria polimérica, recupera-se maior quantidade de taninos
hidrolisaveis, que sdo compostos com alto poder antioxidante.

A separacgdo dos compostos foi confirmada por meio de anélises de CG-
EM e as andlises de pirodlise (SpyT-GC-MS) indicaram a presenca de maior
quantidade de acido galico, que é produto da pirélise dos taninos hidrolisaveis

nos extratos etanoicos ricos em polifendis obtidos utilizando colunas contendo a
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fase estacionaria polimérica. Acido galico em sua forma livre e catecol também
estdo presentes na fase etanoica obtida dos extratos. Por outro lado, as fracdes
aquosas possuem predominantemente aclUcares, mas também foi observada a
presenca de Inositol, &cido quinico e acido citrico.

A atividade antioxidante da fracdo com maior concentracao de polifendis
(F.E.K) foi maior em comparacdo com as fracdes contendo agucares, devido ao
conhecido poder antioxidante dos polifendis. Nesse contexto, baseado em uma
plataforma de biorrefinaria para as industrias de 6leo essencial, foi possivel
ratificar o potencial dos extratos apds a separacéo por colunas, colaborando para
um direcionamento de aplicacdo industrial de acordo com seus constituintes

alvos, acucares ou polifendis.
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CAPITULO IV

PRODU(;AO DE ACIDO LATICO A PARTIR DE
SUBPRODUTOS DA INDUSTRIA DE HIDRODESTILA(;AO
DAS FOLHAS DE C. citriodora



IV.1 INTRODUCAO

O acido latico (acido 2-hidroxipropandico, CH3—CH(OH)-COOH) é um
acido organico amplamente utilizado industrialmente devido as suas
propriedades multifuncionais (KOMESU et al., 2017). Esse produto possui uma
longa histéria de uso nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica, para
a producédo de quimicos, reguladores de crescimento vegetal e intermediarios
quimicos especiais (ABDEL-RAHMAN et al., 2011).

Uma das aplicagbes mais ampla do acido latico € na industria de
polimeros, como uma alternativa mais sustentavel para manufatura de produtos
a base de petroquimicos, onde é polimerizado em &cido polilatico (PLA). O PLA
pode ser utilizado em suturas cirdrgicas, implantes ortopédicos, sistemas de
administracdo de medicamentos e produtos de consumo descartaveis
(MASUTANI; KIMURA, 2014; SINGHVI; GOKHALE, 2013).

O &cido lactico pode ser produzido via sintese quimica ou por fermentacéo
microbiana. A fermentag&o microbiana do &cido latico oferece uma vantagem em
termos de utilizacdo de biomassa renovavel de carboidratos, baixa temperatura
de producéo e baixo consumo de energia (ZHANG et al., 2019). A maior parte
do &cido latico produzido globalmente é fabricado por rotas de fermentacéo, a
partir de bactérias das espécies de Lactobacillus ssp. e Streptococcus spp.
(FUKUSHIMA et al., 2004).

A demanda por acido latico aumentou consideravelmente devido a sua
ampla gama de aplica¢des; no entanto, o alto custo das matérias-primas, como
amido e acucares refinados, que representam a maior parcela do custo de
producdo, representa um dos mais sérios obstaculos para a producdo
fermentativa de &cido lactico competir com a sintese quimica (HU et al., 2016).
Matérias-primas baratas sdo essenciais para a viabilidade da producéo do &cido
latico e a biomassa lignocelulésica € uma alternativa barata e renovavel para a
fermentacdo em larga escala do acido latico devido a sua abundancia, baixo
preco, alto teor de polissacarideos a (SINGHVI; GOKHALE, 2013).

A industria de hidrodestilacdo de 6leos essenciais proveniente de folhas
de C. citriodora produz grande quantidade de subprodutos que podem ser
utilizados para producdo de acido latico, esses subprodutos correspondem a

aproximadamente 98% da planta extraida (BOSO et al., 2022). A alta
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concentracdo de acuUcares presente nesse subproduto o torna uma potencial
matéria-prima para producao de acido latico. Nesse sentido, este capitulo visa a
producdo de Aacido latico utilizando o extrato aquoso do processo de
hidrodestilacdo de folhas da C. citriodora, a fim de se produzir polimeros.

IV.2 MATERIAL E METODOS

IV.2.1 Matéria prima

Folhas de C. citriodora com umidade de 55% foram utilizadas neste
estudo, provenientes de plantio experimental da Embrapa Florestas, localizada
em Colombo-PR, Brasil (25,3217° S, 49,1596° W). As folhas foram coletadas de
forma aleatdria a partir de 50 arvores com um ano de idade, durante os meses
de dezembro a fevereiro. A regido de colheita possui predominancia de clima

tropical, com temperaturas variando entre 20 e 30°C.

IV.2.2 Extracfes sequenciais

Extracdes sequenciais foram realizadas utilizando-se 100 g de folhas de
C. citriodora, as quais foram submetidas a hidrodestilacdo por arraste a vapor
em um extrator do tipo Clevenger durante 4 h na temperatura de ebulicdo da
agua (100°C). A proporcao de folhas para agua destilada foi de 1:10 m/v. O
extrato aquoso contendo os compostos sollveis em agua quente foi coletado e
utiizado em uma nova extracdo com folhas frescas. Foram realizadas 7
extragcbes com reaproveitamento de extrato aquoso, onde o volume do extrato
foi ajustado com agua deionizada para manter a propor¢ao 1:10 entre folhas e
agua. O extrato final obtido na 7° extracdo foi utilizado para producdo do acido

latico.

IV.2.3 Purificagdo do extrato aquoso

O extrato aquoso (40 mL) proveniente de sete extracdes sequenciais foi
carregado em coluna de polidivinilbenzeno (2,5 x 20 cm) (K29, Filadélfia, PA,

EUA). A fase estacionaria foi lavada com 200 mL de agua ultrapura, a fim de
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remover 0s monossacarideos, numa vazao de 0,1 mL min-t. Na fase estacionaria
ficaram adsorvidos os compostos de natureza fendlica, os quais foram
dessorvidos utilizando-se 100 mL de alcool etilico 99%, para posterior
reutilizacdo da resina K29. Por fim, a fracdo aquosa (F.A.K) purificada do extrato

foi concentrada utilizando um evaporador rotativo (60 °C, 100 rpm).

IV.2.4 Fermentacédo dos acgUcares

IV.2.4.1 Fermentacgéo

A fermentacgéo foi realizada em um frasco de 100 mL, onde 20 mL de
células imobilizadas de Lactobacillus bulgaricus (YF-L812, Chr. Hansen,
Dinamarca) foram acondicionadas nele e agitados em equipamento do tipo
shaker (100 rpm). A fracdo aquosa do extrato aquoso (F.A.K) contendo
majoritariamente aguUcares, concentrada em evaporador rotativo (50 g L) foi
usada como fonte de carbono, ao invés de glicose pura, para a producao de
acido latico, de acordo com método proposto por Shen; Xia (2006). A
fermentacao foi mantida a pH 4,5 e 50°C até concentracao constante, aliquotas

foram periodicamente amostradas (8, 24 e 72 h) para quantificagéao.

IV.2.4.2 Quantificacdo do &cido latico

Em 20 uL do fermentado retirado a cada tempo pré-determinado, 30 pL
de 13C-sorbitol (0,2 pg puL™1) foram adicionados para a avaliacdo para avaliacdo
do teor de acido latico obtido, essa solugdo foi seca sob vacuo (8 h, 30 °C),
depois metoxilada (20 mg mL! de cloridrato de metoxiamina em piridina, 50 pL,
90 min, 40 °C) e sililanizada (MSTFA, 50 pL, 90 min, 40°C). A fracdo contendo
os compostos hidrofilicos foi analisada por cromatografia a gas acoplada a um
espectrometro de massa de ions de armadilha no modo split (1:25). Os
compostos foram separados com uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm % 0,25 pm)
com temperatura do injetor a 230 °C, linha de transferéncia a 250 °C, com hélio
a 1,5 mL min~* como gas carreador. O forno do CG foi ajustado a 70 °C, 1 min
de isoterma, aquecendo a 320 °C a uma taxa de 8 °C mint, com isoterma final

de 5 min. O espectrdmetro de massa foi operado em modo positivo com
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ionizagao por impacto de elétrons a 70 eV e temperatura da fonte de ions a 200
°C.

IV.2.5 Producéao de lactida

IV.2.5.1 Sintese

A sintese da lactida foi conduzida em dois experimentos usando 100 g de
acido latico comercial (85 %, Sigma Aldrich) para explorar o ambiente de reacdo
ideal. Uma disperséo de nanoparticulas de 6xido de zinco (120 nm, 30% wi/w) foi
empregada como catalisador (1,0 w/w). O grupo controle foi conduzido na
auséncia de catalisador. Todas as reacdes foram realizadas em duplicata. Para
cada conjunto, acido latico e catalisador foram misturados sob agitacao
magnética em um baldo de fundo redondo (500 mL) a 80 °C e 60 kPa para
remover o conteudo de agua. Apos 2 h, a temperatura foi lentamente ajustada
para 150 °C e mantida constantemente por 3 h para produzir o oligbmero PLA.
A pressao foi reduzida passo a passo neste processo para 10 kPa. Por fim,
lactida foi produzida por despolimerizacao, que foi realizada a 170 °C e 10 kPa
por 30 min e depois continuou a 220 °C, 3 kPa, por 2,5 h para permitir o
isolamento simultdneo da lactida do sistema de reacdo por destilacdo até néo
sair mais produto (HU et al., 2017). ApG6s a parametrizacdo da producéo de
lactida a partir de acido latico convencional, 20 g do material fermentado de

F.A.7.P foi submetido a mesma sintese.

IV.2.5.2 Purificagéo

Lactida bruta foi dissolvida em acetato de etila (1:1,5 p/v) por agitacao a
85 °C por 10 min. A solugcéo quente foi filtrada para remover as impurezas nao
dissolvidas e o filtrado foi resfriado até a temperatura ambiente antes do
armazenamento a 4 °C, para recristalizagdo. A lactida recristalizada foi entédo
isolada do acetato de etila por filtracdo com vacuo e posteriormente seca a 40

°C por 12 h e seu rendimento foi quantificado (HU et al., 2017).
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IV.2.6 Espectroscopia no infravermelho médio

Espectroscopia no infravermelho médio por reflectancia total atenuada
(ATR-IR) foi realizada a fim de investigar os principais grupos funcionais
existentes em cada amostra. Para isso, foram utilizadas 10 mg de amostra seca
a vacuo por 24 h a 30 °C, as quais foram depositadas sobre cristal de ZnSe para
aquisicao dos espectros. Um espectrofotometro modelo Nicolet iS50 da Thermo
Scientific foi configurado para a realizacédo de 64 varreduras, resolucédo 2 cm™ e

leituras entre 4000 e 600 cm™, no modo transmitancia.

IV.2.8 Andlise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) foi utilizada como ferramenta de
apoio na caracterizacdo dos produtos, para analisar a estabilidade térmica e
inferir sobre a presenca dos compostos. As curvas termogravimétricas (TG) e as
derivadas (dTG) foram obtidas utilizando-se um equipamento Q600 (TA
Instruments). A atmosfera empregada foi de nitrogénio (N2) com fluxo de gas de
50 mL min, intervalo de temperatura entre 25 e 800 °C, e taxa de aguecimento
de 10 °C min,

IV.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.3.1 Fermentacdo dos acucares

O extrato aquoso € uma promissora matéria-prima para producdo de
acido latico de forma limpa e a partir de um subproduto de industrias de
hidrodestilacdo de 6leos essenciais. O rendimento de acido latico depois de
periodo de 72 h de fermentacdo em temperatura e ambiente apropriados foi de
2,59 L. Os espectros de FTIR (FIGURA 28b) e os termogramas (TG) (FIGURA
28c) confirmam a presenca do &cido latico. Em 8h de tempo de fermentagéo

foram obtidos 2 g L de acido latico.

FIGURA 28 — ILUSTRACAO DAS ETAPAS DE PRODUGCAO DO ACIDO LATICO VIA
FERMENTACAO BACTERIANA A PARTIR DE SOLUCAO CONCENTRADA DE ACUCARES
DO EXTRATO DA C. citriodora a) RENDIMENTO DE ACIDO LATICO EM FUNCAO DO
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TEMPO DE FERMENTACAO b) ESPECTRO FTIR DO ACIDO LATICO PRODUZIDO (72h) E
¢) PERFIL DE DEGRADAGAO TERMICA DO PRODUTO (72h).
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O rendimento produtivo do acido latico em relagdo a quantidade de
aclcares presentes na fracdo aquosa (F.A.K), 4,9 g L (frutose, glucose e
sacarose) foi de 51 %. Assim, o subproduto da hidrodestilagéo foi promissor na
aplicacdo de sistemas biotecnolégicos de producéo do acido latico, visando a
implantacdo de sistemas integrados de reaproveitamento de residuos, embora
estudos mais detalhados sejam requeridos sobre o tipo de biomassa empregada
(TSAPEKOS et al., 2020), as formas de conversédo dos acucares em acido latico
(FUKUSHIMA et al.,, 2004), quais compostos sdo toxicos as bactérias
responsaveis pela fermentacdo (ABDEL-RAHMAN et al., 2011; STANFORD et
al., 2018) e os custos do processo.

Estudos realizados por Shen; Xia (2006), indicam que a cinética de
conversdo dos acucares pode ter influéncia da espécie de micro-organismo
utilizada e do tempo de fermentacdo. O estudo realizado pelos autores indicou

gue em 54h houve a conversdo maxima de glucose em acido latico. Além disso,
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existem outros fatores que também influenciam negativamente no rendimento
produtivo do acido latico, a presenca de polifendis (MIERA et al., 2022) no meio
reacional e alguns &cidos organicos podem diminuir o rendimento dos processos
fermentativos (ABDEL-RAHMAN et al., 2011; QIN et al., 2016; MIERA et al.,
2022; STANFORD et al., 2018).

De acordo com os resultados obtidos anteriormente (Capilulo Ill, item
[11.3.4), a fracdo aquosa que foi utilizada na fermentagdo com L. bulgaricus
possui solubilizado juntamente com os agUcares compostos da classe dos
ciclitois (inositol e acido quinico) e acido citrico e acido galico, esse ultimo como
um resquicio que ndo foi efetivamente separado pela coluna K29. Esses
compostos podem alterar o pH do meio reacional e reduzir a conversao dos
acucares em acido latico (WANG et al., 2015). Nessa pesquisa, foi verificado que
ocorreu alteracéo do pH inicial (4,5) para o pH no altimo estagio de fermentacéo
(72h, 5,2).

O uso de subprodutos industriais apresenta-se como um substrato viavel
para a producdo de acido latico. No entanto, Nwamba et al. (2021) afirmam que
existem varios desafios decorrentes da complexidade dos acucares poliméricos
para utilizacdo de materiais lignoceluldsicos, pois é necessario o uso de técnicas
de purificacdo que retirem principalmente os compostos na natureza fendlica,
pois sdo conhecidos por serem antibacterianos e por isso inibem o crescimento
o processo de fermentacdo (STANFORD et al., 2018). Além disso, ainda ndo séao
completamente conhecidas as rotas de conversdo dos acucares em acido latico,
podendo ocorrer distingdes para cada molécula (NAGARAJAN et al., 2022).

Por essas razdes, em estudos futuros propde-se 0 monitoramento do
teor dos acucares ao longo do processo fermentativo para que seja possivel
influir quais acglcares presentes no extrato da C. citriodora sdo mais promissores
nos processos fermentativos. A construgdo de conhecimento acerca da
utilizacdo dos subprodutos da hidrodestilacdo ¢é imprescindivel no
estabelecimento de abordagens inovadoras de sustentabilidade para a
bioeconomia circular, devido ao volume de producdo e ao tamanho deste setor
industrial (BOSO et al. 2022; RAO et al. 2016).
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IV.3.2 Sintese da lactida

A producao da lactida, etapa intermediaria para producédo do acido poli
(l&tico) foi avaliada inicialmente para o acido latico comercial. O rendimento foi
de 34,7 % de produto da sintese em relacdo a massa seca do precursor. As
etapas de sintese ocorreram conforme metodologia adaptada de HU et al.
(2017), em que o &cido latico € desidratado e posteriormente a oligomerizagado
ocorre como etapa intermediaria da producdo da lactida (FIGURA 29). Ao
avaliarmos o rendimento da sintese realizada a partir do acido latico produzido,
utilizando subprodutos da industria de hidrodestilacdo de Oleos essenciais, foi
estimado um rendimento de 0,62 g L* de produto de sintese por litro de extrato
inicial (FIGURA 30).

FIGURA 29 — ETAPAS DA SINTESE DO ACIDO LATICO EM LACTIDA.

CH etapa 1: \?\H:s
HOOC\I\ desidratagdo_. ~ HOOC —
> YOH > “OH
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bruto puro
etapa 2:
i A
oligomerizagdo H,0
e) 0 etapa 3: H O B
SN : 0 -
j/i :/[ despolimerizagao HO O/\OH
o~ 0 0] n

Lactida Oligbmero

Fonte: Adaptado de Hu et al. (2017).
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FIGURA 30 - a) R!EACAO DE SINTESE DA LACTIDA; b) ESPECTRO FTIR DO PRODUTO
DA SINTESE E c) TERMOGRAMA DO PRODUTO DA SINTESE.
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Analisando o espectro de FTIR (FIGURA 30b) e o termograma (FIGURA
30c) do produto formado na sintese, € possivel influir que ocorreu producéo de
poli (D,L lactida), que é o polimero intermediario na formacédo da lactida, esses
resultados corroboram com a literatura acerca deste material (CHUENSANGJUN
et al., 2019; NIKOLIC et al., 2010). A banda em 1750 cm, que indica vibracdes
C=0 em anéis de lactatos e a banda em 1190 cm™ que confirma as ligagcées C-
O-C em anéis de lactatos sédo indicios da formacéao deste polimero intermediéario
(FIGURA 30a). Na andlise termogravimétrica (FIGURA 30b), foi observado um
ombro de degradacdo em 170 °C, que ndo é observado em lactida pura e pode
auxiliar na identificacdo do polimero formado (CHUENSANGJUN et al., 2019). A
partir do acido latico oriundo dos extratos da hidrodestilacao da C. citriodora, foi
possivel produzir poli (D,L lactida) com rendimentos em torno de 0,62 g L.

Os resultados indicam que é promissor o uso de subprodutos da
hidrodestilagéo de 6leos essenciais em produtos de maior valor comercial, como
a producao de &acido latico, que é matéria prima da fabricacdo de diversos
farmacos (KOMESU et al., 2017), ou para futuras aplicacdes como um polimero
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biodegradavel (DECHY-CABARET et al., 2004; HONG et al., 2012), isso porque
as quantidades de residuos gerados por essas industrias sdo alarmantes. As
guantidades de subprodutos chegam a 98% (BOSO et al., 2022), e poderiam ser

maiores se utilizadas plantas com menor rendimento de 6leo essencial.

IV.4 CONCLUSOES

Neste capitulo, foi avaliada producdo de acido latico a partir de
subprodutos da industria de hidrodestilacéo das folhas de C. citriodora. Os testes
iniciais indicaram que foi possivel obter 2,5 g L** de &cido latico a partir da fracéo
contendo agucares do extrato. Ao avaliar o rendimento do acido latico em relagéo
a massa seca de agucares do extrato, foi observado rendimento de 51%. Isso
indica que 49% de acucares ndo foram convertidos em acido latico. Um estudo
com maiores tempos poderia ser conduzido para obtencdo de conversao total
dos acucares em acido latico.

Uma das aplicagBes biotecnoldgicas mais interessantes do &cido latico
€ na producao de 4cido poli (latico), para isso um experimento foi conduzido na
busca de sintetizar o acido latico em um precursor do PLA, a lactida. Para tal, foi
obtido um rendimento de 34,7% de produto da sintese que, de acordo com
andlises de FTIR e TGA, é um polimero intermediario na formacao da lactida, a
poli (D,L lactida). Para o subproduto da hidrodestilagéo o rendimento foi estimado
em aproximadamente de 0,62 g L1. O estudo mostrou que esse subproduto é
uma importante fonte de acucares que poderdo ser utilizados futuramente na

producédo de polimeros biodegradaveis.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir das extracdes sequenciais foi possivel concentrar os soélidos no
extrato aquoso de C. citriodora proveniente da hidrodestilagdo por arraste a
vapor de Oleos essenciais em até sete vezes sem reducdo no teor de 6leo
essencial e em sua qualidade. A composicdo majoritaria destes extratos € de
compostos da classe aromatica, fendlica e acucares. Foi observado que o tempo
de extracdo na temperatura de ebulicdo foi um fator que influenciou na
decomposicdo dos compostos presentes no extrato. O aumento do tempo em
gque 0s compostos permaneceram sob aquecimento (100 °C) promoveu o
aparecimento de precipitados, que foram relacionados a uma mistura de taninos
hidrolisaveis, polissacarideos e taninos condensados. Assim, as extracdes
sequenciais por hidrodestilacdo de C. citriodora podem aumentar os polifendis
do efluente liquido (extrato aquoso), como os taninos. Foi demonstrado que o
reaproveitamento de efluentes pode ser promissor ndo apenas para obtencéo de
produtos com potencial interesse comercial, mas também para a obtencdo de
Oleo essencial de forma mais sustentavel.

O uso de colunas de fase estacionaria polimérica mostrou-se eficiente
em termos de custo e de recuperacdo de polifendis, recuperando 9,5% mais
compostos fendlicos que a coluna de silica. Isso foi atribuido & maior retirada de
taninos presentes no extrato. A presenca de acido galico na pirélise das fracdes
ricas em polifendis confirmou essa maior quantidade de taninos nos extratos
recuperados da coluna de fase estacionaria polimérica. As fracbes com maior
concentracdo de polifendis foi maior em comparagdo com as fracdes contendo
acucares, devido ao conhecido poder antioxidante dos polifendis.

Os testes iniciais indicaram que foi possivel obter 2,5 g L™ de &cido latico
a partir da fracdo contendo acgucares do extrato. Ao avaliar o rendimento do acido
latico em relacéo a massa seca de agucares do extrato, foi obtido rendimento de
51%. Isso indica que 49% de agucares néo foram convertidos em acido latico.
Baseado nesse estudo e na literatura recente, € necessario dar continuidade ao
estudo para obtengdo de maiores rendimentos de acido latico, bem como o
estudo mais aprofundado dos usos dos demais constituintes do extrato, tais

como os taninos hidrolisaveis.
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Por fim, conclui-se que a utilizacdo do subproduto da hidrodestilacéo &
uma forma sustentavel de reduzir o consumo de agua pelas industrias, além de
resultar na obtencdo de coprodutos com mudltiplas funcionalidades: taninos,
acucares, acidos organicos e Inositol. Esse estudo abre uma possibilidade de
que as industrias repensem sua forma de producao e utilizem esse subproduto

de forma mais sustentavel.
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APENDICES

APENDICE I.1. COMPOSTOS IDENTIFICADOS E SUAS CONCENTRAGOES (% AREA POR
GC-MS) PARA O OLEO ESSENCIAL DA C. citriodora PROVENIENTE DA 1° E 7° EXTRAGAO
SEQUENCIAL.

Composto RI Concentragao (%).

1° extracéo 7° extracao

Metil-(3E)-hexanoato 934 0.06 £0.02% 0.14 £ 0.03%
Mirceno 930 0.17 £0.01% 0.34 £0.01°
b-pineno 979 0.39+0.012 0.82 £0.05°
Mirceno 990 0.08+0.012 0.10+0.022
Isoamyl isobutyrate 1009 0.01+0.01% 0.04 £0.01%
Limoneno 1029 0.07£0.01% 0.11+0.01%
1,8-cineol 1031 0.36 +0.022 0.51+0.022
Citronellol 1152 12.00 + 3.00 9.00 +1.00?
Citronellal 1153 69.00 +4.00 2 65.00+1.00 2
Mentona 1160 6.40 £ 0.60 @ 5.97+0.05%

Neo (iso) isopulegol 1171 0.80+0.04 0.69+0.06 @
Isopulegol 1180 0.11+0.022 0.11+0.022
Citronellyl acetate 1229 9.90+0.90% 13.70+0.10°
Eugenol 1360 0.20+0.02 2 0.21+0.07
B-cariofileno 1417 0.87+0.012 1.28 +0.03°

Total identificado 99,99 98,01

Letras minusculas diferentes para o teste de Tukey indicam diferenca estatistica entre as
extracbes 1 e 7 para cada composto.

APENDICE 11.2.
SEQUENCIAIS.

RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL PARA AS EXTRACOES

5 | L 1 L 1 L 1 L | " | L | L 1 L | L 1

3.4+04%

Rendimento (%)

1.2 -3 .4 5 g 7 B g 10
Extracdo sequencial
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APENDICE I1.3. COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR GC-MS (ug mg) DOS EXTRATOS 1 E
7 OBTIDOS DE EXTRACOES SEQUENCIAIS DAS FOLHAS DE C. citriodora.

RI Composto Classe m/z 1° extragéo 7° extracao
1053.1 Acido latico organic acid 219/191/147 0.39 +0.02 1.80 £ 0.80
1076.55 Acido glicélico organic acid 205/177/147 0.28 £ 0.02 1.30 £ 0.60
1097.9 Alanina aminoacid 218/190/147 0.51 +£0.01 1.90 £0.70
1115.05 Benzaldeido aromatic 135/108/77 0.60 +0.03 0.60+0.4
1129.5 Furan - 2 - carboxylic acid furan 169/125/95 0.21 +0.02 1.50 £ 0.90
1124 NA_1131,27 unknown 235/220/147 0.55+0.03 3.00 £ 2.00
1136.25 3-Hydroxypropanoic acid organic acid 219/177/147 0.12+0.01 1.00 £ 0.50
1155.75 Benzylalcohol aromatic 180/165/135 1.73 £ 0.06 1.10+£0.70
1209.6 valine aminoacid 218/144/100 0.17 £ 0.08 0.30 £0.20
1260.2 Ethanolamine amine 262/174/100 0.12+£0.04 0.40+0.30
1266 phosphoric acid phosphate 314/299/283 2.50+0.20 4.00 £ 2.00
1299.7 glycine aminoacid 276/248/174 0.08 + 0.02 0.30+0.20
1311.1 succinic acid organic acid 247/172/147 1.90+0.10 1.60 £ 0.90
1324.15 glyceric acid sugar acid 292/205/189 0.24 +0.02 0.50 +0.30
1353.7 alanine aminoacid 306/218/204 0.07 £0.02 0.30 £0.20
1420.4 Serine aminoacid 228/217/184 0.06 +0.03 0.20 £0.10
1422.2 NA_1415,51 unknown 290/248/174 0.19+0.04 0.80 £0.50
1481.5 B - alanine aminoacid 335/245/233 0.04 £0.01 0.10+£0.10
1493.7 Malic acid organic acid | 211/191/131 6.33 £ 0.06 5.00 + 2.00
1501.1 cis - linalool oxide (furanoid) essential oil 211/191/131 22.20+£1.90 zfi(_)goi
1516.7 trans - linalool oxide (furanoid) essential oil 211/191/131 1.90+0.20 1.60 £ 0.90
1524.45 cis - linalool oxide (pyranoid) essential oil 304/216/174 1.53+0.08 2.10+0.90
1533.6 4-amino-butanoic acid amine 342/239/211 1.50 £ 0.50 7.00 £ 4.00
RI Composto Classe m/z 1° extragéo 7° extracao
1533.8 1,2,3-trihydroxybenzene aromatic 319/292/220 0.09 +0.01 1.30 £ 0.60
1552.25 erythronic acid sugar acid 319/292/220 0.05+0.01 0.10+0.10
1560.9 threonic acid sugar acid 282/267/223 1.00+£0.10 1.80 £ 0.60
1623.45 3-hydroxy-benzoic acid phenol 282/267/223 0.12+0.01 0.40 £ 0.20
1646.25 4-Hydroxy-benzoic acid phenol 307/277/217 0.09£0.01 0.50+0.20
1708.3 Xylose sugar 277/160/117 0.36 £0.02 1.20+0.50
1715.2 Rhamnose (IMEOX) (4TMS) sugar 319/307/217 0.28 +0.01 4.00 +2.00 *
1753.2 Ribitol sugar alcohol | 292/217/147 0.05+0.01 0.12 £ 0.04
1804.8 Ribonic Acid sugar acid 372/282/204 0.97 £ 0.09 1.90 £ 0.50
1812.8 Shikimic acid organic acid | 375/273/257 2.58 £ 0.09 3.40+0.70
1849.55 citric acid organic acid 372/345/255 1.70+£0.20 1.60 £ 0.30
1871.65 quinic acid organic acid | 364/307/217 fg_'gg 12.36%0*1
1873.9 FRUCTOSE sugar 31002171205 | 23290 22 00*
1905.15 Fructose sugar 319/217/205 | 158.00 + 8.00 16&_‘18 *
1911.3 GALACTOSE sugar 338/323/308 1.00 £0.10 1.60 £0.20
1918.2 GLUCOSE sugar 42113191217 | 19890009 | 25000*
1948.7 glucose sugar 458/443/281 14.00 £ 1.00 14.50 + 0.40
1985.4 cis - ferulic acid phenol 333/319/292 0.05+0.01 0.00 £0.00 *
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2018.1 mannitol sugar alcohol | 318/305/217 0.07 £0.02 0.05+0.01
2049.2 gallic acid phenol 333/292/204 | 12.83 +£0.01 10.60 + 0.60
2081.15 Galactonic acid sugar acid 318/305/217 0.08 £ 0.01 0.00 +£0.00 *
2088.85 Inositol (isomer) cyclitol 338/323/308 3.50+0.10 2.70+0.20
2099.1 Galactaric acid sugar acid 319/217/205 0.03+0.01 0.00 £ 0.00
2130.7 myo-inositol cyclitol 396/381/219 | 101.00 * 8.00 34'00*i 9.00
2367.2 trans - ferulic acid phenol 292/217/204 0.17 £ 0.00 0.00 +0.00 *
2624.85 NA_2098,3 unknown 437/361/217 0.39 £ 0.00 0.20+£0.10
2723.95 trans - caffeic acid phenol 361/217/204 0.82 +£0.09 2.20+0.40
2852.6 NA_2361,83 unknown 361/217/204 0.12 +0.01 0.01 +£0.01
2870.5 sucrose sugar 368/355/267 16.00 = 1.00 0.30+0.10*
2974.8 maltose sugar 361/217/204 0.29 +£0.04 0.04 £ 0.04
33715 maltose sugar 437/361/217 0.14+0.01 0.04 £0.01

2853 Isomaltose (IMEOX) (8TMS) sugar 361/217/204 0.44 +0.03 0.20+0.10
2870.5 Catechin phenol 368/355/267 0.14 £0.01 0.00 +0.00 *
2974.8 Galactinol cyclitol 361/217/204 2.80+0.10 0.60 +0.40 *
3371.5 Kestose, 1- (11TMS) sugar 437/361/217 1.35+0.01 0.07 £0.07 *

Total 997.60 915.50
APENDICE Il.4. ESPECTROS FTIR DOS EXTRATOS DA FOLHA DE C. citriodora

PROVENIENTES DE EXTRACOES SEQUENCIAIS.

Transmitancia (%)

4000

3400
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1 I
3000 2500
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APENDICE I1.5. ESPECTROS FTIR DE EXTRATOS DA FOLHA DE C. citriodora SUBMETIDOS
A PROLONGADO PERIODO DE EXPOSICAO A TEMPERATURA DE EXTRACAO.

-28h filtrado | |

- 28h retido filtro

Transmitancia (%)

3560

1 T 1 I I 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

APENDICE I1.6. COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR SPYT-GC-MS E QUANTIDADE (%)
PRESENTE NOS EXTRATOS DE 4 H E 28 H FILTRADOS E 28 H RETIDO NO FILTRO.

28h
RI Composto Classe m/z filtérlgdo filtzr?:jo rfe”ttifoo
1079.5 | hydroxyacetic acid (glycolic acid) carbohydrate 205/177/147 0.00 0.50 0.00
1112 RI=1112.0 unknown 140/184/255 0.00 1.73 0.00
1218.7 RI=1218.7 unknown 73/189/147 1.19 1.21 0.00
1314.4 RI=1314.4 unknown 183/139/111 0.60 0.78 0.00
1394.7 RI=1394.6 carbohydrate 73/147/204 0.71 1.72 0.00
1434.3 4-vinylguaiacol phenol 222/207/192 0.00 0.00 1.06
1435.1 | 3~ hydroxy - 2 - hydroxymethyl - 2 cyclopentanone | 272/257/147 0.00 0.00 0.65
- cyclopenten - 1 - one
1475.8 RI=1475.3 unknown 147/205/117 0.60 1.79 0.00
1477.5 Malic acid organic acid 335/245/233 0.83 0.92 0.00
1490.9 R1=1490.9 unknown 328/313/285 0.00 0.00 1.11
1535.0 1,2,3 - trihydroxybenzene phenol 342/327/239 5.27 4.99 9.12
1554.2 Threonic acid carbohydrate 147/73/292 2.25 1.08 0.00
1596.5 1,2,4 - trihydroxybenzene phenol 342/327/239 0.66 0.91 0.64
1639.8 1,3,5 - trihydroxybenzene phenol 342/327/268 0.00 0.00 9.97
1645.8 RI1=1645.8 unknown 416/313/239 0.00 0.00 3.99
1667.9 RI1=1667.9 unknown 416/313/239 0.00 0.00 9.13
1,6 - anhydro-b-D -
1695.5 glucopyranose (levoglucosan, carbohydrate 333/217/204 0.00 0.00 3.31
3TMS)
1771.4 RI=1771.0 unknown 334/244/204 0.73 1.31 0.00
17729 | 3 deggﬂ;;‘g‘f Iar(‘:fc’)‘rcl’g;c acid lactone 147/155/246 | 073 0.92 0.00
1796.2 a - fructofuranose carbohydrate 437/217/257 7.08 9.08 0.00
1804.2 B - fructofuranose carbohydrate 437/217/257 7.91 7.96 0.00
1837.7 a - glucopyranose carbohydrate 217/191/147 4.47 6.09 0.00
1851.4 Quinic acid organic acid 345/255/147 33.15 26.19 0.66
1866.2 RI1=1866.0 unknown 273/257/183 5.39 4.10 0.00
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1880.7 R1=1880.7 unknown 217/305/147 1.02 2.84 0.00
1948.5 Gallic acid phenol 281/458/443 16.69 11.72 34.36
1955.5 RI1=1955.1 unknown 217/147/129 0.77 1.15 0.00
1975.7 RI1=1975.6 unknown 217/147/318 0.77 1.02 0.00
2032.9 gallic acid (derivative) phenol 355/281/532 0.00 0.00 20.75

APENDICE 1Il.7. RECUPERAGAO DE A) AGUCARES E B) POLIFENOIS A PARTIR DE
COLUNAS DE SILICA FUNCIONALIZADA C18 UTILIZANDO 1 mL DE EXTRATO.
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APENDICE 111.8. RECUPERACAO DE A) ACUCARES E B) POLIFENOIS A PARTIR DE
COLUNAS DE SILICA FUNCIONALIZADA C18 UTILIZANDO 1,5 mL DE EXTRATO. EM
QUE:F.A.7.C= FRACAO AQUOSA DO EXTRATO 7 DA COLUNA C18 E F.E.7.C= FRACAO
ETANOLICA DO EXTRATO 7 DA COLUNA C18.
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APENDICE I11.9. PERFIL DE SAIDA DOS COMPOSTOS NA COLUNA K29, VOLUME MORTO
DA COLUNA REALIZADOS EM UMA COLUNA COM 20 cm DE ALTURA E VOLUME DE
RESINA DE 100 mm3. EM QUE:F.A.7.P= FRAGAO AQUOSA DO EXTRATO 7 DA COLUNA K29
E F.E.7.P= FRACAO ETANOLICA DO EXTRATO 7 DA COLUNA K29.

Fragdo aquosa (F.A.7.P) Fragédo etandlica (F.E.7.P)

N N
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20 - ,‘/, ) .'_-"".‘T) 5
0 - S eSS e .l ............................. S—
- T + T T T T T T T v T
0 50 100 150 200 250 300
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APENDICE 11.10. RECUPERACAO DE A) ACUCARES B) ACUCARES TOTAIS E C)
POLIFENOIS PARA CINCO CICLOS DE REUTILIZACAO DA RESINA K29 REALIZADOS EM
UMA COLUNA COM 20 cm DE ALTURA E VOLUME DE RESINA DE 100 mm3. EM
QUE:F.A.7.P= FRACAO AQUOSA DO EXTRATO 7 DA COLUNA K29 E F.E.7.P= FRACAO
ETANOLICA DO EXTRATO 7 DA COLUNA K29.

a)
Glucose O Sacarose O Frutose
100
S
" 80
o
IS
S Sl g R T = I T = [T T =[] | = [I]
o 60
IS
[}
©
@ 40
O
s
[}
s
a 20
(0]
04
0
1 2 3 4 5
Ciclos
b) . 100 C—IFAT7P ¢ --FE7P 5 -
g g
g 80 4 g
@ I
o T — - o
) % )
g 60 T 3 &
() [
© ©
g > g
s ©
[} [
o 'S 4 L 2 '3 2 =3
3 20 1 3
Q [0
4 14
0 0
1 2 3 4 5
Ciclos
C) 100 C—FE7P +---FATP 10
S S
o 80 I — e —— —= 8 »
Ne) e
c c
o L
I} 60 6 3
(0] ()
© =]
(=] Q
@ 40 - * - — — 4 S
& TS i TS * * g
g_ (7}
= 20 2 =
3 3
12 4
0 0
1 2 3 4 5
Ciclos

117



APENDICE 11111 - ANALISINE SIMPLIFICADA DE CUSTO DOS MATERIAIS ADSORVENTES
UTILIZADOS NA SEPARACAO DO EXTRATO.

K29 C18
Custo 39,5 $/L* 175,6 $/Kg*
Volume de trabalho 40,0 mL 1,0 mL
Material adsorvente 72,4 mL 0,59
Polifendis totais (g L 1) 14,1 12,4
AcUcares totais (g L1) 49 7,1

5080 $/ Kg polifendis

7070 $/ Kg polifendis

14500 $/ Kg aglcares

12350 $/ Kg aglcares

Em que: Custo dos materiais adsorventes utilizados para separacdo de compostos foram
obtidos por meio de cotacdo com as empresas.

APENDICE Ill.12. COMPOSTOS IDENTIFICADOS POR SPYT-GC-MS E QUANTIDADE (ug mg-
1) PRESENTES NAS FRACOES ETANOICAS DAS COLUNAS.

m/z
RI Identificacdo Classe F.E.7.P F.E.7.C
M 1@ e
- . Tanino/
1535.0 1,2,3 - trihidroxibenzeno Carboidrato 342 | 327 | 239 0.03 0.02
1639.0 1.3.5 - trihidroxibenzeno Tanino 342 | 327 | 268 0.02 0.01
1833.6 4 - (hidroxivinil) - 1,2 - Tanino 368 | 265 | 191 0.01 0.01
dihidroxibenzeno (cis)
1875.7 4 - (hidroxivinil) - 1,2 - Tanino 368 | 265 | 191 0.01 0.01
dihidroxibenzeno (trans)
1950.6 acido galico Tanino 458 | 443 | 281 0.80 0.57
1990.0 4 - (hidroxivinil) - 1,2,3 - Tanino 456 | 368 | 353 0.01 0.00
trihidroxibenzeno (cis)
4 - (hidroxivinil) - 1,2,3 - .
2011.1 tihidroxibenzeno (trans) Tanino 456 | 368 | 353 0.01 0.00
2020.0 acido gélico (derivatizado) | Tanino 532 | 355 | 281 0.00 0.00
2032.9 acido galico (derivatizado) Il Tanino 532 | 355 | 281 0.05 0.04
TOTAL 0.95 0.67
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