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Qualificacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2022.

RESUMO

Os 6leos essenciais (OEs) sdo compostos naturais normalmente obtidos por métodos
de destilacdo dos extratos brutos de plantas. Apresentam um odor agradavel,
marcante e uma ampla variedade de atividades biolégicas. Possuem alto valor
comercial por serem utilizados nas industrias quimicas, farmacéuticas e na
aromaterapia. Por isso, o desenvolvimento de processos ou produtos que
intensifiquem sua extracao ou rendimento € de extrema importancia. Portanto, o
objetivo desta pesquisa foi estudar parametros de extracdo, entre eles massa de
material vegetal e tempo de extragao, e a aplicacdo de solugdes extratoras obtidas a
partir de tensoativos naturais, com a intengcdo de determinar as condi¢cdes para os
melhores rendimentos dos OEs. O extrator de bancada e o processo de extragao se
mostrou eficiente para as espécies de ervas aromaticas avaliadas — Cymbopogon
flexuosus, Cymbopogon winterianus e Melaleuca alternifolia —, obtendo-se
rendimentos satisfatérios com a utilizagdo do adaptador. O armazenamento do
material vegetal nao influenciou o rendimento dos OEs e o tempo de extragao
demonstrou ser um fator com grande relevancia na extragéo, influenciando no custo-
beneficio do método nas trés plantas testadas. A aplicagdo da solucdo de
ramnolipideos (RL) apresentou uma resposta positiva no rendimento do Cymbopogon
winterianus, que subiu de 0,62% para 0,89% (m/m). Ja com aplicagao da solugéo de
decilglicosideos (DC), os rendimentos ficaram entre 0,91% com 60 minutos e 1,03%
com 30 minutos, demonstrando a influéncia positiva do tempo. O mesmo pode ser
observado para o Cymbopogon flexuosus, sendo que o rendimento obtido foi de
0,32% com 60 minutos e de 0,31% com 30 minutos. Ja para a Melaleuca alternifolia,
foram obtidos rendimentos que variaram entre 1,51 a 2,12%, entre os tratamentos. O
melhor rendimento foi obtido aplicando a solugcédo de RL 0,1% na extracdo do OE das
folhas destacadas e de 1,89%, em 90 minutos, sem aplicagao de solucao extratora. A
solucao de cloreto de sédio demonstrou ser promissora, devido ao seu baixo custo e
relativa eficiéncia. Os OEs obtidos apresentaram boa pureza e, em sua composicao,
0s compostos quimicos majoritarios caracteristicos descritos na literatura.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Biotensoativos. Extracdo por arraste a vapor.
Ramnolipideos. Ervas aromaticas e medicinais.
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ABSTRACT

Essential oils (EOs) are natural compounds obtained by distillation methods from crude
plant extracts. These oils have a pleasant, strong odor and a wide range of biological
activities. They have a high commercial value as they are used in the chemical and
pharmaceutical industries and in aromatherapy. For that reason, the development of
processes or products that intensify the extraction or the yield of EOs is extremely
important. Therefore, the objective of this research was to study the extraction
parameters, including amount of plant material and extraction time, and the application
of extracting solutions obtained from natural surface-active compounds, in order to
determine the conditions that would lead to better yields of EOs. The steam drag
extraction process proved to be efficient for the evaluated aromatic herb species —
Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon winterianus and Melaleuca alternifolia —,
obtaining satisfactory yields. The storage of the plant material did not influence the
yield and the extraction time proved to be a very relevant factor in the process,
influencing the cost-effectiveness of the method in the three species. The application
of the rhamnolipid solution (RL) showed a positive response in the yield of
Cymbopogon winterianus, which increased from 0.62% to 0.89% (m/m). With the
application of the decylglycosides (DC) solution, the yields were between 0.91% with
60-minute extraction and 1.03% with 30 minutes, demonstrating a positive influence of
extraction time. The same can be said about Cymbopogon flexuosus, since the yield
was 0.32% with 60-minute extraction and 0.31% with 30-minute extraction. For
Melaleuca alternifolia, yields ranged from 1.51 to 2.12% between treatments. The best
yield was obtained by applying the 0.1% RL solution when extracting the oil from the
plant leaves and a yield of 1.89% was observed in a 90-minute extraction, with no
extracting solution. The sodium chloride solution proved to be promising, due to its low
cost and relative efficiency. The EOs obtained showed good purity and presented the
characteristic major chemical compounds in their composition, according to the
literature.

Key-words: Essential oils. Biosurfactants. Extraction by steam dragging.
Rhamnolipids. Aromatic and medicinal herbs.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Principais substancias quimicas encontradas nos 6leos essenciais ... Erro!
Indicador nao definido.

Figura 2 - Estrutura quimica do bloco de isopreno e do isopreno ............cccceeevvennnnn. 19
Figura 3 - Estrutura quimica dos hemiterpenos, monoterpenos e sesquiterpenos...20

Figura 4 - Etapas para formagao do acido cindmico e estruturas quimicas do eugenol

L= o] =T 0 F= 1 o =1 Lo Lo 0SS 21
Figura 5 - Capim-liM&80 .........uuii e 22
Figura 6 - Estrutura quimica dos compostos quimicos majoritarios presentes no OE
dO CymbOpPOGON fIEXUOSUS ..........ccceeeeeeee et 23
Figura 7 - Capim-CitroNEla ..............uuuiii e 23

Figura 8 - Estrutura quimica dos principais compostos presentes no OE do

CymbopOgON WINEEIIANUS .................ueiieeeeeeeeeeeee et e e e e e e e et e e e e e e e e eeaanes 24
Figura 9 - Arvore do Cha ... ....ooueoeeeeeeeeeeee e, 25
Figura 10 - Estrutura quimica dos principais compostos quimicos presentes no OE da
Melaleuca alternifolia.................ccouueiiieieeeeeee et e e e 25
Figura 11 - Aparato de Clevenger utilizado na extragao por hidrodestilagao ........... 27
Figura 12 - Aparato para hidrodestilagao utilizado em escala industrial.................... 27
Figura 13 - Extrator de arraste a vaporde bancada............cccccooooviiiiiiiin e, 28
Figura 14 - Modelo de extrator de arraste a vapor industrial ................cccccciiinnnnnnes 29
Figura 15 - Estrutura quimica basica dos tensoativos ..............ccccccciiiiiiiiiiiiiinnnes 31
Figura 16 - Estrutura basica das classes de tensoativos mais comuns.................... 32
Figura 17 - Estrutura quimica dos surfactantes sintéticos ABS e LAS ..................... 33
Figura 18 - Estrutura quimica do Decil Glicosideo (DC)..........cccccouimmimiiiiiiiiiiiiiiinnne 36
Figura 19 - Estrutura quimica dos ramnolipid€os ............cccoeeevviiiiiiiiiiiiieeeeeeeen, 36
Figura 20 - Representagao esquematica dos procedimentos experimentais ........... 39
Figura 21 - Extrator de bancada...........ooooiiuiiiiiii e 41
Figura 22 - Adaptador utilizado nas extragdes de OE ............ccoovviiiiiiiiiiiiiieeiiinn, 42

Figura 23 - Cromatograma das amostras do OE extraido de Cymbopogon flexuosus
61

Figura 24 - Cromatograma das amostras do OE extraido de Cymbopogon winterianus

Figura 25 - Cromatograma das amostras do OE extraido de Melaleuca alternifolia64



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Classes, tipos e microrganismos produtores dos principais tipos de
DIOSSUIMTACIANTES ... e e e 35
Tabela 2 - Influéncia do armazenamento do material vegetal no rendimento do OE do
CymbopOgON WINEEIIANUS ................uuieiieeeeieeeeeee e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeennes 43
Tabela 3 - Influéncia das solugbes extratoras na extragdo do OE do Cymbopogon
] (=T = g 1 PR 44
Tabela 4 - Influéncia da concentragdo e volume da solugdo extratora de RL na
extracao dos OE do Cymbopogon WINterianus ...................cccuuueeeeeeeeeeeeeeeiiiiiaaeeeennn, 46
Tabela 5 - Influéncia do tempo e da aplicagao de solugao extratora de DC na extracao
dos OE do Cymbopogon WINTEIIANUS ................ccuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 47
Tabela 6 — Influéncia da massa do material vegetal e do armazenamento na extragéo
do 6leo essencial do Cymbopogon fIEXUOSUS ...........ccccceeeeeeeeeiiiiiiiieee e 49
Tabela 7 - Influéncia das solugdes extratoras no rendimento do OE........................ 51

Tabela 8 - Influéncia das solugbes extratoras em volumes diferentes na extragao dos

Tabela 9 - Influéncia da extracdo com 30 minutos no rendimento do OE do
CYmMbBOPOGON FIEXUOSUS ..ot e et e e e e e e e e e e e e e e e e eeaanes 54
Tabela 10 — Comparacado do rendimento do OE obtido através da destilacdo por
arraste a vapor dos ramos e das folhas da Melaleuca alternifolia............................. 56
Tabela 11 - Influéncia do tempo de extracdo no rendimento do OE da Melaleuca
AIEINITONA ... 57
Tabela 12 - Influéncia da aplicacao das solugdes extratoras no rendimento do OE da

MelAlQUECA AIEINITONA . ........ .o e e e ae e 59



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 -Influéncia do armazenamento do material no rendimento do OE do
CymbOpPOGON WINEEITANUS .............uuuuiieee e e e e e a e e e e e e e e eeeeaaa e e e e eeeeeeeeees 43
Grafico 2 -Influéncia das solugdes extratoras na extragdo do OE do Cymbopogon
gl (=T = T 10 PP 45
Grafico 3 - Influéncia da concentracdo e volume da solucido extratora de RL na
extracado dos OE do Cymbopogon WINterianus ..................ceeeuuuueiiieeeeeeeeeiiiiaaaaeeeaen 46
Grafico 4 - Influéncia do tempo e da aplicacéo de solugao extratora de DC na extracao
dos OE do Cymbopogon WINEErianUs .................eeuuuuueeeeeeeeeeeeeieeee e 48
Grafico 5 - Influéncia da massa do material vegetal e do armazenamento na extragao
do 6leo essencial do Cymbopogon FIEXUOSUS ...........ccccceeeeeeeeeeiiiiiiiiee e 50
Grafico 6 - Influéncia das solugdes extratoras no rendimento do OE....................... 51

Grafico 7 - Influéncia das solugdes extratoras em volumes diferentes na extragao dos

Grafico 8 - Influéncia da extragdo com 30 minutos no rendimento do OE do
CYMDOPOGON FIEXUOSUS ... 54
Grafico 9 — Comparacado do rendimento do OE obtido através da destilagao por
arraste a vapor dos ramos e das folhas da Melaleuca alternifolia............................. 56
Grafico 10 - Influéncia do tempo de extracdo no rendimento do OE da Melaleuca
=112 g 0] o] - TP 58
Grafico 11 - Influéncia da aplicagao das solugdes extratoras no rendimento do OE da

MeEIaleUca AltEINITONA . ....... ..o e 59



OEs
OCE
PICS
SuUS
CG-MS
MVA
MEP
IPP
DMAPP
PEP
PNPMF
CMC
ABS
LAS

RL

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Oleos essenciais

Observatoério de Complexidade Econémica

Praticas Integrativas Complementares

Sistema Unico de Saude

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Via do mevalonato

Via do fosfato de metileritritol

Difosfato de isopentenila

Difosfato de dimetilalila

Fosfoenolpiruvato

Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
Concentracao Micelar Critica

Alquilbenzeno sulfonato

Alquilbenzeno sulfonato linear

Solugao de ramnolipideos



2.1
2.2

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
3.4
3.4.1
3.4.2
3.4.2.1

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5

SUMARIO

INTRODUGAOD ......ceeieiecectecaeste e ssessessessessessessessessessesssssssssssssssssssesnns 14
[0 1= o I Y0 16
ODbBJELIVO GEIAI ...t 16
Objetivos €SPECITICOS ......oouiiiii i 16
REVISAO BIBLIOGRAFICA ........coeiteericeenseesc e ssesss s s ssesnssessessssens 17
Ole0s ESSENCIAIS (OES).......ceiveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteee e seeee s en e 17
Plantas aromaticas € mediCinais ............ccooeiiiiiiiiiii e 21
Propriedades da planta aromatica Cymbopogon flexuosus.......................... 21
Propriedades da planta aromatica Cymbopogon winterianus....................... 23
Propriedades da planta aromatica Melaleuca alternifolia ............................. 24
Métodos de Extracdo de Oleos ESSENCIAIS .........c.coeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 26
Extracdo de Oleos Essenciais por Hidrodestilagdo ...........cccccceeeeeeeeeenennn.. 26
EXtragao por arraste @ VAPOTX .........ueeiiiie et 28
Extracdo com SOIVENtES OrgaNICOS .........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 29
Extracdo com fluidos SUPErCritiCOS .........cooviiiiiiiiiiieeeeeeeeeece e, 30
TENSOALIVOS ... e e e e e ettt eaeeeaeee 31
Tensoativos de origem de matérias-primas n&o renovaveis...............ccc....... 33
BIiOteNS0AtIVOS ... 34
RamMNOIPIAEOS ..o e 36
MATERIAIS E METODOS ......ccoeiiriireneeenesessessessssessessssssssssssssssssssssssssssens 37
Montagem e operacao do extrator por arraste a vapor de bancada............. 37
Coleta e manejo do material vegetal ... 37
Preparo das solucdes intensificadoras de extracao de 6leos essenciais .....38
Extracoes dOs Ole0S €SSENCIAIS......cccuiiiuiiieiiiie e 38
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas..................... 40
Resultados € diSCUSSA0........ccceeeiiiimimiiiiirrer s s s e 41

Desenvolvimento e Montagem do Extrator de Bancada por Arraste a Vapor41

Extracdo do Oleos Essencial do Capim-Citronela ............cccccveeveeevecvieenne., 42
Extracdo do Oleo Essencial do Capim-lima0............c.cccovevviieeerieeenieee, 49
Extracdo do Oleo Essencial Da Arvore do Cha .........ccovveeeeeeeeeeeeeeeeeen. 55
Analise da Composicdo Dos Oleos ESSENCIAIS ..........coveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeean, 60

Lo ] X[ o I 1 L= .Y o 200 65



14

1 INTRODUGAO

Os Oleos essenciais (OEs) sao substancias quimicas produzidas
através do metabolismo secundario das plantas, produzidos com finalidade de
protecao contra predadores e atragao de polinizadores. OEs sdo compostos volateis
de odor forte e marcante e que podem ser utilizados como insumos nas industrias
farmacéuticas, quimicas e de cosméticos. (BIZZO et al., 2009; PINTO-ZEVALLOS et
al., 2013; BRUNO et al., 2021). Geralmente s&o obtidos a partir do extrato bruto das
plantas, podendo ser extraidos de todo material vegetal — sementes, rizomas, raizes,
folhas, flores, frutos e cascas — por métodos fisico-quimicos de extragao adequados
para a matéria-prima utilizada (BIZZO et al., 2009; TIMUNG et al., 2016). Os métodos
mais comuns sao extracdo por arraste a vapor, por solvente, hidrodestilacdo, por
fluidos supercriticos, assistida por micro-ondas, por prensagem a frio e enflourage.

A extracdo por arraste a vapor € um meétodo sustentavel que nao
contamina o OE obtido, pois utiliza o vapor de agua para extrair os OEs de partes
aéreas das plantas, por exemplo, folhas, frutos e flores. ( BOUTEKEDJIRET et al.,
2003; BABU; KAUL, 2005). Cerca de 93% dos processos de extracdo de o6leos
essenciais sao realizados por esse método, enquanto os 7% restantes sdo extraidos
através de outras técnicas (MASANGO, 2005).

A maior parte das plantas produzem OEs, porém algumas tém maior
destaque devido as suas propriedades biolégicas e seu uso no setor industrial, por
exemplo, determinadas espécies do género Cymbopogon e Melaleuca (AKHILA,
2009). Entre as espécies dos géneros citados que apresentam maior importancia
econdmica, devido ao seu odor agradavel e propriedades farmacoldgicas, tem-se:
Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon winterianus e Melaleuca alternifolia (GUPTA et
al., 2018).

A aplicacdo de compostos liquidos na extragdo, como solugdes
enzimaticas, solugdes salinas e biotensoativos € uma alternativa para obtencéo de
melhor rendimento. Em um estudo pioneiro, Solanki e seus colaboradores (2020)
utilizaram compostos anfifilicos, como surfactantes e liquidos i6nicos, como aditivos
para uma extragdo mais ecoldogica de O6leo essencial de capim-citronela por
hidrodestilagéo. A adicdo dos compostos resultou em um processo energeticamente
mais eficiente e ndo alterou a composigao dos 6leos essenciais obtido (Solanki et al.,
2020)
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Os biossurfactantes sédo tensoativos de origem natural que sao
produzidos por microrganismos, tais como bactérias, fungos e leveduras. Em sua
maioria, sdo biodegradaveis e apresentam baixa toxicidade, por isso, sdo de grande
importancia para o meio ambiente e para o desenvolvimento de projetos sustentaveis
(WINTERBURN; MARTIN, 2012; MISHRA et al., 2021). Os ramnolipideos sao
biossurfactantes da classe dos glicolipideos, produzidos principalmente por
Pseudomonas aeruginosa (SOUSA et al., 2014). Esses biossurfactantes s&o
utilizados para aplicagcbes em biorremediagdo de poluentes de petroleo por
apresentarem atividade de emulsificacdo (CAMILIOS NETO et al., 2008; MISHRA et
al., 2021).

Portanto, esta pesquisa teve como objetivo utilizar avaliar diferentes
parametros: tempo, massa e tipo de material, com ou sem a aplicacdo de solucdes
extratoras, como compostos anfifilicos, com intuito de potencializar a extracdo dos
OEs de Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon winterianus e Melaleuca alternifolia,
através do processo de extragdo por arraste a vapor, seja aumentando o rendimento
dos OEs extraidos das plantas ou diminuindo os custos de produgao, por meio da

reducao de tempo do processo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as extragdes de oleos essenciais extraidos pelo método de
extracdo por arraste a vapor com a aplicagao de solugdes extratoras e/ou parametros,

como, tempo, massas e tipo de material.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Montar um equipamento de extragao por arraste a vapor de escala de bancada;
Desenvolver uma solugao extratora para extragao de oleos essenciais composto;
Avaliar o efeito da utilizagcdo das solugdes extratoras nos tempos de extragdo e
rendimento de Oleos essenciais das plantas, Melaleuca alternifolia, Cymbopogon
flexuosus e Cymbopogon winterianus,

Determinar o perfil quimico dos compostos encontrados nos 6leos essenciais das
plantas Melaleuca alternifolia, Cymbopogon flexuosus € Cymbopogon winterianus,
extraidos com presenca ou auséncia das solucbes extratoras de extragcdo por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OLEOSs ESseNCIAIS (OES)

Os oleos essenciais (OEs) sdo utilizados desde a antiguidade para
purificacdo do corpo e espirito pelos povos ancestrais, devido as suas propriedades
terapéuticas e aromaticas (BRITO et al., 2014). As aplicagdes dos OEs sao amplas e
versateis: na agricultura, como, uma alternativa ecoldgica para o controle de doencas
e plantas, nas industrias alimenticias como flavorizante, nas industria farmacéuticas e
de cosméticos além das fungdes citadas anteriormente, sédo utilizadas como parte da
composicao de suas formulagdes atuando como o principio ativos pois apresentam
atividades farmacologicas, e, nos ultimos anos, vem crescendo o campo da
aromaterapia (MAHANTA et al., 2021; Nl et al., 2021; YUAN et al., 2021).

A aromaterapia é uma terapia complementar ou terapia integrativa
que se originou na india e no Egito, é definida como aplicacéo de 6leos essenciais ou
esséncias por meio de inalagdo, massagem, compressado, banho, absorgdo ou
ingestédo (BRITO et al., 2014). Sendo utilizada para o bem-estar fisico e mental, alguns
dos principais efeitos terapéuticos que esse tratamento apresenta sio efeito
estimulante, antiestresse e antidepressivo. O SUS, por meio da Portaria n® 702, de 21
de margo de 2018, inseriu a aromaterapia ao lado das 28 modalidades terapéuticas
da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) (BRASIL,
2006). Ainda na area da saude, os 6leos essenciais sdo grandes aliados para o
controle de infecgdes causadas por microrganismos, por exemplo, fungos, bactérias
e virus. Estudos na literatura destacam a atividade biolégica de alguns OEs, tais como,
antifungica, antiviral, antibacteriana, antioxidante. (NI et al., 2021).

Os OEs sao compostos quimicos naturais e volateis, oriundos do
metabolismo secundario vegetal obtidos a partir da extragdo de plantas aromaticas
(BIZZO; et al, 2009). Na natureza, os 6leos essenciais sao produzidos em condigdes
de estresse da planta e tém funcao de proteger a planta contra ataques de predadores,
por exemplo, insetos e microrganismos, além de atrair polinizadores para dispersao
de polens e sementes (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013).

A Figura 1 apresenta as principais classes de substancias quimicas

encontradas nestes 6leos e alguns exemplos de compostos quimicos. Os OEs contém
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aproximadamente 20 a 60 componentes, sendo que dois a trés estdo em maiores
concentragdes (20-70%) ( GANJEWALA; LUTHRA, 2010; BASSOLE et al., 2011;
CORREIA et al., 2018; DEVI et al., 2021).

Figura 1 - Principais substancias quimicas encontradas nos 6leos essenciais
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Todo material vegetal da planta pode ser utilizado na extragdo de
OEs, por exemplo, folhas, raizes, rizomas, caule, frutos, flores e sementes. Os OEs
podem estar localizados/armazenados em diferentes estruturas do vegetal, internas
ou externas, como nas células parenquimaticas, nos canais oleiferos ou nos tricomas
glandulares (TIMUNG et al., 2016).

Podem ser extraidos de mais de 3000 plantas e sua composi¢ao pode
variar dependendo das condigcdes em que a planta foi cultivada, por exemplo, fatores
abidticos, como luminosidade, temperatura, umidade e composi¢cdo quimica do solo,
e fatores bidticos, nomeadamente, microrganismos, insetos ou outras plantas (
GOBBO-NETO; LOPES, 2007; MORAIS, 2009). Assim como a parte da planta
utilizada, o tratamento ou processamento, antes e durante o processo de extracio e
o préprio processo extragao também influenciam na composi¢cdo dos OEs ( ROCHA
et al., 2000; YANG et al., 2010; GUPTA et al., 2018). Contudo, a maior parte dos
compostos encontrados nos OEs sdo compostos organicos de baixa massa
molecular, por exemplo, hidrocarbonetos, éxidos, lactonas, ésteres, alcoois, fendis,
cetonas e aldeidos. (JUGREET et al., 2020)

Trés vias metabodlicas atuam na biossintese desses compostos
organicos, sendo elas a via do mevanolato (MVA), a via do chiquimato (ou acido
chiquimico) e a via do fosfato de metileritritol (MEP) (DEWICK, 2002). As vias MVA e
MEP sao responsaveis pela sintese dos compostos terpénicos e seus derivados,
formados por unidades (blocos) de isopreno (Figura 2) que podem sofrer reagdes de
reducdo, oxidacao, substituicdo e/ou ciclizacdo, geralmente estes compostos
organicos sdo encontrados no meio biolégico na sua forma ciclica. (DEWICK, 2002;
FELIPE; BICAS, 2017).

Figura 2 - Estrutura quimica do bloco de isopreno e do isopreno

Unidade de
isopreno

Isopreno

Fonte: Adaptado de Dewick (2002)
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Os compostos inicialmente formados séao o difosfato de isopentenila
(IPP) e seu isébmero difosfato de dimetilalila (DMAPP). Através da polimerizagao
destas moléculas pela ordem “cabecga-a-cauda” (ligacdo 1-4), é originada a maior
parte dos compostos terpénicos/terpendides, classificados de acordo com a
quantidade de unidades de isopreno, hemiterpenos (Cs), monoterpenos (C1o), € 0s
sesquiterpenos (C1s). (Figura 3) (DEWICK, 2002; FELIPE, BICAS, 2017). Os
monoterpenos sdo compostos quimicos formados por duas unidades de isopreno,
alguns desses compostos presentes nos OEs sdo: o geranial, o citronelal, o citronelol,

o geraniol, o linalol, o neral, entre outras substancias.

Figura 3 - Estrutura quimica dos hemiterpenos, monoterpenos e sesquiterpenos
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Fonte: Adaptado de Dewick (2002)

A via do chiquimato inicia-se com a reacao entre o fosfoenolpiruvato
(PEP) e D-eritrose-4-fosfato (DEWICK, 2002). E apds algumas reagdes quimicas
seguintes, é formado o acido chiquimico, que é o precursor de alguns aminoacidos
importantes, por exemplo, triptofano, fenilalanina e tirosina (Figura 4a). Por meio da
fenilalanina e da tirosina € formado o acido cinadmico, que da origem aos fenilpropenos
cinamaldeido e eugenol, presentes em 6leos essenciais obtidos da canela e cravo da
india, respectivamente (Figura 4b) (DEWICK, 2002).
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Figura 4 - Etapas para formacgao do acido cindmico e estruturas quimicas do eugenol
e cinamaldeido
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Fonte: Adaptado de Dewick (2002)
3.2 PLANTAS AROMATICAS E MEDICINAIS

O Brasil apresenta uma ampla variedade de espécies de plantas
aromaticas utilizadas para fins medicinais, seja para tratamento, cura ou prevengao
de doengas. Em junho de 2006, foi elaborado o plano da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) (BRASIL, 2006). Geralmente, os 6leos essenciais
dessas plantas apresentam atividades biolégicas, por exemplo, antifungica, antiviral,
antibacteriana e antioxidante. Também s&o empregados em industrias como
aromatizantes e, na agricultura, como potenciais pesticidas (BIZZO et al., 2009;
JUGREET et al., 2020). Entre as espécies de ervas aromaticas que tem destaque
nesse cenario, podemos citar: Cymbopogon flexuosus, Melaleuca alternifolia e

Cymbopogon winterianus.
3.2.1 Propriedades da planta aromatica Cymbopogon flexuosus
O Cymbopogon flexuosus (capim-limao) (Figura 5) € uma graminea

da familia Poaceae, sendo originaria do Sul da Asia, Sudeste Asiatico e Australia. No

Brasil, € encontrado nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Para, Pernambuco,
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MaranhZo e Rio de Janeiro (MAY et al., 2008). Na China e na india, suas folhas s&o
utilizadas como temperos e suas folhas frescas sado colocadas para perfumar o
ambiente. Na medicina antiga, o cha das folhas de C. flexuosus foi utilizado como
calmante (PARIKH; DESAI, 2011).

Figura 5 - Capim-limao

Fonte: https://www.estreladamanhaoe.com.br/fotos

O dleo essencial extraido das folhas do capim-limao € utilizado para
aromatizar produtos, por exemplo, fragrancias, perfumes, cosméticos e de higiene em
industrias farmacéuticas e quimicas (BURKHARDT et al., 2015; SINGH et al., 2000).
Na literatura, estudos relatam que o 6leo essencial apresenta atividades bioldgicas,
tais como, atividades antimicrobiana, antifungica, antibacteriana e repelente de
mosquitos (SCHANEBERG; KHAN, 2002; ADUKWU et al., 2016; SCOTTI et al.,
2021).

O principal componente quimico no 6leo do capim-limao & o citral,
uma mistura isomérica de neral e geranial (Figura 6), representando 65 a 80% da
composicao total do 6leo e seu teor, quantidade de citral, é o fator que representa a
qualidade do OE (SCHANEBERG; KHAN, 2002). Além do citral, o geraniol e o acetato
de geranila estdo presentes em quantidades menores nos OEs (PARIKH; DESAI,
2011). Pode ser obtido por diferentes métodos de: extragao por solvente (usando
hexano e acetona), destilagdo a vapor e hidrodestilacdo (SCHANEBERG; KHAN,
2002., PARIKH; DESAI, 2011).
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Figura 6 - Estrutura quimica dos compostos quimicos maijoritarios presentes no OE
do Cymbopogon flexuosus
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Fonte: autoria prépria
3.2.2 Propriedades da planta aromatica Cymbopogon winterianus

O Cymbopogon winterianus (capim-citronela) (Figura 7), assim como
o Cymbopogon flexuosus, € pertencente a familia Poaceae. A espécie é conhecida
popularmente como citronela e, geralmente, cultivada nas regides tropicais e
subtropicais da Asia, Africa e América. Sua origem ndo é bem elucidada, acredita-se
que tenha se originado no Ceildo. Por ser uma espécie altamente resistente a
condigdes climaticas, é cultivada em diferentes regides geograficas, como Java, Haiti,
Brasil, China. (CASSEL et al., 2006). Duas espécies do género Cymbopogon sao
denominadas citronela, C. nardus e C. winterianus, que apresentam diferencas

morfolégicas e na composigao dos OEs (AKHILA, 2009).

Figura 7 - Capim-citronela

Fonte: autoria prépria
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Os OEs da citronela sao utilizados nas industrias de perfumaria,
cosméticos, farmacéuticas e de aromatizantes e tem grande valor comercial para o
mercado interno e externo. A infusdo de suas folhas secas foi utilizada na medicina
antiga como cha aromatico, vermifugo, diurético e antiespasmodico (WANY et al.,
2014). Além disso, apresentam atividades farmacolégicas comprovadas, por exemplo,
antitumoral, antibacteriana, antioxidantes, antifungica e acdes repelentes (CASSEL et
al., 2006). Tém como componentes majoritarios os monoterpenos citronelal e geraniol

representado na Figura 8.

Figura 8 - Estrutura quimica dos principais compostos presentes no OE do
Cymbopogon winterianus
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Fonte: autoria propria
3.2.3 Propriedades da planta aromatica Melaleuca alternifolia

Conhecida popularmente como arvore do cha ou tea tree (Figura 9),
é uma erva aromatica nativa da Australia e llhas do Oceano indico. A espécie pertence
a familia Myrtaceae e ao género Melaleuca, que apresenta aproximadamente 100
especies nativas na regiao da Australia, encontradas geralmente em regides de climas
tropicais e subtropicais (VIEIRA et al., 2004; SOUZA et al., 2015). E uma arvore que
pode chegar até 7 metros de altura, folhas afiladas, com aproximadamente 2
centimetros de comprimento. As folhas sdo pequenas, sésseis, alternadas e dispostas
em espiral ao redor da raquis e florescem no verao.

A composi¢ado quimica do OE das folhas da M. alternifolia é bem
conhecida, rica em monoterpenos e terpendides e cerca de outras 100 substancias,
tendo como principais componentes quimicos terpinen-4-ol, 1,8-cineol, a-terpineno, y-
terpineno, a-pineno, B-pineno, a-terpineol e p-cimeno (Figura 10), que representam
aproximadamente 90% do o6leo essencial (BROPHY et al., 1989; FELIPE et al., 2018).
O método de extracdo utilizado é o de destilacdo por arraste a vapor das folhas M.

alternifolia.
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Figura 9 - Arvore do cha

Fonte: https://www.estreladamanhaoe.com.br/fotos

Figura 10 - Estrutura quimica dos principais compostos quimicos presentes no OE da
Melaleuca alternifolia
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Fonte: autoria propria

De acordo com Vieira e seus colaboradores (2004), o terpineno-4-ol
€ o responsavel pelas propriedades medicinais da planta (VIEIRA et al., 2004; FELIPE
et al., 2018). O OE isolado das folhas do M. alternifolia apresenta atividade
antibacteriana, antifungica, antiviral e anti-inflamatéria (CAELLI et al., 2000; HAMMER
et al., 2002; ; FELIPE et al., 2018).

Em 2017, a Organizacao Internacional de Normalizagéao (ISO), pela

normativa ISO 4730:2017, dispbe que a composicao do 6leo essencial comercial deve
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conter mais de 30% de terpinen-4-ol, menos de 15% de 1,8-cineol, entre 10% a 28%
de y-terpineno e 0,5% a 12% de p-cimeno (PAPADOPOULOS et al., 2006; GIOPPO
et al., 2019; FELIPE et al., 2018).

3.3 METODOS DE EXTRACAO DE OLEOS ESSENCIAIS

A extragao € uma operagao unitaria que tem por objetivo a separagao
de determinadas substancias através de processos quimicos, fisicos ou mecanicos
(RAMALHO; SUAREZ, 2013). Alguns métodos de extracédo para a obtencédo de OEs
sao hidrodestilacdo, extracdo por arraste a vapor, por solvente, por fluidos
supercriticos, por micro-ondas e prensagem a frio.(TONGNUANCHAN; BENJAKUL,
2014; GIACOMETTI et al., 2018; GHAZANFARI et al,. 2020).

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse na otimizagao destes
processos de extragdo, visando melhorar a qualidade dos extratos obtidos das
plantas, assim como baixar custos operacionais de processo (gastos energéticos) e
diminuir a emiss&o de poluentes (DRINIC et al., 2020; GHAZANFARI et al., 2020).
Entre estes métodos, pode-se citar extragdo com fluido supercritico, com fluido
subcritico, assistida por ultrassom, assistida por micro-ondas, liquida pressurizada,
por campo elétrico pulsado e por descargas elétricas de alta voltagem ( NAVARRETE
etal., 2011; GIACOMETTI et al., 2018; DRINIC et al., 2020)

3.3.1 Extragéo de Oleos Essenciais por Hidrodestilagao

A hidrodestilacdo é o método padrédo de extracdo de dleo essencial
do material vegetal, como madeira ou flor. (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).
Geralmente, em experimentos realizados em laboratorios, utiliza-se um aparelho
denominado Clevenger (Figura 11), onde o material vegetal e a agua destilada sao
adicionados no mesmo baldo. Nesse processo, ocorre a formacgao de vapor de agua
que arrasta os compostos para um condensador, onde o vapor contendo os
compostos aromaticos condensa, € recolhido e, posteriormente, separado por
extragado liquido-liquido (particao) (ALEKSOVSKI, 2006; PARIKH; DESAI, 2011;
SOVOVA; ZENG et al., 2016). Em processos industriais, sdo utilizados aparatos mais
robustos, como o modelo apresentado na Figura 12 (TONGNUANCHAN; BENJAKUL,
2014).



Figura 11 - Aparato de Clevenger utilizado na extragao por hidrodestilagao
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Fonte: adaptado de ZENG et al., (2016)
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Devido ao contato direto e constante entre agua fervente e o material

vegetal por um longo periodo pode ocorrer a degradagao dos 6leos essenciais, sendo

necessario um controle de temperatura, de forma que esta n&o ultrapasse os 100 °C,
a fim de diminuir os impactos da degradagao (SOVOVA; ALEKSOVSKI, 2006; ZENG

et al., 2016).

Figura 12 - Aparato para hidrodestilacéo utilizado em escala industrial
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3.3.2 Extracao por arraste a vapor

O processo de destilagcdo por arraste a vapor € muito utilizado
industrialmente para extragcdo dos OEs, devido ao seu baixo custo, simplicidade e
materiais necessarios, quando comparado com os demais métodos, por exemplo, a
extragcado com fluido supercritico ou com solventes organicos (CASSEL et al., 2006;
NAVARRETE et al.,, 2011). Na Figura 13, é possivel ver a representacédo de um
modelo de extrator de arraste a vapor de bancada (TONGNUANCHAN; BENJAKUL,
2014).

Figura 13 - Extrator de arraste a vapor de bancada

Fonte: autoria propria

Esse método se diferencia da hidrodestilagdo porque a agua néo fica
em contato direto com o material vegetal, ja que estes sdo separados em dois
recipientes distintos (por exemplo, em baldes em experimentos realizados em
laboratérios ou em dornas para os processos industriais) (NAVARRETE et al., 2011;
TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

O vapor a temperatura de aproximadamente 100°C passa através do
baldo extrator, que contém o material vegetal, “carregando” os OEs. Em seguida, os
componentes aromaticos contidos no vapor sdo arrastados até o condensador, devido
a diferenca de pressao entre a entrada de vapor no vaso extrator e o bocal de saida
de produto do condensador. Do bocal de saida do condensador, agua e 6leo essencial

sao conduzidos por gravidade ao recipiente de coleta, onde ocorre a separagao das
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duas fases por causa da diferenca de densidade. Na fase organica (superior), esta a
camada de Oleos essenciais, ja na fase aquosa, denominada hidrolato, pode haver
uma pequena parcela de 6leos essenciais dissolvidos.

Os processos tradicionais de extragcdo, como o de arraste a vapor,
apresentam alguns inconvenientes e limitagbes. Os constituintes dos OEs, por
exemplo, podem sofrer degradacao térmica ou hidrélise, o que pode alterar o aroma
do extrato e, consequentemente, afetar a reproducéo das fragrancias caracteristicas
das plantas aromaticas, aliado a esse fato existe o tempo gasto na extragao e, assim,
na energia gasta (SCHANEBERG; KHAN, 2002; NAVARRETE et al., 2011). Na Figura
14, um modelo de extrator utilizado nos processos industriais (TONGNUANCHAN;
BENJAKUL, 2014).

Figura 14 - Modelo de extrator de arraste a vapor industrial
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Fonte: Adaptado de TONGNUANCHAN.,2014

3.3.3 Extragcdo com solventes organicos

A extracdo com solvente foi implementada para materiais vegetais
delicados ou de flores frageis, que nao sao tolerantes ao calor da destilagao a vapor
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014). Geralmente, sao utilizados solventes como
acetona, hexano, metanol, éter de petréleo, etanol, entre outros (GIACOMETT] et al.,
2018; SBIHI et al., 2018).
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De modo geral, o solvente é misturado com o material vegetal e
aquecido para extrair o 6leo essencial, seguido de filtragdo e concentragdo por
evaporagao do solvente (SBIHI et al., 2018). O concentrado € resina (resinoide) ou
concreto (uma combinagéo de cera, fragrancia e oleo essencial). O concentrado, é
entdo misturado com alcool puro, para a extragao do o6leo, e destilado em baixas
temperaturas. O alcool absorve a fragrancia e, quando o alcool evapora, permanece
0 Oleo absoluto aromatico. No entanto, esse método € um processo relativamente
demorado, tornando os 6leos mais caros do que aqueles obtidos por outros métodos.
Adicionalmente, esse método apresenta a desvantagem de necessitar de remogao do
solvente residual apds o processo, implicando em grande gasto energético e alto
investimento em equipamentos (CASSEL et al., 2009). Por fim, os solventes podem
ainda modificar a composi¢cao quimica do 6leo e causar danos aos consumidores,

como alergias e danos ao sistema imunolégico (CASSEL et al., 2009).
3.3.4 Extracao com fluidos supercriticos

Os métodos convencionais - extragcao por arraste a vapor e por
solvente - apresentam desvantagens, como o tempo necessario para extragéo, perda
de compostos volateis ou degradacgao, baixa eficiéncia e a possibilidade de residuos
toxico no OE (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014; CHAVES et al., 2020;
GHAZANFARI et al., 2020) . Dadas as desvantagens, novos métodos de extragao
vém sendo desenvolvidos, como extracdo por fluidos supercriticos, extracdo com
fluido subcritico, extragao assistida por ultrassom, extracdo assistida por micro-ondas
(ZHU et al., 2019; CHAVES et al., 2020; DRINIC et al., 2020; GHAZANFAR!I et al.,
2020).

Entre esses métodos, a extracao por fluidos supercriticos € a que
apresenta maior destaque e pesquisas relacionadas (GHASEMI et al., 2011;
SOVOVA, 2012). Um fluido é dito como supercritico quando se encontra acima da sua
pressao e temperatura criticas. O diéxido de carbono (CO2) é o fluido supercritico mais
comumente utilizado (GHASEMI et al., 2011; TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).
Em condi¢des de alta presséo, o COz2 se transforma em liquido, que pode ser usado
como um meio muito inerte e seguro para extrair as moléculas aromaticas da matéria-
prima. Nenhum residuo de solvente permanece no produto final acabado, pois o0 CO2

liguido simplesmente torna-se um gas e evapora sob pressdo atmosférica e
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temperatura ambiente (GHASEMI et al., 2011; SOVOVA, 2012).

No entanto, para aplicagdes industriais, esse método exige um alto
custo de investimento, uma vez que necessita de equipamentos especializados para
suportar pressodes altas envolvidas, tornando-se nao viavel se comparado com 0s

processos de extragao tradicionais (ZHU et al., 2019).
3.4 TENSOATIVOS

Os tensoativos, também denominados surfactantes, sdo compostos
quimicos que apresentam em sua estrutura uma parte hidrofilica (cabega), soluvel em
agua, e uma parte apolar (cauda), soluvel em substancias lipofilicas, por exemplo,
hidrocarbonetos, 6leos e gorduras. Por apresentar uma porgao hidrofobica e uma
porcao hidrofilica, os tensoativos sdo denominados substancias anfipaticas (Figura
15a) (PENTEADO et al., 2006; DALTIN, 2011). O sab&o & o exemplo de tensoativo
conhecido ha milhares de anos, composto por moléculas de dodecanato de sédio,

cuja estrutura quimica é apresentada na Figura 15b (FELIPE; DIAS, 2017).

Figura 15 - Estrutura quimica basica dos tensoativos

CAUDA CABEGA CAUDA CABECA
(HIDROFOBICA) (HIDROFILICA) (HIDROFOBICA) (HIDROFILICA)

/\/\/\/\/\/@ /\/\/\/\/\)J\O' Na+
(a) (b)
Legenda: (a) Estrutura quimica basica dos tensoativos; (b) Estrutura quimica do dodecanato de sédio

Fonte: autoria propria

Devido as suas propriedades fisicas e quimicas, os tensoativos
reduzem as tensdes entre interfaces liquido-liquido, liquido-gas e sélido-liquido.
Adicionalmente, a capacidade de estarem ao mesmo tempo em meios imisciveis,
permite a formacao de emulsdes, espumas, suspensoes e detergéncia de superficie.
Todas as caracteristicas mencionadas garantem a ampla aplicagdo destes na
producdo de detergentes, cosméticos, tintas, ceramicas, alimentos e formulagdes
farmacéuticas (DALTIN, 2011; MARCHANT; BANAT, 2012).

Os tensoativos podem ser divididos em duas classes: idnicos e nao-

ibnicos. O primeiro grupo apresenta grupos polares com carga liquida positiva
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(catibnico) ou negativa (aniénico). Entre os surfactantes aniénicos, pode-se citar os
sulfatados, sulfonados e fosfatados e, dentre os catibnicos, os sais de amdnio
quarternario (DESAI; BANAT, 1997; JIMOH; LIN, 2019). Os tensoativos nao-idnicos
sdo originados de sais dissociados e n&o apresentam carga liquida (somatéria das
cargas da molécula é igual a zero), como os derivados de polioxietileno (DALTIN,
2011). Os anfoéteros sao tensoativos que possuem a capacidade de se comportarem
como aniénicos ou catidnicos, dependendo do pH da solugdo que se encontram
(DALTIN, 2011; FELIPE; BICAS, 2017). A Figura 16 apresenta um esquema da

estrutura basica dos principais grupos de tensoativos.

Figura 16 - Estrutura basica das classes de tensoativos mais comuns

CABEGA
CAUDA (HIDROFILICA)
(HIDROFOBICA)
P NAO-IONICO

/\/\/\/\/\/@ ANIONICOS
/\/\/\/\/\/® CATIONICOS
/\/\/\/\/\/G)@ ANFOTEROS

Fonte: Adaptado de FELIPE e DIAS, 2017

Os surfactantes, devido ao seu carater anfipatico, quando adicionados
a um solvente polar, se acumulam na superficie do solvente e, ao adicionar-se mais
surfactante, inicia-se a formacado de agregados moleculares, denominados micelas
(DALTIN, 2011; MARCHANT; BANAT, 2012). A concentragdo micelar critica (cmc)
representa a concentracao de surfactante quando se inicia o processo de formagao
de micelas. E uma propriedade intrinseca e caracteristica de surfactantes, sendo
influenciada pela natureza quimica dos grupos hidrofébicos e hidrofilicos, pela forgca
iGnica, temperatura e presencga de eletrélitos (DALTIN, 2011; FELIPE; DIAS, 2017).

As principais aplicagcdes dos surfactantes sdao em processos
industriais, domésticos e bioldgicos, onde exercem fungcdes de emulsificante, agentes
molhantes ou de suspenséao e dispersao de fases lubrificantes (DALTIN, 2011)

Finalmente, os surfactantes podem ser divididos em dois grandes
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grupos: os de origem sintética, provenientes de matérias-primas nao renovaveis
,como o petroleo, ou de origem natural, produzidos por microrganismos e plantas
(NITSCHKE; PASTORE, 2002)

3.4.1 Tensoativos de origem de matérias-primas nao renovaveis

Os tensoativos de origem sintética, em sua maior parte, sdo derivados
do petréleo. O principal tensoativo aniénico e sintético surgiu na década de 40, o
alquilbenzeno sulfonato (ABS) (Figura 17a), obtido a partir do benzeno e tetrémero de
propileno. Devido ao seu melhor desempenho comparado ao sabdo, o ABS foi
consumido mundialmente em larga escala (PENTEADO et al ., 2006). Contudo, o alto
potencial poluidor e a refratariedade a degradacado biolégica sdo as suas
desvantagens (PENTEADO et al., 2006; FELIPE; DIAS, 2017)

A presenca de cadeias ramificadas e de carbonos quartenarios na sua
cadeia hidrofébica impedia os processos de aeragcado nos tanques de tratamento de
efluentes, gerando problemas nas estagdes de tratamento de esgoto, pois ocorria a
formacdo de camadas densas de espuma (PENTEADO et al., 2006; FELIPE; DIAS,
2017)

Atualmente, o alquilbenzeno sulfonato linear (LAS) (Figura 17b), um
detergente sintético produzido a partir do benzeno e do propileno, foi o substituto para
o ABS (Figura 17a). Como sua cadeia carbdnica € menos ramificada, este é mais
suscetivel a degradacéao bioldgica, o que diminui sua persisténcia no meio ambiente
(PENTEADO., 2006; FELIPE; DIAS, 2017).

Figura 17 - Estrutura quimica dos surfactantes sintéticos ABS e LAS

SO4H

(a) (b) SO3-Na+

Legenda: (a) Sulfonato de alquilbezeno (ABS); (b) Alquilbenzeno linear (LAS)
Fonte: Adaptado de FELIPE e DIAS, 2017

Devido aos problemas ambientas ocasionados, as inumeras
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aplicagbes dos surfactantes (industriais e domésticas) novas alternativas foram
desenvolvidas para diminuir os tais prejuizos (NITSCHKE; PASTORE, 2002;
MANOUCHEHRI et al.,, 2018). Nesse contexto, os biotensoativos, tensoativos
produzidos por vias naturais ou utilizando matéria prima vegetal, sdo uma alternativa
promissora (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

3.4.2 Biotensoativos

Os biotensoativos ou surfactantes de origem natural sdo produzidos
por plantas (saponinas), animais (sais biliares) e por microrganismos (glicolipideos),
sendo uma alternativa aos surfactantes sintéticos (NITSCHKE; PASTORE, 2002;
MARCHANT; BANAT, 2012). Os principais grupos de surfactantes naturais sao os
alquil poliglicosideos, amidas de acidos graxos, aminas de acidos graxos, glucamidas,
lecitinas, saponinas e, principalmente, os biossurfactantes (NITSCHKE; PASTORE,
2002). No grupo dos alquil poliglicosideos encontramos os Decil glicosideos (DC)
(Figura 18) que sao tensoativos nao-ibnicos obtidos a partir de matéria prima
renovavel, origem vegetal, que sédo obtidos através da reagédo de glicosilagdo de
Fischer (DALTIN, 2011). Sdo tensoativos biodegradaveis usados na confecg¢do de
produtos de higiene pessoal e possuem um melhor custo-beneficio se comparado aos
biossurfactantes. Os biossurfactantes compde o grupo mais expressivo dos
tensoativos naturais e sado produzidos por microrganismos (bactérias e fungos)
através de processos biotecnologicos (MARCHANT; BANAT, 2012; NITSCHKE;
PASTORE, 2002).

Figura 18 - Estrutura quimica do Decil Glicosideo (DC)

HO o O\/\/\/\/\/
HO' "'OH

OH
Fonte: autoria prépria

Os Dbiossurfactantes, assim como seus analogos sintéticos,
apresentam uma parte hidrofébica e outra hidrofilica, normalmente neutra ou anibnica.
Variam de cadeias pequenas de acidos graxos até cadeias poliméricas e sao

classificados como: glicolipidios, lipopeptidios, lipopotroteinas, acidos graxos, lipidios
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neutros, fosfolipidios, surfactantes poliméricos e surfactantes particulados (Tabela 1)
(DALTIN, 2011; FELIPE; DIAS, 2017; MARCHANT; BANAT, 2012)

Alguns fatores influenciam na produgé&o dos biossurfactantes pelos
microrganismos, como o processo de fermentagcdo e as condi¢gbes de produgado -
fontes de carbono, nitrogénio e nutrientes, pH, temperatura, limitagbes nutricionais
durante o crescimento e a agitagdo/aeragcao do meio (CAMILIOS-NETO et al., 2011;
MARCHANT; BANAT, 2012; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes apresentam algumas vantagens em relagdo aos
seus congéneres: sao biodegradaveis, apresentam baixa toxicidade e podem ser
sintetizados a partir de matéria-prima renovavel (NITSCHKE; PASTORE, 2002). Com
isso, os biossurfactantes tém sido reconhecidos como substituintes parciais ou totais
dos surfactantes sintéticos (DESAI; BANAT, 1997; NITSCHKE; PASTORE, 2002). Os
biossurfactantes vém sendo utilizadas em varios setores industriais, como em
produtos de beleza, farmacéuticos, conservantes de alimento e de detergentes
,entretanto, apresentam desvantagens, como o alto custo de produgdo e baixo
rendimento (MANOUCHEHRI et al., 2018).

Tabela 1 - Classes, tipos e microrganismos produtores dos principais tipos de
biossurfactantes

Classe Tipo Microrganismo produtor
Ramnolipidios Pseudomonas aeruginosa
Glicolipidios Soforolipidios Candida bombicola
Trehalolipidios Rhodococcus erythropolis
Viscosina Pseudomonas fluotescens
Lipopeptidios Surfactina Bacillus subtilis
Polimixina Bacillus polymyxa

Fosfolipideos, Acidos graxos Corynebacterium lepus

acidos graxos e Lipidios neutros Nocardia erythropolis
lipideos neutros

Fosfolipidios Thiobacilus thiooxidans

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus

Surfactantes - . .
L Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus

poliméricos

Liposan Candida lipolytica
Surfactantes Vesiculas Acinetobacter calcoaceticus
particulados Células Cianobactéria

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2017
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3.4.2.1 Ramnolipideos

Os ramnolipideos sao biossurfactantes que podem ser produzidos
pelo metabolismo secundario da bactéria Pseudomonas aeruginosa durante sua fase
estacionaria de crescimento. Sua estrutura quimica (Figura 19) é constituida
basicamente por uma ou duas moléculas de ramnose (mono ou di-ramnolipideo,
respectivamente) ligados ao acido graxo, variando no tamanho da cadeia carbdnica e
na presenca e quantidade de insaturacbes (CAMILIOS NETO et al., 2008;
SUHANDONA et al., 2021).

Os ramnolipideos produzidos por Pseudomonas aeruginosa estao
entre os biossurfactantes mais estudados, devido as suas caracteristicas e vantagens,
por exemplo, apresentarem excelentes propriedades tensoativas e serem produzidos
a partir de substratos de baixo custo (CAMILIOS-NETO et al., 2011; JIMOH; LIN,
2019). Os ramnolipideos oferecem vantagens especiais em comparagao com outros
biossurfactantes por causa da sua potente atividade emulsionante, elevada atividade
tensoativa e por possuir baixa concentracdo micelar critica (cmc) (CAMILIOS-NETO
et al., 2011; JIMOH; LIN, 2019).

Figura 2 - Estrutura quimica dos ramnolipideos

H,C H,C HsC HaC
I I I I
m(HzC),, n(H,C) & m(HzC),, n(H,C) &
OH o/</ﬂ\o>\/\0H OH O/</H\O>\/\OH
o) o o 0
CH, CH,
OH OH OH ?
mn=4a8 OH (0] mn=4a8
CHj
OH OH
Mono-ramnolipideos Di-ramnolipideos

Fonte: autoria prépria
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MONTAGEM E OPERACAO DO EXTRATOR POR ARRASTE A VAPOR DE BANCADA

O extrator de bancada foi montado utilizando os seguintes materiais
baldo gerador, baldo extrator, adaptador, conexao tubular condensador, funil de
separagao, suportes universais, garras, uma manta aquecedora e um sistema de

circulagao de agua refrigerada.

4.2 COLETA E MANEJO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado em 3 locais distintos, de acordo com a
disponibilidade. O Cymbopogon flexuosus foi coletado em uma propriedade particular,
no periodo da manha, entre os meses, janeiro a julho de 2021, em Londrina- PR,
localizada na rodovia Celso Garcia Cid, km 377 no bairro Gleba Fazenda Palhano,
com as coordenadas, latitude, -23.3421175 e longitude -51.1852585, com a permisséo
do proprietario e foi transportado dentro de um saco de estopa até o Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia da UEL.

O Cymbopogon winterianus foi coletado na casa de vegetagédo do
Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina (UEL), no
periodo da manha, janeiro a julho de 2021 e em fevereiro de 2022, localizada na
Rodovia Celso Garcia Cid, km 380, com as coordenadas, latitude, -23.3146 e longitude
-51.2144. Em seguida o material foi transportado dentro de um saco de estopa ao
Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da UEL.

A Melaleuca alternifolia foi coletada no periodo da tarde em abril de
2021 em uma propriedade particular em Londrina-PR, localizada na intersecgao entre
a avenida Arthur Tomas e a rua Waldomiro Fernandes, com as coordenadas, latitude,
-23.308485 e longitude -51.201992 com a permissao do proprietario. Em seguida o
material foi transportado dentro de um saco de estopa ao Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia da UEL.

Apos a coleta do material vegetal passou por uma inspegao em que
se retirou as folhas secas, danificadas ou contaminadas. Posteriormente foi

fragmentado com o auxilio de uma tesoura de poda em tamanho que variaram entre
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2 a 3 cm, pesados e empacotados em sacos plasticos com 100 gramas de material
vegetal, limitando a entra de ar. Em seguida foram armazenados em camara fria

(10°C). Sendo utilizado nos proximos 5 dias.

4.3 PREPARO DAS SOLUGCOES INTENSIFICADORAS DE EXTRAGAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Foram utilizadas uma mistura de ramnolipideos — obtida por cultivo
submerso de Pseudomonas aeruginosa — com concentracao de 1 e 0,1% (m/v) (pH
7,0), uma solucao de decil-glicosideo com concentracéo de 2% (m/v) (pH 6,5) e uma

solucéo de cloreto de sodio com concentragao de 5 e 30% (m/v) (pH 7,0).

4.4 EXTRACOES DOS OLEOS ESSENCIAIS

O material vegetal armazenado ou fresco foi acondicionado no balao
destilador separadamente do aparato de destilagdo por arraste a vapor, sendo
utilizados 100 gramas para as plantas Cymbopogon winterianus e Melaleuca
alternifolia e 300 gramas para o Cymbopogon flexuosus. Ao material vegetal foi
adicionado a solugado extratora e prosseguiu-se com sua homogeneizagdo. Em
seguida, adicionou-se 800 mL de agua ao baldo gerador, que foi aquecido até que a
agua entrasse em ebulicdo, e acoplou-se o baldo extrator ao sistema de destilagdo. O
tempo de extracao, 60 minutos, foi contabilizado a partir do momento em que se iniciou
0 processo de condensagao.

O rendimento dos OEs foi calculado em porcentagem, considerando
a massa obtida de 6leo essencial por massa fresca do material vegetal, de acordo

com a equagao a seguir:

) massa de 6leo essencial (g)
Rendimento (%) = - x 100%
de massa de material vegetal (g)

Foi realizado a analise estatistica dos grupos de experimentos
realizados. Utilizando o teste ANOVA simples, seguido de teste de Tukey (p<0,05)
utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad Software, version 9.0.0 (121)).

A seguir pode ser encontrado um esquema que resume as etapas e

os tratamentos utilizados no trabalho (Figura 20).



Figura 3 - Representagao esquematica dos procedimentos experimentais
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Fonte: Autoria propria

1.30, 60 e 90 minutos
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4.5 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As analises de CG-MS foram realizadas pelo laboratério de apoio da
empresa Estrela da Amanha Oleos Essenciais. Foram analisados em um
cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de massa, modelo HP 58902
SERIES II NS: 2950B00163. Foi utilizado uma coluna capilar RTX-5, com 50 metros
de comprimento e diametro interno de 0,32 milimetro, tendo como gas de arraste
hidrogénio com fluxo de 40 mL/min. O injetor foi mantido a 180 °C. A rampa de
temperatura tera inicio a 50 °C mantida por 6 minutos e entdo elevada a 250 °C (5
°C/min). Os espectros foram obtidos por ionizagdo por impacto de elétrons com
energia de 70 eV a 280 °C. A identificacdo dos compostos foi realizada por meio da
analise dos espectros de massas gerados, comparando com o tempo de retengéo

com padroes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO E MONTAGEM DO EXTRATOR DE BANCADA POR ARRASTE A VAPOR

O extrator de bancada é constituido por uma manta térmica,
responsavel por aquecer a agua, um baldo gerador, um baldo extrator, um adaptador,
entre o baldo extrator e o gerador, um conector, que liga o balao extrator ao
condensador, um condensador, um funil de separacédo e os recipientes para coleta

dos OEs e do hidrolato (béquer, Erlenmeyer) (Figura 21).

Figura 4 - Extrator de bancada

Fonte: Autoria prépria

O adaptador (aproximadamente 18 cm de altura) foi desenvolvido com
o intuito de impedir o gotejamento da agua que se acumula na parte inferior do baldo
extrator, que, ao passar do tempo, comega a gotejar para o baldo gerador.
Naturalmente, ndo seria um problema a ocorréncia do gotejamento, todavia, esse
processo de condensacgao e acumulo de agua poderia “lavar o material vegetal” apos
a aplicacao das solugdes extratoras e influenciar nos resultados das extragdes. Outro
problema possivel seria a produgédo de espuma no baldo gerador, devido ao uso dos

biotensoativos.
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Portanto, foi projetado um adaptador (Figura 22), que funciona como
um redutor, conectando o baldo gerador ao baldo extrator e impossibilitando a maior
parte do gotejamento. Ao passar do tempo, a pressdo de vapor gerada pela
evaporagao da agua vai diminuindo e, assim, é possivel que ocorra o gotejamento.
Além disso, outra modificagao no extrator foi a complementacdo com um funil de
separagao, evitando que ocorram perdas desnecessarias no momento da coleta do
Oleo essencial. Na figura 22, pode-se observar o extrator em seu estagio final, que foi

utilizado durante a pesquisa.

Figura 5 - Adaptador utilizado nas extragdes de OE

T

Fonte: Autoria propria
5.2 EXTRACAO DO OLEOS ESSENCIAL DO CAPIM-CITRONELA

O Cymbopogon winterianus (capim-citronela) foi utilizado para avaliar
se 0 armazenamento do material vegetal in natura (fresco) influenciaria no rendimento
do dleo essencial. Para o armazenamento, constatou-se que ndo ocorreu diferencga
significativa (p-valor <0,05) entre os métodos testados. Ao utilizar o material fresco, foi
obtido rendimento de 0,62% (m/m) e, para o armazenado em céamara fria, 0,56%
(Tabela 2).

Portanto, nos experimentos seguintes, foi utilizado o material vegetal
armazenado, devido ao maior periodo de conservagao. Em média, o material ficou
armazenado 5 dias na camara fria (10 °C), sendo utilizado de acordo com o numero
de experimentos realizados em cada dia.

A Tabela 2 e o Grafico 1, apresentados abaixo, mostram os
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rendimentos obtidos utilizando o material vegetal fresco (controle) e refrigerado para

a espécie em questao.

Tabela 2 - Influéncia do armazenamento do material vegetal no rendimento do OE do
Cymbopogon winterianus

Matéria-prima Controle Refrigerado
Rendimento (m/m, %) 0,622 0,562
Desvio Padrao +0,14 + 0,07

Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos duas repeticbes
experimentais. As letras diferentes indicam diferenga significativa em ANOVA seguida de teste
Tukey com p-valor<0,05.

Fonte: autoria propria

Grafico 1 -Influéncia do armazenamento do material no rendimento do OE do
Cymbopogon winterianus
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Os resultados estdao apresentados como médias de pelo menos duas repeticbes
experimentais. As letras diferentes indicam diferenga significativa em ANOVA seguida de teste
Tukey com p-valor<0,05.

Fonte: autoria prépria

Cassel e Vargas (2006), partindo do material seco, obtiveram um
rendimento de 0,647% e 0,776% do OE, com tempo de extracdo de 2 e 4 horas



44

respectivamente. Em contrapartida, utilizando o material fresco, os mesmos autores
obtiveram rendimento de 0,942% nos dois periodos testados. Nota-se que o
rendimento obtido esta préximo ao encontrado na literatura. Porém vale lembrar que,
o tempo de extracao utilizado no presente processo foi de 1 hora e que o rendimento
depende de varios fatores, por exemplo, a origem da matéria-prima, fatores
relacionados ao seu plantio, seu processamento e a extragao.

ApOs a avaliagdo do efeito do armazenamento no rendimento dos
OEs, foram realizados os testes com a aplicacido de duas solugdes extratoras — a
primeira, de ramnolipideos com concentragao de 0,1% (m/V); e a segunda, de cloreto
de sédio (NaCl) com concentragao de 5% (m/V). Nessa etapa, foi utilizado o material
armazenado. As concentragcdes foram escolhidas propositalmente com o intuito de
proporcionar o melhor custo de beneficio do processo. Devido ao maior custo de
produgao dos ramnolipideos, utilizou-se uma concentragdo menor e, para a solugao
de cloreto de sodio, uma concentragdo maior, ja que este € um reagente de baixo
custo e de facil aquisigdo. De inicio, foi utilizado um volume de 10 mL de solugao
extratora para a umidificacdo do material vegetal, de acordo com o tratamento
avaliado (até o momento nao foi realizado nenhum tratamento com a presenca das
duas solugdes concomitantemente). Adiante, foi obtido um rendimento de 0,46% com
o tratamento com a solugéo RL 0,1% e de 0,22% com a solu¢ao de NaCl 5% (Tabela
3 e Grafico 2).

Tabela 3 - Influéncia das solugdes extratoras na extragdo do OE do Cymbopogon
winterianus

Solugao extratora RL NacCl
Concentragao (m/V, %) 0,1 5
Volume adicionado (mL) 10 10
Rendimento (m/m, %) 0,462 0,22°
Desvio Padrao 10,08 10,11

Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos duas repetigbes isoladas. As
letras diferentes indicam diferencga significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria prépria
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Grafico 2 -Influéncia das solugdes extratoras na extragdo do OE do Cymbopogon
winterianus
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Os resultados estdo apresentados como médias de pelo menos duas repeticdes isoladas. As
letras diferentes indicam diferencga significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria

De acordo com os resultados, pode-se inferir que ocorreu um
decréscimo no rendimento comparado com a extragdo controle, sendo o tratamento
com 10 mL de NaCl 5% a condi¢cdao menos favoravel.

Até este momento, o adaptador ndo estava sendo utilizado, ja que
ainda nao havia sido confeccionado. Para todas as extragdes seguintes com o capim-
citronela foi utilizado o adaptador.

Com o uso do adaptador, a fim de determinar se o volume da solugéo
utilizado alterava o rendimento, iniciou-se a avaliacdo com o terceiro tratamento,
utilizando um volume menor (10X) e concentragdo maior (10X) de solugao extratora
de ramnolipideos (Tabela 4 e Grafico 3), ou seja, manteve-se a quantidade de matéria
(mol) de ramnolipideos.

Ao utilizar adaptador e com a aplicacao da solucédo extratora de RL
1%, ocorreu um aumento de 39% no rendimento do OE comparado ao controle. Aliado
ao aumento do rendimento, obteve-se um melhor custo-beneficio do processo devido

a menor quantidade de agua utilizada
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Tabela 4 - Influéncia da concentracdo e volume da solugao extratora de RL na
extragao dos OE do Cymbopogon winterianus

Solugao extratora Controle RL 1%
Volume (mL) - 1

Rendimento (m/m, %) 0,64° 0,892
Desvio Padrao +0,05 10,04

Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos duas repetigdes isoladas. As

letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor=<0,05.

Fonte: autoria propria

Grafico 3 - Influéncia da concentracdo e volume da solugdo extratora de RL na
extracdo dos OE do Cymbopogon winterianus
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Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos duas repeticoes isoladas. As

letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor=<0,05.

Fonte: autoria propria

O aumento no rendimento pode estar relacionado a trés fatores: ao
menor volume, a maior concentracdo ou ao uso do adaptador. Até o momento, nao foi
possivel identificar qual(is) fator(es) influenciou(aram) o rendimento devido a
indisponibilidade do material vegetal para a realizagdo de novos experimentos,

incluindo a extragdo com menor volume e maior concentragcao da solucéo de NaCl.
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Ao utilizar variedades distintas da mesma espécie botanica (C.
winterianus), Gupta e seus colaboradores (2018) obtiveram rendimentos variando de
0,4% a 1,4%, para C. winterianus (L.) (Mandakini) e C. winterianus (L.) (Manjari),
respectivamente, utilizando a hidrodestilagéo.

Em um estudo realizado por Wany e colaboradores (2014), o
rendimento foi de 0,70% (v/m). Contudo, seu material passou por um processo de
secagem, durante trés dias. No mesmo trabalho, pelo método de hidrodestilacdo, foi
obtido um rendimento de 1,0% (v/m) utilizando o material fresco. O tempo de extragéo
nos dois métodos variou de 8 a 10 horas, superior ao aqui utilizado. O processo de
secagem, de acordo com De Guzman e seus colaboradores (1997), serve como uma
forma de facilitagdo para acondicionar maior quantidade de material vegetal no
recipiente extrator (baldo ou caldeira). Além disso, Rocha e colaboradores (2000), ao
estudar o efeito do processo de secagem na extracdo do OE, relatam que, devido a
alta volatilidade dos compostos, ou seja, baixo ponto de ebulicdo, é preciso ser
cauteloso ao secar o material vegetal, pois, em temperaturas elevadas, € possivel que
ocorra perda dos OEs contidos na planta. Os autores relataram resultados positivos
no processo de secagem a temperatura de 60°C, com rendimento de 1,228% (v/m).

Por ultimo, uma nova série de experimentos foi realizada utilizando o
capim-citronela que cresceu nos ultimos meses. Foram analisados trés tratamentos
controle, extragdo com 30 minutos e aplicagao da solugéo extratora de decil glicosideo

2% (DC) como pode ser encontrado na Tabela 5 e no Grafico 4.

Tabela 5 - Influéncia do tempo e da aplicagao de solugao extratora de DC na extracao
dos OE do Cymbopogon winterianus

Solugao extratora Controle Controle DC DC
Tempo (min) 30 60 30 60
Concentragao (m/V, %) - - 2 2
Volume (mL) - - 1 1
Rendimento (m/m, %) 0,902 0,952 1,032 0,912
Desvio Padrao +0,05 10,16 +0,12 10,17

Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos trés repeticdes isoladas. As
letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria
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Grafico 4 - Influéncia do tempo e da aplicagédo de solugao extratora de DC na extragao
dos OE do Cymbopogon winterianus
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Os resultados estdo apresentados como médias de pelo menos trés repeticdes isoladas. As
letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria

Ao analisar a tabela e o grafico, pode-se perceber que nao existe
diferenga estatistica entre os resultados dos tratamentos. A média dos rendimentos
dos experimentos variou de 0,90 a 1,03 % (m/m). Vale ressaltar que o aumento devido
ao uso adaptador ainda é perceptivel. Outro ponto relevante € que, devido a
inexisténcia de uma diferencga significativa, pode-se concluir que o tratamento com
menor tempo de extracdo tem o mesmo rendimento, sendo assim, este é mais viavel
que os outros tratamentos., mostrando-se uma boa alternativa, assim como nas outras
plantas. Devido ao menor tempo de extragcdo, as extracbes com 30 minutos
apresentam o melhor custo-beneficio do processo. Outro fator importante é a
diferenca entre os resultados encontrados entre os dois grupos de experimentos
(Tabela 4 e 5). O maior rendimento geral observado pode ser devido a idade da planta

coletada ou das condigdes em que se deu seu crescimento.
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5.3 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DO CAPIM-LIMAO

Do mesmo género que a Cymbopogon winterianus (citronela), o
Cymbopogon flexuosus (capim-limdo) é uma planta que apresenta aparéncia
semelhante, contudo, tem um odor adocicado de limé&o, o qual pode ser utilizado para
distingui-las. O OE obtido dessa espécie, dependendo do quimiotipo, pode apresentar
distintas coloragdes entre amarelo e incolor (NATH et al., 2002). Para o capim-liméo,
havia maior disponibilidade de matéria-prima para os experimentos. Vale lembrar que,
no momento dos experimentos iniciais, o adaptador ainda nao estava sendo utilizado.
Foi avaliado, em primeira instancia, o rendimento do OE utilizando massas de material
vegetal de 100, 200 e 300 gramas e o armazenamento em camara fria (Tabela 6 e
Grafico 5).

Tabela 6 — Influéncia da massa do material vegetal e do armazenamento na extragéo
do déleo essencial do Cymbopogon flexuosus

Massa (g) 100 200 300
Tipo do material Fre Ref Fre Ref Fre Ref
Rendimento (m/m, %) 0,16°>¢  0,12¢ 0,17°>¢ 0,19°¢ 0,262 0,262
Desvio Padrao +0,04 +0,03 +0,07 +0,06 +0,02 +0,04

Ref: Refrigerado, Fre: Fresco

Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos dez repeticbes isoladas. As
letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria
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Grafico 5 - Influéncia da massa do material vegetal e do armazenamento na extragao
do dleo essencial do Cymbopogon flexuosus
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Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos dez repeticdes isoladas. As
letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria

Com maior massa da planta, ocorreu aumento no rendimento do OE,
atingindo o valor maximo de 0,26%, tanto para o material vegetal fresco quanto para
o armazenado em camara fria. O aumento do rendimento pode estar relacionado a
maior massa e a menor influéncia da perda na extragdo. Além disso, este aumento
pode ter ocorrido devido ao equilibrio térmico estabelecido no baldo extrator por estar
mais cheio (menos espago vazio), auxiliando no processo de extragao.

Parikh e Desai (2011) avaliaram a influéncia da massa da matéria-
prima na extracdo do OE da C. flexuosus por hidrodestilagdo e observaram a
diminuicdo do rendimento com maior quantidade de massa, o que pode estar
relacionado a menor disponibilidade de energia para o aquecimento do material
(PARIKH; DESAI, 2011). Apds estabelecer a massa ideal para extracdo dos OEs -
300 gramas -, iniciou-se a avaliagdo do efeito das solugdes extratoras (Tabela 7 e
Gréfico 6).



51

Tabela 7 - Influéncia das solugdes extratoras no rendimento do OE

Solugao extratora RL RL RL NaCl H20
Concentragao (m/V, %) 1 0,5 0,1 30 -
Volume (mL) 1 3 30 1 30 30 30
Rendimento (m/m, %) 0,252 0,18>* 0,18 0,232b 0,19 0,19%¢ 0,17
Desvio Padrao +0,03 0,02 0,04 0,01 0,03 0,01 0,03

Os resultados estdo apresentados como médias de pelo menos 3 repeticbes isoladas. As
letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria

Grafico 6 - Influéncia das solugbes extratoras no rendimento do OE

0.3
a

. T
=S a_z_b
£ bce b,c
€ 02 b,c b,c ~+ - b,c
£ T T
o
uS
On
£
S 0.1
O
c
o
o

0.0 1 1 1 1 1 1 1

o\o o\o o\o W\ &3 o %Q\o of
& e
< < e@

Os resultados estdo apresentados como médias de pelo menos 3 repeticdes isoladas. As
letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor=<0,05.

Fonte: autoria propria
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De acordo com os resultados, entre os tratamentos, os que
apresentaram melhores resultados foram aqueles utilizando 1 mL de RL 1% e 1 mL
de RL 0,5%. Para volumes maiores e concentragbes menores de solugdes extratoras,
o rendimento € inferior. Nota-se que os menores rendimentos foram obtidos com
aplicacao de 30 mL e com 3 mL (agua, RL ou NaCl), demonstrando que o volume da
solugao extratora influencia no rendimento das extragdes independentemente de sua
COmposicao.

Os resultados obtidos com o capim-limao divergem dos obtidos com
o0 capim-citronela. Por apresentarem caracteristicas semelhantes, a razdo desta
divergéncia é uma duvida até o momento, sendo necessario um numero maior de
experimentos para confirmar qualquer hipétese. A partir desse ponto, deu-se inicio ao
uso do adaptador. Sendo assim, foi realizada uma série de experimentos para avaliar

e comparar os resultados obtidos (Tabela 8 e Grafico 7).

Tabela 8 - Influéncia das solucdes extratoras em volumes diferentes na extragao dos
OEs

Solugao extratora - RL NacCl
Concentragao (m/V, %) - 1 30
Volume (mL) - 3 6 3
Rendimento (m/m, %) 0,322 0,312 0,302 0,292
Desvio Padrao +0,01 +0,01 +0,02 +0,03

Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos duas repeticdes isoladas. As
letras diferentes indicam diferencga significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria
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Grafico 7 - Influéncia das solucdes extratoras em volumes diferentes na extragao dos
OEs
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Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos duas repeticoes isoladas. As
letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria

Utilizando-se o adaptador, foram obtidos resultados positivos,
demonstrando que seu uso é benéfico para a extracdo dos OEs. Em geral, os
rendimentos obtidos para os tratamentos foram préximos entre si (0,29 a 0,32%).

Por fim, avaliou-se a influéncia do tempo de extragdo no rendimento
do OE. Sendo assim, foi planejada uma série de experimentos utilizando metade do
tempo de extracao empregado anteriormente. Os resultados (Tabela 9 e Grafico 8)
demonstram que a extragcdo com 30 minutos € uma boa op¢ao e tem um rendimento

(0,29% a 0,31%) proximo ao obtido nas extragdes com 60 minutos (0,29% a 0,32%)
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Tabela 9 - Influéncia da extragdo com 30 minutos no rendimento do OE do
Cymbopogon flexuosus

Solucgio extratora o RL’ NaCI’
Concentragao (m/V, %) - 1 30
Volume (mL) - 3 3
Rendimento (m/m, %) 0,292 0,262 0,312
Desvio Padrao +0,05 10,02 10,03

* tempo de 30 minutos
Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos trés repeticdes isoladas. As
letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-

valor<0,05.

Fonte: autoria propria

Grafico 8 - Influéncia da extragdo com 30 minutos no rendimento do OE do
Cymbopogon flexuosus
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Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos trés repeticdes isoladas. As

letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria

Cannon e colaboradores (2013) avaliaram o tempo de extragdo em
espécies como hortela-pimenta, palmarosa e capim-limao. Para o ultimo, encontraram
que o melhor tempo de destilagcéo foi de 20 minutos, com rendimento de 1,89% (m/m),

devido ao custo-beneficio proporcionado, economia de mao de obra e gastos
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energéticos. Aos 80 minutos, obtiveram o maior rendimento liquido, 2,21%. Os autores
constataram que nao houve diferenga significativa no rendimento do OE nos
tratamentos de destilacdo de 20 a 160 minutos. No tempo de 240 minutos, houve
perda no rendimento do OE, possivelmente, devido a evaporagdo deste,
demonstrando que a extracdo em intervalos de tempo menores pode ocasionar
melhor custo-beneficio, seja no ambito econdmico ou da sustentabilidade (CANNON
et al., 2013).

Em contrapartida, Zheljazkov e seus colaboradores (2011), avaliando
o tratamento com fertilizantes e tempo de colheita, tiveram um rendimento de 0,35 a
0,60%, a partir da biomassa seca, rendimento apropriado, de acordo com os autores,
para essa espécie de capim-limao (ZHELJAZKOV et al., 2011).

Padalia e seus colaboradores (2021), avaliando a frequéncia da
colheita no rendimento do 6leo essencial do C. flexuousus, tiveram rendimentos entre
0,65 a 0,75% (entre os diferentes métodos de colheita), utilizando a hidrodestilagao.
O rendimento é superior ao encontrado neste trabalho (0,12 a 0,32%). Ja Nath e seus
colaboradores (2002), comparando o rendimento entre variedades distintas de capim-
limao, pelo método de hidrodestilagéo, utilizando folhas frescas, encontraram 1,10 a
1,68% em volume de 6leo por massa fresca do material vegetal.

Nota-se que o rendimento ¢é influenciado por varios fatores, entre eles
o tempo de destilagao, quimiotipo, massa do material vegetal, frequéncia da colheita,
desenvolvimento da planta. Vale destacar que, industrialmente, a destilacdo por
arraste a vapor tem maior importancia, devido ao seu custo-beneficio, comparado aos

outros métodos de extracao.

5.4 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DA ARVORE DO CHA

Inicialmente, foi analisado o rendimento (Tabela 10 e Grafico 9) obtido
através da utilizagdo dos ramos e folhas (destacadas manualmente). Para os ramos,
foram utilizados 100 gramas do material refrigerado e, para as folhas, 50 gramas do

material refrigerado da mesma coleta.
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Tabela 10 — Comparacédo do rendimento do OE obtido através da destilagdo por
arraste a vapor dos ramos e das folhas da Melaleuca alternifolia

Tipo de material Ramos Folhas
Solugao extratora - - RL
Concentragao (mg/mL, %) - - 0,1
Rendimento (m/m, %) 1,84° 1,962 2,122
Desvio Padrao 10,29 +0,23 +0,20

Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos trés repeticdes isoladas. As

letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria

Grafico 9 — Comparacao do rendimento do OE obtido através da destilagao por
arraste a vapor dos ramos e das folhas da Melaleuca alternifolia
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Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos trés repeticdes isoladas. As
letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor=<0,05.

Fonte: autoria prépria

Logo, foi encontrada diferenga significativa entre os rendimentos
obtidos, sendo que, para os ramos, obteve-se um rendimento de 1,84% e, para as

folhas, de 1,96%, sem aplicagdo da solugao extratora, e 2,12% com aplicagcado da
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solugao de RL 0,1%.

O rendimento da extragcdo das folhas foi maior que o obtido com os
ramos. O mesmo resultado foi observado por Castelo e seus colaboradores (2013),
quando compararam o rendimento de galhos finos com as folhas, através do método
de destilacao por arraste a vapor. Neste estudo, foi obtido rendimento de 0,47% (m/m)
para as folhas e 0,36% para a extracdo com folhas e galhos finos, o que pode ser
explicado pela maior fragilidade das folhas comparada com os galhos, facilitando a
extracdo dos compostos volateis contidos (CASTELO et al., 2013). Ja Johns e
colaboradores, (1991) pelo mesmo método de destilagao, obtiveram rendimento de 1
a 4% (v/m). Maria de Figueiredo (2006), avaliando o rendimento do OE de acordo com
0 més de colheita, obteve rendimentos de 3 a 4%, grama de 6leo por matéria seca,
pelo mesmo método, sendo que o melhor rendimento (4%) foi obtido no més de
novembro.

Segundo Silva e colaboradores (2003), o processo de secagem nao
altera significativamente o rendimento do OE da M. alternifolia, que variou entre 1,09
a 1,37 % em seu estudo, dependendo do método de secagem utilizado (SILVA et al.,
2003). Sendo assim, os valores encontrados neste trabalho se encontram dentro dos
descritos na literatura.

Para os experimentos posteriores, a utilizagdo dos ramos foi adotada
como padrao, uma vez que o processo de destacar as folhas manualmente nao é
viavel devido ao tempo necessario. Além do tempo padrao, foram avaliados os tempos

de extragao de 30 e 90 minutos (Tabela 11 e Grafico 10).

Tabela 11 - Influéncia do tempo de extracdo no rendimento do OE da Melaleuca
alternifolia

Tempo (min)

30 60 20
Rendimento (m/m, %) 1,51b 1,73% 1,892
Desvio Padrao +0,20 +0,12 +0,04

Os resultados estao apresentados como médias de pelo menos trés repeticdes isoladas. As
letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria
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Grafico 10 - Influéncia do tempo de extracdo no rendimento do OE da Melaleuca
alternifolia
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Os resultados estdo apresentados como médias de pelo menos trés repeticdes isoladas. As
letras diferentes indicam diferenca significativa em ANOVA seguida de teste Tukey com p-
valor<0,05.

Fonte: autoria propria

O maior rendimento foi obtido com tempo de extracdo de 90 minutos
(1,89%). Para Castelo e seus colaboradores (2013), nesse mesmo periodo, foi obtido
rendimento de 0,36%. Nota-se que, para cada tempo, ocorreu um aumento nos
rendimentos, demonstrando que ainda havia OE nas plantas. Entretanto, deve-se ter
em mente que, nos processos com intervalos de tempo maior, o gasto energético
também ¢é maior e que, possivelmente, a pequena diferenga ndo seja
economicamente viavel. Por isso, a utilizacdo de um tempo maior ou menor na

extracido deve ser planejada dependendo do objetivo do pesquisador ou produtor.
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Tabela 12 - Influéncia da aplicagcao das solugdes extratoras no rendimento do OE da
Melaleuca alternifolia

Solugao extratora Controle RL NaCl
Concentragao (mg/mL, %) 1 30
Volume (mL) 1 1 2 3 1
Rendimento (m/m, %) 1,842 1,762 1,812 1,802 1,852
Desvio Padrao +0,29 +0,06 10,03 0,12 +0,04

Os resultados estdo apresentados como médias de pelo menos trés repeti¢gdes isoladas
isolados. As letras diferentes indicam diferenga significativa em ANOVA seguida de teste
Tukey com p-valor<0,05.

Fonte: autoria propria

Grafico 11 - Influéncia da aplicacao das solugdes extratoras no rendimento do OE da
Melaleuca alternifolia
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Os resultados estdo apresentados como médias de pelo menos trés repeticdes isoladas
isolados. As letras diferentes indicam diferenga significativa em ANOVA seguida de teste
Tukey com p-valor<0,05.

Fonte: autoria prépria

Avaliando os tratamentos com as solugdes intensificadoras, com
aplicacao de 1, 2 e 3 mL de solugcao de RL 1%, os rendimentos obtidos foram de 1,76,
1,81 e 1,80%, respectivamente (Tabela 12 e Grafico 11). Porém nota-se que nao
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houve diferenca estatistica entre os resultados.

Com base em todos os tratamentos avaliados, é possivel afirmar que
a aplicacao das solucbdes intensificadoras ndo proporcionou o rendimento esperado
com a M. alternifolia e que o tempo de extracao é, até o momento, a variavel mais
significativa. Devido a falta de trabalhos nessa vertente, € necessario que outras

analises extrativas sejam realizadas a fim de confirmar os resultados obtidos.

5.5 ANALISE DA COMPOSICAO DoOs OLEOS ESSENCIAIS

Os OEs extraidos foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) a fim de avaliar sua composicao
quimica e identificar se houve alguma alteragdo nesta composicao (principalmente de
compostos majoritarios) devido a aplicagdo das solugdes extratoras. A concentragéo
dos compostos majoritarios representa a qualidade do OE, assim como suas
caracteristicas organolépticas, e geralmente sdo as espécies quimicas que
apresentam as atividades farmacolégicas.

O C. flexuosus tem como constituintes majoritarios os aldeidos
geranial e neral (sendo que a mistura dos isbmeros € denominada citral), que
caracterizam o odor adocicado de limao exalado ao fragmentar suas folhas e
apresentam maior importancia econémica.

Para o capim-limao, realizou-se a analise da amostra obtida a partir
do experimento controle e da amostra com a aplicagdo da solucédo de RL 1%. No
cromatograma do controle (Figura 23a), foram identificados como compostos
majoritarios o geranial (48%), o neral (35%) e o limoneno (2,2%), representando cerca
de 85% do OE.

Na amostra com a aplicagao da solugdo extratora de RL 1% (Figura
23b), os mesmos compostos foram encontrados com as seguintes proporgdes:
geranial (46%), neral (35%) e limoneno (2,3%), representando aproximadamente
83,3% do OE. Foi possivel identificar uma pequena diferenca na composi¢cao que
pode ter ocorrido devido a fatores intrinsecos da propria espécie ou extrinsecos, como

a coleta, o processamento e a destilagao.
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Figura 6 - Cromatograma das amostras do OE extraido de Cymbopogon flexuosus

a) Cromatograma da amostra controle
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Parikh e Desai (2011) determinaram que a concentragdo de citral
(soma dos isébmeros geranial e neral) era de 68 a 75%, resultado proximo ao
encontrado neste trabalho (81% e 83%). Entretanto, existe uma diferenga na presenca
de compostos minoritarios: o limoneno, por exemplo, ndo é encontrado em suas
analises, situagao comum devido a grande variabilidade na presenga dos compostos

minoritarios (PARIKH; DESAI, 2011). A mesma proporgcao foi encontrada nos
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experimentos de Padalia e seus colaboradores (2011), que identificaram altos teores
de geranial e neral nas espécies de C. flexuosus (PADALIA et al., 2011). Chowdhury
e colaboradores (2010) encontraram 2% de limoneno em sua composi¢do, assim
como outros compostos oxigenados (CHOWDHURY et al., 2010).

Logo, pode-se observar que as concentragcbes dos compostos
majoritarios ndo foram afetadas apds a aplicacao da solugdo de RL 1%, apresentando
apenas uma pequena variagao entre a quantidade de limoneno e geranial.

O OE da amostra controle da citronela (Figura 24a) apresentou como
compostos majoritarios o citronelal (37%), o geraniol (29%) e o citronelol (13%) e
minoritarios o geranial (6%), o neral (6%) e o limoneno (2,5%), totalizando,
aproximadamente, 95% da composicao do OE.

Ja com a aplicagdo do RL 1% (Figura 24b), foram identificados, em
diferentes proporgdes, os compostos majoritarios — citronelal (41%), geraniol (31%) e
o citronelol (15%) — e minoritarios — geranial (3,5%), limoneno (2,8%) e o neral (1,7%)
—, totalizando, aproximadamente, 95% da composicido. Os resultados obtidos estédo
de acordo com o relatado por Rocha e colaboradores (2000), o que é relevante por
serem as substancias com maior valor comercial. Timung e seus colaboradores (2016)
relataram que os OEs obtidos por hidrodestilagdo apresentam citronelal (55,24%),
citronelol (13,41%) e geraniol (26,29%), assim como outros constituintes em pequenas

quantidades.
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Figura 7 - Cromatograma das amostras do OE extraido de Cymbopogon winterianus

a) Cromatograma da amostra controle
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O OE da M. alternifolia (Figura 25a e 25b) apresentou os seguintes

a-pineno,

sabineno,

a-terpineno,

y-terpineno,

terpineno-4-ol e o-terpineol. Entretanto, existe uma diferengca na porcentagem

esperada de cada composto, de acordo com a ISO 4730. Essa divergéncia pode ser
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explicada pela idade da planta utilizada na extragdo. Portanto, o OE extraido néo
apresentou as caracteristicas desejadas e necessarias para o mercado de acordo com
a norma técnica. Contudo, ndo existe diferenga entre as porcentagens dos compostos
quando comparado o cromatograma do OE com aplicagdo da solugéo extratora e o
controle, sendo assim a aplicacdo da solugao extratora nio interferiu na composi¢cao
do OE obtido.

Figura 8 - Cromatograma das amostras do OE extraido de Melaleuca alternifolia

a) Cromatograma da amostra controle
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, pode-se concluir que o extrator
de bancada desenvolvido é adequado para extracdo de OEs das espécies das ervas
aromaticas utilizadas, apresentando pouca variabilidade e bons rendimentos. Além
disso, pode-se inferir que 0 armazenamento do material vegetal nao influencia no
rendimento da extracao.

Para a espécie Cymbopogon winterianus, o rendimento ficou entre
0,56 a 1,03% (m/m). O melhor resultado (0,89 %) foi obtido com a aplicagdo de 1 mL
da solugao de RL 1%, demonstrando a influéncia da solugéo extratora no rendimento.
Comparando esses rendimentos, percebe-se um ganho de 0,27% em relagédo ao
controle, o que, em escalas industriais, tem grande relevancia. Ao avaliar o tempo de
extracdo e a aplicacdo da solucdo de DC 2%, os rendimentos variaram entre 0,95 a
1,03%.

Para Cymbopogon flexuosus, os rendimentos variaram entre 0,26 e
0,32%. Entretanto, o melhor resultado foi obtido com a condi¢&o controle (0,32%). As
extracdes realizadas com 30 minutos com adicdo das solugdes extratoras tiveram
rendimento entre 0,29% a 0,31%, apresentando melhor custo-beneficio.

Em relacdo as extragdes com Melaleuca alternifolia, o rendimento,
com as folhas destacadas dos ramos (2,12 e 1,96 %) foi maior do que com o0s ramos
(1,84%). O estudo cinético demonstrou que as extracbes com 30, 60 e 90 minutos
apresentaram rendimentos de 1,51; 1,73 e 1,89% respectivamente. Com relacédo a
aplicacao das solucgdes extratoras, o rendimento variou entre 1,76 a 1,85 %.

Através da técnica de GC-MS, foi confirmada a presenca dos
compostos majoritarios, assim como a pureza dos OEs obtidos por meio da extragéo
por arraste a vapor. A unica exceg¢ao foi o OE da M.alternifolia, apresentando
porcentagens distintas ao encontrado na literatura, o que pode estar relacionado a
idade da planta.

Para estudos posteriores, € necessario avaliar a influéncia do tempo
de extragdo para Cymbopogon winterianus, uma vez que, devido a limitagdo da
quantidade do material, esses experimentos ainda ndo foram realizados. E relevante
avaliar também a aplicagcao de outros compostos anfifilicos de origem natural para a
extracdo dos OEs e aumentar a escala da extragao para escalas piloto ou industrial,

analisando se os resultados sao reprodutiveis.
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