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RESUMO

A producdo de tangerinas e seus hibridos no mundo atingiu 55,3
milhdes de toneladas em 2019. O suco corresponde a apenas 43% do peso
dos frutos e é extraido por processo de prensagem. O restante & considerado
residuo agroindustrial, mas poderia ser processado para gerar subprodutos de
valor agregado como melago, pectinas, fibra, extratos vegetais, oleos - vegetal
das sementes e essencial das cascas. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
obter o extrato bruto do residuo da industria de suco de tangerina ponkan,
Citrus reticulata Blanco, rico em d-limoneno por diferentes métodos de
extracao. O residuo foi cortado em pedagos de aproximadamente 1 cm?, seco
em estufa com circulagao de ar, a 50 °C durante 15 h. Verificou-se a umidade
do residuo apos a secagem por método gravimétrico. A umidade do residuo
seco foi de 8,53% e definiu-se a granulometria de 20 mesh para as extragdes.
As extracdes do oOleo essencial foram realizadas por hidrodestilacdo, em
aparelho Clevenger, com 50 g do residuo, 500 mL de agua destilada durante 2
h de extracdo. O rendimento em 6leo essencial foi de 0,4% com fracdo de d-
limoneno de 87,65%. As extragcdes Soxhlet, foram realizadas com 5 g e 150 mL
de hexano e resultaram em 1,94% de extrato bruto com fracdo de d-limoneno
de 44,83%. A extracdo com CO, supercritico - que resultou no melhor
rendimento - foi a 80 °C, 10 MPa e razdo massica biomassa: cossolvente de
1:2, na qual se obteve 1,69% de extrato e 77,70% de d-limoneno. A extragao
com propano subcritico sendo o melhor rendimento obtido nas condigdes de 40
°C e 15 MPa e que resultem em 2,35% de extrato com 89,38% de d-limoneno.

Palavras-chave: Oleo essencial, hexano, propano, CO, supercritico, d-
limoneno.



ABSTRACT

The global harvest of tangerines and their hybrids reached 55.3 million
tons in 2019. The production of juice corresponds to 43% of the total harvest of
the fruits and is usually extracted by an extrusion process. The leftover biomass
is considered agro-industrial waste but has the potential to be further processed
to generate value-added by-products such as molasses, pectin, fibers, plant
extracts, seed oils, and essential oils. In this study, the aim was to extract d-
limonene-rich oil from the residue of the Ponkan mandarin (Citrus reticulata
Blanco) juice industry utilizing different extraction methods. The residue was cut
into pieces of approximately 1 cm? and dried in an oven with air circulation, at
50 °C fot 15 hours. The moisture content of the dried sample was determined to
be 8,53 % w/w by gravimetric method. The residue was subsequently ground in
a knife mill and a particle size analysis was carried out. Samples in mesh 28
were subsequently used for all extraction. The essential oil extractions were
carried out by hydrodistillation with a Clevenger apparatus, with 50 g of the
residue, 500 mL of distilled water for 2 h of extraction. The essential oil yield
was 0.4 % with d-limonene concentration of 87,65 %. Soxhlet extractions were
performed with 5 g and 150 mL of hexane and resulted in a of crude extract with
a d-limonene concentration of 44,83 %. The extraction with supercritical CO»
that resulted in the best yield was at 80 °C, 10 MPa and biomass:cosolvent
mass ration of 1:2, in which 1,69 % extract and 77,70 % d-limonene ware
obtained. The extraction with subcritical propane that resulted in the best yield
was obtained in the conditions of 40 °C and 15 MPa and results in 2,35 %
extract and 89,38 % of d-limonene

Key-words: Essential oil. Hexene. Propane. CO,. Supercritical. D-limonene
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1 INTRODUGAO

A conscientizacdo sobre os impactos econdémicos e ambientais da
geragao de residuos exige uma transigao para praticas mais sustentaveis e a
adogao dos conceitos de economia circular, o que significa reutilizar, reparar,
reformar e reciclar os materiais e produtos existentes. O que foi anteriormente
considerado um residuo, torna-se fonte de recursos (ROZINA et al., 2021;
TEIGISEROVA et al., 2021).

Os frutos citricos sado produzidos principalmente para o consumo in
natura, mas também para a producao de sucos de frutas. A industria de suco
citricos brasileira produz grande quantidade de residuos que podem ser
reaproveitados como matéria-prima de produtos de alto valor agregado. O
Brasil produz aproximadamente 960 mil toneladas por ano de tangerinas em
uma area de cerca de 52 mil hectares plantados. O suco corresponde a apenas
43% do peso dos frutos e o restante do fruto é considerado residuo
agroindustrial, mas que poderia ser processado em subprodutos de valor
agregado como melago, pectinas, fibra, 6leos de sementes e 6leos essenciais
(PALAZZOLO et al., 2013; IBGE, 2018; SEBRAE, 2020).

Residuo de tangerina Ponkan (Citrus reticulata Blanco) pode ser uma
matéria-prima eficaz para a extracdo de componentes bioativos naturais, como
d-limoneno, um produto quimico de alto valor agregado amplamente explorado
nas industrias alimenticia, farmacéutica, cosmética e na industria de pesticidas
e produtos de limpeza. Tal exploragao, representa um impacto benéfico para a
sociedade, agregando valor a residuos, coprodutos e subprodutos (SHORBAGI
et al. 2022).

Estudos realizados por Gehardt et al. (2012), Tao (2014) e Hou et al.
(2019) mostraram que o 6leo essencial de tangerina ponkan possui atividade
fungicida e bactericida de amplo espectro. Rashid et al. (2013) relataram que
OEP é uma matéria-prima com grande potencial para produgao de biodiesel.
Kwangjai et al. (2020) relataram que o OEP possui bioativos ansioliticos que
modificam as ondas cerebrais, contribuindo para que a fase do sono de maior
recuperacdo de energia fisica ocorra por mais vezes e por periodos mais

longos. Ferreira et al. (2018) concluiram que o extrato da casca de Citrus
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reticulata Blanco possui propriedades antioxidantes, devido ao alto teor de d-
limoneno. Dosoky e Setzer (2018) relataram atividade protetora contra fibrose
pulmonar.

O residuo de tangerina ponkan € composto por cascas, sementes e
parte da polpa dos frutos e corresponde a aproximadamente 57% dos frutos.
Segundo Colodel et al. (2018), as cascas contém pectina, sacarose e
hemicelulose. Além disso, pode-se obter ainda o6leos essenciais e extratos
vegetais a partir do residuo de ponkan.

Segundo Singh, Kaur e Yadav (2021) e Kwangjai et al. (2020), o d-
limoneno € o componente majoritario do 6leo essencial de ponkan. Desta
forma, este estudo teve por objetivo investigar o solvente com maior
seletividade ao extrato de residuo de ponkan, visando a otimizacdo dessa
extragao para obter d-limoneno.

De acordo com Singh, Kaur e Yadav (2021) e Al-hammi et al. (2016) o
d-limoneno pode ser obtido da casca e de residuos de citricos por técnicas de
extracdo, como a hidrodestilacdo, extragdo Soxhlet, extracdo com fluido
supercritico. A extragdo supercritica pode-se ainda adicionar cossolventes
capazes de aumentar o poder de solvatacdo dos compostos de interesse
(SINGH et al., 2021; AL-HAMIMI et al., 2016).

Desta forma, o presente estudo fornecera uma investigacédo e
avaliagcao comparativa do desempenho de métodos de extracido e de solventes
para valorizacdo do residuo por meio da extracdo do d-limoneno, visando
agregar valor a um residuo agroindustrial tornando-o comercialmente viavel,

gerando empregos e contribuindo para o bem-estar dos consumidores.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
Obter o extrato do residuo da industria de suco de tangerina ponkan,

Citrus reticulata Blanco, com alta fracdo de d-limoneno por diferentes métodos

de extracao e solventes.
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1.1.2 Objetivos Especificos

a. Obter o residuo de ponkan;

b. Preparar a matéria-prima por secagem e moagem;

c. Caracterizar a matéria-prima por teor de umidade, cinzas, extraiveis
totais, teor de pectina, teor de lignina, teor de carboidratos e teor de dleo
essencial por hidrodestilacao;

d. Realizar a extracédo via método Soxhlet para obtencao do extrato de
residuo de Citrus reticulata blanco com os solventes etanol, agua, acetato de
etila, B-pineno e hexano;

e. Selecionar o melhor solvente utilizado na extragdao via método
Soxhlet para utiliza-lo como cossolvente nas extragcbes com fluidos
pressurizados;

f. Realizar extracdes preliminares com fluidos pressurizados com CO;
supercritico e propano subcritico e CO, supercritico com hexano como
cossolvente;

g. Otimizar as condi¢des extrativas com fluidos pressurizados utilizando
a ferramenta planejamento experimental.

h. Realizar a caracterizacdo quimica dos extratos a partir de diferentes
métodos de extracao; e,

i. Indicar o método de extracdo que possibilita a maior rendimento de

extrato e de d-limoneno.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste topico sdo abordados temas relevantes para o entendimento
deste estudo e a histéria da arte sobre a extracao de 6leo de residuo de Citrus
reticulata Blanco (ponkan), iniciando com a descrigéo dos grupos de tangerinas
e em seguida sobre caracteristicas, mercado e composi¢ao da ponkan e seus
derivados. A seguir, sdo apresentadas as caracteristicas, aplicagbes e mercado
do principal componente do 6leo de Citrus, o d-limoneno, e uma descricdo

sobre os métodos de extracado de dleo essencial e extratos.

2.1 TANGERINAS

As tangerinas sdo divididas em grupos de acordo com suas
caracteristicas mais marcantes, dos quais os principais sdo: Comum (Citrus
reticulata), Satsuma (Citrus unshiu), Mediterranea (Citrus deliciosa), King
(Citrus nobilis) e hibridos (EMBRAPA, 2018).

O grupo Satsuma (Citrus unshiu) é cultivado em paises subtropicais de
clima moderado, como China, Coréia e Japao, e é uma das frutas mais
consumidas nesses paises, pois possui casca de facil remogdo e nao
apresenta sementes (EOM, 2016). A casca deste tipo de tangerina contém
flavondéides e acido hidroxicinamico, possuindo deste modo diversas
propriedades medicinais (INOUE, 2010). Okitsu, Owari, Miyagawa s&o
exemplos de cultivares (EMBRAPA, 2018). A Figura 1 ilustra a tangerina
Okitsu.

FIGURA 1 CITRUS UNSHIU M., OKITSU.

Lo
FONTE: EMBRAPA (2016).



20

O grupo Mediterranea (Citrus deliciosa) tem uma de suas
caracteristicas mais marcantes o fato que sua casca apresenta uma grande
quantidade de glandulas produtoras de 6leos essenciais, responsaveis pelo
odor da fruta (MINTEGUIAGA, 2017). No Rio Grande do Sul, no Vale do Cai, a
principal regido citricola do Estado, as tangerinas mediterrdneas sdo as mais
produzidas, se destacando a montenegrina e a cai (mexerica-do-rio)
(EMBRAPA, 2016). Estas cultivares s&o ideais para a produgdo de o6leos
essenciais, porém apresentam o problema de alternancia de produg¢ao, em que
um ano se tem uma grande produgao, seguido por um com pequena produgao.

A Figura 2 exemplifica a espécie Citrus deliciosa.

FIGURA 2 CITRUS DELICIOSA T., MONTENEGRINA

FONTE: EMBRAPA (2018).

O grupo Comum (Citrus reticulata) apresenta uma grande variedade de
caracteristicas, sendo dividido em dois subgrupos: Ponkan e Clementina.
(EMBRAPA, 2018). A tangerina Clementina tem grande importadncia no
Marrocos e na Espanha, onde se cultivam as variacdes: Fina, Nules, Esbal,
Oroval e Marisol (PIO et. al., 2006).

Dentro do grupo comum (Citrus reticulata), a ponkan, foco deste
estudo, € uma das cultivares mais produzida no mundo. Por ser caracterizada
como um fruto pouco suculento, grande, de formato globuloso e
moderadamente achatado, casca pouco aderente, sabor e odor suaves, casca
e polpa de coloragdo alaranjada e poucas sementes, possui grande aceitagcao
pelo consumidor (MOREIRA, 2013). A Figura 3 mostra a estrutura da tangerina

ponkan.
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FIGURA 3 CITRUS RETICULATA BLANCO, PONKAN.

FONTE: EMBRAPA (2018).

2.1.1 PONKAN - Citrus reticulata Blanco

As tangerinas ponkan pertencem a familia Rutaceae e possuem o
nome cientifico de Citrus reticulata Blanco. Os frutos possuem em média 162 g,
11 sementes, coloragdo amarelo-alaranjada, forma oblata, casca rugosa com
glandulas de oleo proeminentes, apice deprimido e base cbncava com
colarinho e pescogo (P10, 2001; MINTEGUIAGA, 2017).

A producado de tangerinas e de seus hibridos no mundo atingiu 55,3
milhées de toneladas em 2019. A China é o maior produtor, com 71% da
producdo mundial, em que a cultivar mais produzida é a tangerina ponkan. O
Brasil produziu 984 mil toneladas no mesmo periodo em uma area de cerca de
52 mil hectares plantados (IBGE, 2018). A producgéo brasileira de citricos é
localizada principalmente nos Estados de Sdo Paulo, Parana, Minas Gerais e
Rio Grande do Sul (EMBRAPA, 2018).

A regido do Vale do Ribeira responde por 75% da produg¢ao do Estado
do Parana, com 5,6 mil hectares. O municipio de Cerro Azul, onde foram
adquiridos os frutos deste estudo, tem a maior producdo individual no pais e
responde por 9,8% da oferta das variedades ponkan, montenegrina e murcote
(SILVA, 2018, COMEC, 2020). De acordo com a CopaVale (Cooperativa de
produtores agricolas do Vale da Ribeira), em 2022 foram produzidas na regiao
do Vale da Ribeira 81 mil toneladas de ponkan.

A tangerina ponkan é bastante apreciada pelo consumidor brasileiro.
No Estado do Parana, a maturacido de seus frutos ocorre nos meses de margo
a agosto. O suco corresponde a apenas 43% do peso dos frutos e é extraido
por processo de prensagem. O restante do fruto é considerado residuo

agroindustrial, mas que poderia ser processado em coprodutos de valor
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agregado como melago, pectina, fibras, extratos vegetais, 6leos de sementes e
Oleos essenciais (PALAZZOLO et al., 2013; ZEMA, 2018).

A casca da ponkan contém teor de pectina em torno de 20% e 60% de
sacarose (COLODEL, 2018). Estudos realizado por Colodel et al. (2018), foram
analisados os polissacarideos da parede celular da casca do ponkan e
encontrados 25,6% de pectinas e 3,6% de hemiceluloses. Neste estudo,
empregou-se extragdes sequenciais usando agua e solugdes aquosas de
oxalato de amodnia (0,5%) e de acido citrico (pH 2,5).

Chen et al. (2016) investigaram as condi¢gdes de extragao para obter o
maior rendimento de pectina da casca da tangerina. As condigbes O6timas
foram: poténcia do micro-ondas de 704 W, temperatura de 52,2 °C e tempo de
extracado de 41,8 min. Nessas condi¢des, o rendimento da pectina foi de 19,9%
com base no residuo insoluvel em alcool.

Além do teor de pectina, pode-se obter 6leos essenciais e extratos
vegetais a partir do residuo de ponkan. Segundo estudos realizados por Singh
et al. (2021) e Kwangjai et al. (2020), o d-limoneno € o componente majoritario
do d6leo essencial de ponkan. Desta forma, o presente trabalho teve por
objetivo investigar o solvente com maior seletividade ao extrato de residuo de

ponkan, visando a otimizacao dessa extracao para obter d-limoneno.

2.2 Extrato e 6leo essencial de Ponkan

No Brasil a Resolugédo 2 de 2007 da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) traz a definicdo de oleo essencial (OE):

Séao produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico
(destilagao por arraste com vapor de agua, destilagdo a pressao
reduzida ou outro método adequado). Os 6leos essenciais podem se
apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados,
desterpenados ou concentrados. Entende-se por retificados, os
produtos que tenham sido submetidos a um processo de destilagéo
fracionada para concentrar determinados componentes; por
concentrados, os que tenham sido parcialmente desterpenados; por
desterpenados, aqueles dos quais tenha sido retirada a quase
totalidade dos terpenos (ANVISA, 2007).

Esta mesma Resolugdo traz a definicdo de extrato seco como o

produto obtido por esgotamento, a frio ou a quente, a partir de matéria-prima
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vegetal seca com solventes permitidos. Devem conter os principios sapidos
aromaticos volateis e fixos correspondentes ao respectivo produto natural e
devem ser obtidos com a eliminagdo total ou parcial do solvente (ANVISA,
2007).

2.2.1 Caracteristicas, aplicagdes e composi¢cao do 6leo essencial de ponkan

O dleo essencial de ponkan (OEP) possui as mesmas caracteristicas
que os citricos, isto é, apresenta grande capacidade antioxidante, fungicida e
principalmente bactericida (TAO, 2014). Sdo caracterizados de acordo com o
grau de maturidade do fruto e do método de extragdo utilizado, sendo
categorizados como o6leo verde, 6leo amarelo e 6leo vermelho (DUGO, 2011).
A aplicacdo deste 6leo ocorre em diversas areas como industrias de
perfumaria, alimentos e bebidas, materiais de limpeza e farmacéutica (SIMAS,
2015).

As caracteristicas fisico-quimicas do OEP s&o definidas pela ISO 3528
(1997), a qual declara que a densidade deve estar entre 0,848 e 0,855 e o
indice de refracao entre 1,474 e 1,478.

Em se tratando dos OEP, estudos realizados por Gehardt et al. (2012),
Tao (2014) e Hou et al. (2019) mostraram que o OEP possui atividade fungicida
e bactericida de amplo espectro. Rashid et al. (2013) relataram que OEP é uma
matéria-prima com grande potencial para produgao de biodiesel. Kwangjai et al.
(2020) relataram que o OEP possui bioativos ansioliticos que modificam as
ondas cerebrais, contribuindo para que a fase do sono de maior recuperagao
de energia fisica ocorra por mais vezes e por periodos mais longos. Ferreira et
al. (2018) concluiram que o extrato da casca de Citrus reticulata Blanco possui
propriedades antioxidantes, devido ao alto teor de d-limoneno. Dosoky e
Setzer (2018) relataram atividade protetora contra fibrose pulmonar.

A composigao quimica dos OE é determinada geneticamente, porém
pode ser alterada devido a estimulos do ambiente, ocasionando a seletividade
ou a biossintese de outros compostos. Dentre estes estimulos, podem-se citar:
a interacdo da planta com outros seres vivos, época do ano e horario de

colheita. Além disso, diferentes estresses abidticos, como seca, concentracao
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de sais e metais pesados no solo, temperatura e radiacao UV, podem reduzir a
captacao e difusdo de CO; e altera diferentes reacdes bioquimicas, o que inibe
ainda mais a fotossintese e a producao de 6leos essenciais e sua composi¢ao
(MAHAJAN, 2020; TEIXEIRA et al., 2014; FLEXAS et al., 2004). Sendo assim,
alguns autores encontraram diferentes composi¢ées quimicas para este 6leo

essencial, as quais sdo mostradas na TABELA 1.

TABELA 1 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE CITRUS RETICULATA
BLANCO

Componentes Componentes Componentes Pais de
majoritarios, intermediarios, minoritarios, estudo Autores
de 5,1 2 96,0% de 1,0 a 5,0% de 0,0 a 0,9%
) SINGH et
d-limoneno y -terpineno - India al.(2021)
. Tailandi KWANGJAI
d-limoneno B'p'gzpeon’g -3- a-pineno, B-fellandreno aflandia et al. (2020)
N EIRA
d-limoneno, a-pineno, B- Sabieno, p-cimeno, n- Brasil et%(/Sl(JzOﬂ)
y—terpineno pineno, B-mirceno  metilantranilato demetilo '
a-tujeno, a-pineno,
sabieno, B-pineno, a- GOMES et
d-limoneno, vy - , terpineno, o-cimeno, Brasil
terpineno Mirceno terpinoleno, terpinen-4-ol, al. (2011)
a-terpineol, metil éter timol
a-tujeno, a-pineno,
o B-pineno, y - sabieno, mirceno, r- . SIMAS et al.
d-limoneno terpineno cimeno, terpinoleno, linalol, Brasil (2015)

n-decanal

FONTE: A Autora (2022).

O OEP possui como componente principal o d-limoneno (entre 89% e
95%), além de outros terpendides em menor quantidade (SINGH et al., 2021;
KWANGJAI, 2020; SIMAS et al., 2015). A seguir, € apresentada uma breve

revisao da literatura sobre este composto.
2.3 D-LIMONENO

O d-limoneno (C1oH+s) € um hidrocarboneto alifatico incolor identificado
como o principal componente de OE de diferentes espécies citricas. E um
monoterpeno nao oxigenado, ciclico e constituido de duas unidades de

isopreno. Esse é conhecido por sua agradavel fragrancia citrica e € comumente



25

usado como agente aromatizante em alimentos (SINGH, KAUR e YADAYV,
2021), além de n&o ser toxico, possui propriedades organolépticas e
antioxidantes. Por conta disso, possui aplicacdo em inumeras industrias, como
em perfumes, tintas, componente de bio-pesticidas, bebidas e alimentos
(GOTTUSO et al., 2020; SARPIETRO et al., 2021). Este composto possui
caracteristicas medicinais, sendo quimio-preventivo, antiproliferativo, anti-
inflamatadrio e ansiolitico (SARPIETRO et al., 2021; SONG et al., 2021).

O limoneno aparece na natureza como dois enantidmeros, R-(+)-
limoneno e o S-(-)-limoneno. O S-(-)-limoneno ou L-limoneno é adquirido de
pinheiros e carvalhos, mas ndo possui a mesma pureza que o R-(+)-limoneno
ou d-limoneno é obtido da casca de citricos. Deste modo, o mais utilizado é o
R-(+)-limoneno’ (OLSEN et al., 2004; LOPRESTO et al., 2014; REHMAN et al.,
2021). O d-limoneno foi reportado em mais de 300 dleos essenciais vegetais,
com concentragao variando entre 1 e 95%. Nos 6leos essenciais citricos, € um
dos principais constituintes (cerca de 68 a 98% em peso) e um dos principais
componentes de residuos de Citrus, com até 4% em peso (NEGRO et al.,
2016).

O d-limoneno e seus derivados possuem propriedades bioativas que ja
foram amplamente testadas. Compostos como linalool e citronelol possuem
acao anticonvulsivante (PASSOS, 2009). O alcool perilico ja demonstraram
bons resultados em estudos de tratamento de células malignas (MURRAY,
2013).

Este monoterpeno € uma matéria-prima ideal para fungdes
biocataliticas que levam a produgdo natural de aromas e fragrancias de
terpendides e pode ser convertido em diversos compostos de alto valor
agregado, como a-terpineol, mentol, carvona, limonene-1,2-diol e alcool perilico
(ROTTAVA et al., 2011; BICAS et al., 2010; BECERRA et al., 2018).

Como participa de varios processos e varias rotas reacionais sao
possiveis a partir do d-limoneno (Figura 4), este possui um alto valor agregado
(GOTTUSO et al., 2020; REN et al., 2020). Derivados do d-limoneno como

'A nomenclatura IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) correta para
estereodescritores é r-limoneno e s-limoneno, porém se emprega comumente para produtos
naturais os prefixos d e |, respectivamente substituindo os prefixos r e s. (UIPAC, 2021)
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carveol, a-terpineol e epdxidos podem chegar a custar de duas a dez vezes
mais o valor de seu precursor, o que torna o d-limoneno uma importante
matéria-prima. Além disso, o d-limoneno foi identificado como um produto de
base bioldgica eficaz para substituir compostos organicos volateis (VOCs) e

como um solvente de extragédo para processos de separagao (GRV, 2019).

FIGURA 4 TRANSFORMACOES DO D-LIMONENO
S OK Linalol Limoneno-diol \ J_<o >_<
A Epodxido-limoneno
Epoxido-limoneno /

AN s

d-limoneno Alcool Perilico
Carvona Carveol l
(o] (o] OH
, HO >_0
AN — — L X O
[o)
Mentofurano cis-isopulegona Isopiperitenona  trans-isopiperitenol a-terpineol Acetato Perilico

FONTE: Adaptado de Ren et al. (2020).

O d-limoneno pode ser obtido da casca e de residuos de citricos por
técnicas de extracdo, como a hidrodestilacdo, extracdo com solventes via
método Soxhlet, extragdo com fluido supercritico. A extracdo supercritica pode-
se ainda adicionar cossolventes capazes de aumentar o poder de solvatagao
dos compostos de interesse (SINGH et al., 2021; AL-HAMIMI et al., 2016).

2.4 METODOS DE EXTRACAO DE CIiTRICOS

O método de extracdo € um dos fatores que define o perfil quimico dos
extratos e pode ser utilizado de acordo com a finalidade do uso do dleo
extraido. Neste estudo foram avaliados os métodos de extragcdo por
hidrodestilacdo e extragdo por solvente. Nesta foram adotados solventes
organicos na pressao atmosférica, pressurizado e pressao supercritica em
diferentes temperaturas.

Para realizar a extracdo, o residuo sofre um pré-tratamento que
consiste de secagem e moagem. O tempo de secagem variade 12ha24 hea

temperatura na faixa de 45 °C a 50 °C (Golmohammadi, 2018; Ozturk et al.,
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2019). Dao et al. (2020) utilizaram cascas de Citrus reticulata Blanco com
didmetro de particula entre 1 e 3 mm. Boudjit et al. (2022) utilizaram pé de

cascas de Citrus de didmetro de particula entre 0,1 e 1 mm.
2.4.1 Hidrodestilagao

A hidrodestilagdo é uma técnica tradicional de extragcdo de dleo
essencial que consiste na evaporacao de liquidos imisciveis. A simplicidade do
equipamento e sua alta seletividade sao aspectos positivos desta abordagem.
Com a utilizagdo do aparelho tipo Clevenger, mostrado na Figura 5, € possivel

extrair e separar compostos volateis e ndo volateis (BANDONI, 2003).

FIGURA 5 APARELHO CLEVENGER PARA OBTENCAO DE OLEO ESSENCIAL

&
Condensador

Tubo de
separagdo < |
graduado

_+ Tubo de arraste

Baldo de
l,./'deati\a;ﬁo

L

FONTE: Adaptado de Rozwalka (2003).

_,Manta de
aquecimento

O material € imerso em agua e este sistema é aquecido até atingir o
ponto de ebuligdo. Se o aquecimento for por chama direta, o nivel de agua
deve ser suficiente para ndo degradar o material, mas € possivel recircular a
agua para suprir a necessidade deste solvente durante toda a extragcdo. A
seguir, os vapores passam por um condensador e como a agua € imiscivel com
as moléculas terpénicas do OE, os mesmos podem ser separados por
decantacdo (NEGRO, 2016; BRAHMI, 2021).

O tempo total de destilacdo é fungdo dos componentes presentes no

Oleo essencial. Se o 6leo contém compostos de alto ponto de ebuli¢do, o tempo
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de destilacdo deve ser mais longo. Porém, quanto maior o tempo, mais
provavel que haja degradagao térmica do material. Contudo, as variaveis que
interferem no rendimento de OE s&do o tempo de extragcdao e o tamanho de
particula da matéria-prima vegetal (NEGRO, 2016; BRAHMI, 2021; ATTI-
SANTOS et al., 2005).

Os principais pontos positivos estdo relacionados a sua simplicidade,
como baixo custo, e de facil manuseio. Enquanto os pontos negativos estao
associados ao fato da hidrodestilacdo ser um meétodo que requer tempo
elevado de extracdo e do material estar constantemente imerso em agua.
Deste modo, acarreta na hidrélise de certos componentes, como ésteres, na
polimerizagdo de outros, como aldeidos e na dissolu¢cdo de compostos
oxigenados como fenol na agua (HANDA et al., 2008; ASBAHANI et al., 2015;
YADAYV e YADAYV, 2016).

Sharma e Vashist (2015) extrairam 6leo essencial de cascas de Citrus
reticulata Blanco e obtiveram rendimento de 1,5% em base seca utilizando

cascas em po e tempo de extracio de 2 horas.

2.4.2 Extragao por solventes via método Soxhlet ou Extragado Soxhlet

A extragdo Soxhlet (Soxhlet Extraction — SE) foi relatada como a
técnica de extracdo mais eficiente, na qual a amostra é colocada em um
cartucho e o solvente, em um baldo de destilacdo. A SE tem como objetivo
proporcionar menor degradacado térmica. Os solventes mais utilizados sé&o
organicos, como: acetona, hexano, éter de petréleo, metanol, acetato de etila e
o etanol. A TABELA 2 mostra as temperaturas de ebulicdo dos solventes mais
utilizados em SE (AREIAS et al., 2000; LI et al., 2009; ESONYE et al. 2021).

TABELA 2 TEMPERATURA DE EBULICAO DE SOLVENTES ORGANICOS

Solvente Temperatura de ebuligao (°C)
Acetato de etila 77,2+0,2

Acetona 56,2 +0,3

Etanol 78,35+ 0,2

Eter de petréleo 36,1+0,2a68,7+0,3
Hexano 68,7 +£0,3

Metanol 64,7+0,3

B-pineno 166,0 £ 0,1

FONTE: Base de dados NIST.
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O B-pineno € um solvente renovavel, terpénico, encontrado como
componente minoritario no OE de Citrus e um dos componentes majoritarios no
OE de pinus, obtido na destilagado da terebentina (TANZI et al., 2012). Oliveira
(2018) observou que a utilizagdo de B-pineno extrai acidos graxos de cana-de-
acgucar de forma gradual e diretamente proporcional ao tempo e concluiu que é
possivel obter extratos com caracteristicas fisico-quimicas similares aos
extratos obtidos com hexano. Bertouche et al. (2013) utlizou a-pineno,
temperatura de ebulicdo de 156,8 °C, na extracdo de 6leo de amendoim, soja,
girassol e de oliva, mostrando que o a-pineno pode atuar como um possivel
substituinte de solventes oriundos de petroleo. Até o momento, ndo foram
encontrados na literatura trabalhos que utilizassem [B-pineno na extracdo de
RP1. Uma desvantagem do uso de [(-pineno é o seu alto ponto de ebuli¢ao,
166,1°C (NIST).

O processo pode ser efetuado de diversas maneiras, assistido por
ultrassom ou por micro-ondas, combinando a SE e a destilacdo a vapor e com
membranas. A mais tradicional € por meio do aparelho Soxhlet (Figura 6), no
qual o solvente é vaporizado, sobe até o condensador e o liquido condensado
goteja sobre a matéria-prima extraindo o 6leo. Quando o volume de liquido
atinge o nivel do sifao, todo o liquido é esgotado para o baldo. Entdo, se inicia
um novo ciclo de extracao e o solvente é recirculado através da amostra, o que
facilita a transferéncia de massa. Esta técnica é simples, porém a amostra
permanece na temperatura de ebulicdo do solvente durante todo o tempo de
extracédo (LI et al., 2009; DUPUY et al., 2011; ZHANG et al., 2012; PAVLIC et
al., 2021).

Existem muitos fatores que influenciam a taxa de extragdo, como
tamanho de particula, natureza do solvente, temperatura e agitagédo. Quanto
maior a area superficial da matéria-prima vegetal, mais o solvente é infiltrado
na amostra e mais facil se torna a transferéncia de massa. A polaridade dos
solventes é um fator de extrema importancia para a composicdo do extrato
obtido, pois solventes polares extraem compostos oxigenados em maior
quantidade, enquanto solventes apolares, hidrocarbonetos (KRISTIAWAN et
al., 2012; ESONYE et al. 2021).
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FIGURA 6 ESQUEMA DE EXTRACAO COM APARELHO SOXHLET

Saida de agua

Condensador
Entrada de agua

Aparelho

FONTE: Adaptado de Gastaldi (2010).

Solventes apolares, como o hexano, em muitos casos apresentam
caracteristicas vantajosas como: recuperagdes simples, baixo calor latente de
vaporizagao, estreita e baixa faixa de ponto de ebulicdo e alta solubilidade.
Contudo, sua aplicagdo traz sérias preocupagdes sobre saude, seguranca e
meio ambiente e, consequentemente, ¢é classificado como perigoso
(CASTEJON et. al., 2018).

Solventes polares mais estudados foram acetona, acetato de etila, iso-
propanol e etanol. Os solventes polares sdo considerados por estabilidade
térmica, baixa pressao de vapor e por ndo serem inflamaveis. Além disso, a
maioria deles é naturalmente ocorrente e derivado de agro-residuos (CHEMAT
et al., 2019; KUMAR et al., 2017; ESONYE et al., 2021).

Rashid et al. (2013) realizaram a SE de sementes de Citrus reticulata a
fim de obter acidos graxos. Foi utilizado como solvente hexano durante 6 h e
diametro médio de particula de 0,8 mm. O rendimento obtido foi de 28,5%.

Lopresto et al. (2014) realizaram a SE para obtengéo de d-limoneno a
partir de cascas de Citrus limon. Utilizaram 2 g de biomassa seca com diametro
de particula entre 125 ym e 1 mm e 50 mL de hexano. A extracdo ocorreu
durante 4 h na temperatura de ebulicido do solvente e o rendimento de d-

limoneno foi de 0,95%.
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Li et al. (2012) realizaram SE a partir de Citrus reticulata Chachi,
utilizando 1.0 g de cascas secas com diametro de particula entre 0,3 e 0,4 mm

e 30 mL de metanol. A extracido ocorreu durante 4 h a temperatura de 80 °C.

2.4.3 Extragdo com Solventes Pressurizados

2.4.3.1 Extragdo com Fluido Supercritico

A Extragdo com fluido supercritico (SFE — Supercritical Fluid Extraction)
tem sido considerada como tecnologia verde e método eficiente para extrair
compostos de matrizes naturais. Na SFE a matéria-prima vegetal é colocada
no extrator e neste o fluido supercritico entra em contato e carrega o 6leo
presente no material. Para a otimizacdo desse método de extracdo, as
variaveis, como temperatura e pressao de extracao, tempo de confinamento e
vazédo de fluido, sdo ajustadas. Apds a extracédo, o solvente é facilmente
separado do extrato obtido pela despressurizacdo do extrator. Os solventes
mais utilizados na SFE s&o diéxido de carbono, propano e butano (YOUSEF,
2019; ARAUJO et al., 2019; FRANCO-ARNEDO, 2020).

Neste método, as condigdes operacionais do processo sdo mantidas
acima da temperatura critica (Tc) e da pressao critica (Pc) do solvente para
fluidos supercriticos. Nessas condi¢gdes, 0 solvente exibe alta difusividade
(semelhante a gases) e alto poder de solvente (semelhante a liquidos),
caracteristicas que permitem maior transferéncia de massa e taxa de extracao.
Fluidos pressurizados apresentam maior poder de dissolu¢cado e propriedades
de transporte, que favorecem a alta capacidade de extracdo. Isso permite
substituir os solventes organicos, capazes de acelerar as reagdes de auto-
oxidagdo e decomposi¢ao do produto extraido (LONG, 2019; NDAYISHIMIYE,
2018; RIERA, 2004).

O processo de extracao supercritica ocorre em duas etapas: extracao
estatica e extragao dinamica. A extragao estatica € o periodo em que a célula
de extragédo € totalmente preenchida com solvente e a matéria prima vegetal
fica em contato com o solvente nas condigcbes de pressdo e temperatura de

operacgao para que ocorra a absorcado do solvente pela matéria prima. Apds o
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tempo de extracdo estatica, inicia-se a etapa de extragdo dindmica, nas
condi¢cdes de pressao e temperatura de operagcao como na etapa de extragao
estatica, em que o solvente flui continuamente a vazao constante e o extrato é
coletado (JUNCHEN et al., 2019; ARAUJO et al., 2019; HERBST et al., 2021).

A analise e compreensdo dos fenémenos de transporte e cinéticos da
SFE pode ser realizada por meio de representagao grafica. Em geral, as curvas
da cinética de extracdo sao construidas com a massa acumulada extraida
versus tempo de extragdo e pode-se observar trés regides principais, como
mostrado na FIGURA 7 (CORREIA et al., 2016; ARAUJO et al., 2019; HERBST
et al., 2021).

FIGURA 7 CURVA DE EXTRAGAO E SUAS REGIOES

Quantidade total de extrato no solido

—

Quantidade de extrato

Tempo ou quantidade de solvente ——
FONTE: ARAUJO (2019).

A primeira regido corresponde ao periodo de extragao a taxa constante
(CER — Constant Extraction Rate), na qual a transferéncia de massa é
predominantemente por convecgdo. Nesta regido, € possivel se obter a
solubilidade aparente do soluto. A segunda regido, periodo a taxa decrescente
de extracéo (FER — Falling Extraction Rate), na qual ocorre tanto difusdo como
convecgao. A terceira regido, periodo de taxa baixa de extragcado (DC — Diffusion
Controlled), na qual a transferéncia de massa ocorre predominantemente por
difusdo (SOVAVA, 2012; CORREIA et al., 2016; ARAUJO et al., 2019;
HERBST et al., 2021).
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A SFE é uma técnica de extracdo em que se obtém substancias
volateis, principalmente terpendides, e substédncias nao volateis como
olerresinas, acidos graxos e ceras cuticulares. A presencga de substancias néo
volateis nos extratos obtidos por SFE é proporcional ao tempo e a pressao de
extracdo (SOVAVA, 2012).

O diéxido de carbono (CO3) é muito utilizado para extragdo como fluido
supercritico por sua moderada pressao critica, 7,4 MPa, e baixa temperatura
critica, 31°C. Outras vantagens do uso do CO; sdo: nao ter odor e cor, seguro,
atoxico e nao inflamavel. No entanto, segundo Al-Hamimi et al. (2016), o CO,
supercritico (scCO;) € um solvente apolar e por isso ndo é um solvente
apropriado para a extracdo de compostos oxigenados fendlicos e terpendides.
Para superar esta desvantagem pode-se utilizar um cossolvente para aumentar
a solubilidade dos analitos em scCO; (SILVA et al., 2022; FRANCO-ARNEDO,
2020; LONG, 2019; NDAYISHIMIYE, 2018; OBA, 2017; AL-HAMIMI et al.,
2016).

Mira et al. (1999) realizaram estudo com cascas de laranja e
encontraram que as melhores condi¢gbes operacionais para extrair d-limoneno
com pureza superior a 99,5% sao de 12,5 MPa e 35°C. Atti-Santos et al. (2005)
compararam HD e scCO, para obtencédo de d-limoneno a partir de cascas de
lim&o e alcancaram rendimento de 5,45% e 7,93%, respectivamente. Yasumoto
et al. (2015) obtiveram o rendimento de 95% de d-limoneno a partir de extrato
de residuos citricos a 40 °C e 10 MPa. Jerkovic et al. (2015) avaliaram as
condicbes de extracdo de 6leo essencial de cascas de varias espécies de
Citrus com scCO, e obtiveram rendimento de d-limoneno superior a 53,4%
para condi¢cdes operacionais de 40 °C e 10 MPa.

Ndayishiye et al. (2018) realizou extragdo de cascas de Citrus junos
com scCO; e obteve 1,57% de rendimento a 20 MPa e 45 °C. Lopresto et al.
(2019) realizaram SFE com scCO; nas condicbes de 40 °C e 15 MPa para
extrair 6leo essencial rico em d-limoneno de cascas Citrus limon e obtiveram
rendimento de 3,3% de extrato. Rosa et al. (2019) utilizaram SFE com scCO,
nas condigdes de 40 °C e 30 MPa para obter extrato rico em acidos graxos de

sementes de Citrus reticulata Blanco.
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2.4.3.2 Extracdo com Fluido Subcritico

Outro solvente que vem sendo estudado para extragdo de matérias
naturais e tem apresentado resultados promissores € o propano subcritico
(scCsHg). As principais caracteristicas do propano séo: atéxico, possui presséao
critica de 4,25 MPa e temperatura critica de 98 °C. Porém, raramente propano
é utlizado acima de sua temperatura critica, devido ao risco de degradagéo de
compostos termolabeis (FETZER et al., 2021; CORREA et al., 2017; CAPUZZO
et al., 2013).

Estudos concluiram que o propano comprimido pode ser mais eficaz
para obtencdo de extratos naturais quando comparado ao scCO,, pois €&
possivel alcancgar altos rendimentos de extracdo em condicbes de pressao
mais baixas, quando comparado ao scCO, (FETZER et al., 2021; CORREA et
al., 2017; CAPUZZO et al., 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA E PREPARO DO RESIDUO

O residuo de tangerina ponkan (RP) foi adquirido na regido de
produtores agricolas do municipio de Cerro Azul, PR, Brasil, em julho/2021. A
extragdo do suco foi realizada utilizando extrator de suco (Walita), simulando o
processo de extragcdo industrial. Portanto, o residuo deste primeiro lote (RP1)
continha casca, sementes e polpa. O residuo foi pesado em balanca industrial
(Filizola BP15) e transportado em saco plastico.

De acordo com Ozturk et al. (2019), o RP deve ser secado em estufa a
vacuo a 50 °C por 24 h. Golmohammadi et al. (2018) utilizaram casca de Citrus
sinensis para obtencao de 6leo essencial e para a etapa de secagem cortou
em pedacos de aproximadamente 5 mm e secou em estufa com circulagao de
ar por 45 °C durante 12 h. Assim, para este estudo o RP1 foi cortado em
pedacos de aproximadamente 1 cm? e seco em estufa com circulacido de ar, a
50 °C durante 15 horas e armazenado a 4 °C em saco plastico vedado. O RP1
seco foi triturado em moinho de facas tipo Willey.

O dleo OEP esta contido majoritariamente nas cascas dos frutos. Por
esse motivo, um novo lote de ponkan foi adquirido em julho/2022 de forma a
obter um residuo contendo apenas cascas de ponkan (RP2). O segundo lote
de ponkan foi comprado dos mesmos produtores e preparado seguindo a
mesma metodologia do RP1, exceto que as cascas foram separadas da polpa
e sementes. Para o RP2 n&o foram realizadas as demais analises de

caracterizacao, apenas hidrodestilacdo para teor de 6leo essencial.

3.2 CARACTERIZACAO DO RESIDUO

3.2.1 Analise Granulométrica

A analise granulométrica dos residuos foi realizada utilizando um
conjunto de série de peneiras Tyler (Bertel Industrial Metalurgia LTDA): 14, 24,

28, 32 mesh com agitacdo manual. Para calcular o didmetro médio das
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particulas, foi utilizada a metodologia de GOMIDE (1983), que utiliza a
Equacéo (1).

D =ZAxl-.Di (1)

Sendo:
D: Diametro médio das particulas (mm)
xi: Fracao massica retida na peneira

D;: Didmetro médio de abertura da peneira (mm)

Para todas as extragdes foi utilizada a granulometria que englobava a
maior parte do material, 28 mesh. Outro fator determinante para a escolha do
didmetro do material foi o didmetro das tubulagbes do extrator supercritico.
Para evitar entupimento das valvulas era recomendavel nao se utilizar material
com diametro de particula menor que 0,5 mm. Além disso, particulas muito
finas podem causar compactacédo do leito e aumento da resisténcia interna da
transferéncia de massa (GOMIDE, 1983).

Para o RP2, nédo foi realizada a analise granulométrica. Apenas

separou-se o material na granulometria de 28 mesh.
3.2.2 Teor de 6leo essencial

Neste estudo, a hidrodestilacao foi utilizada para quantificar o dleo
essencial do RP1, utilizando o aparato Clevenger, segundo a metodologia
descrita por Hou et al. (2019). Este ensaio foi realizado em triplicata e durante 2
h. Foi utilizado 50 g de residuo e 500 mL de agua destilada. Para este ensaio,
foram utilizadas as fragbes retidas nas peneiras com granulometria de 28 e 35
mesh, a fim de verificar se esta variacdo acarretava em aumento significativo
de rendimento de dleo essencial. O destilado foi entdo coletado e seco com
sulfato de sodio - NaSO4. O dleo essencial obtido foi armazenado em frascos

ambar a — 4 °C para analises futuras.
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Em se tratando da extragdo de OE do RP2, seguiu-se a mesma
metodologia realizada para o RP1, porém, utilizou-se apenas a granulometria
de 28 mesh.

3.2.3 Densidade e Porosidade

A densidade real foi medida por meio de um picnémetro de gas hélio,
conforme o manual de operagdo do picndmetro automatico (Quantachrome
Ultrapyc 1200e) na Central Analitica do Instituto de Quimica da UNICAMP/SP.
A medida da densidade foi realizada por meio da variagéo da pressao do gas
hélio em uma camera de determinado volume. Dessa forma, calculou-se o
volume real de um sélido. Para o calculo da densidade aparente (pa) das
particulas, utilizou-se a Equacgao 2, em que my,;;, € a quantidade de massa de
RP1 (g) que preenche o leito de extragdo e V,,;, € o volume do leito (cm®) de

extragao.

Meito (2)
Pa =7
“ Vleito

A porosidade do leito foi determinada por meio da Equacao 3,

utilizando a densidade real (pr) (g.cm™) e da densidade aparente (pa) (g.cm™).

Pa
=1-2
) pr (3)

3.2.4 Umidade e Matéria Volatil

O teor de umidade foi determinado por meio da secagem das
amostras, com base na metodologia descrita por Sluiter et. al. (2004)
(NREL/TP-510-42621), utilizando a balanca infravermelho Shimadzu (Modelo
ID200). As analises do residuo umido e seco foram conduzidas em ftriplicata,

utilizando aproximadamente 1 g de amostra.
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3.2.5 Determinacao de Cinzas

O teor de cinzas foi determinado por meio da incineracdo das amostras
secas a 575 £ 25 °C, com base na metodologia descrita por Sluiter et. al.
(2004) (NREL/TP-510-42618). A analise foi realizada em triplicata e o teor foi
determinado pela Equacado (4), na qual miya € a massa de RP1 antes da

incineragao (g) e msna| € @ massa de residuo apdés a incineragao (g).

inicial — Mfinal

U(%) == %100 (4)

Minicial

3.2.6 Determinacao de extraiveis totais

A determinagdo de extraiveis totais foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Sluiter et. al. (2004) (NREL/TP-510-42618). O ensaio
consiste em duas extragdes Soxhlet, com agua destilada, durante 6 h e com o
cartucho da primeira extracao realizou-se a segunda extragao utilizando etanol
como solvente durante mais 6 h, para quantificar os extraiveis nas amostras de
RP1.

Os extraiveis totais em agua e etanol foram quantificados pela
Equacgédo 5, em que Mexraiveis (J) € @ massa de extrato obtido na extragao e

Mamostra (§) € @ massa da amostra de residuo utilizada.

Mextraiveis

Extraiveis totais (%) = x 100 ()

amostra

3.2.7 Pectina

O teor de pectina presente no RP1 foi determinado com base na
metodologia proposta por Colodel et. al. (2018), com algumas modificagdes. O
método consiste na extragdo convencional em meio acido. A pectina foi
extraida da fracdo seca de RP1 com mesh superior a 32, razao solido-liquido

de 1:20 (m/v), utilizando solu¢do aquosa de HNO3 e pH 2, em ebuligao por 2 h.
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Apds ebulicdo, a solucao foi filtrada para separacdo dos sdlidos, precipitada
com etanol (Neon, 99,8% de pureza) 1:3 (v/v), centrifugada (10.000xg) por 20
min e, posteriormente, deixada em repouso a 4 °C durante 12 h. O precipitado
foi recuperado por filtracdo a vacuo e seco em estufa com circulacéo de ar a 30

°C. O procedimento foi realizado em triplicata.
3.2.8 Lignina insoluvel e soluvel

A quantidade de lignina presente no RP1 foi determinada com base no
método proposto por Sluiter et. al. (2004) (NREL/TP-510-42618) que quantifica
teores de lignina insoluvel em meio acido (determinado por gravimetria) e
lignina soluvel em meio acido (determinado por espectroscopia no ultravioleta).
O método consiste na hidrolise de aproximadamente 0,3 g de amostra em
tubos de ensaio com 3 mL de acido sulfurico 72% (m/m) por 1h a 30 °C, com
agitacdo constante, utilizando um bastdo de vidro a cada 5 a 10 min. Em
seguida, o material foi transferido para um frasco de vidro e diluido a 4%,
adicionando 84 mL de agua destilada. Os frascos foram fechados,
homogeneizados e condicionados em autoclave a 121 °C por 1 h, transcorrido
o tempo, os frascos foram retirados da autoclave e filtrados a vacuo em
cadinhos de Gooch a temperatura ambiente.

Apos a filtragédo, os cadinhos foram novamente secos em estufa, a 105
°C por 12 h, até massa constante. Em seguida, os cadinhos de Gooch foram
pesados e a massa do residuo retido no cadinho foi usada para calcular a
porcentagem de lignina insoluvel na amostra em relacdo a massa seca do
material analisado. O calculo foi realizado pela Equacdo 6, em que Mresiguo € a
massa seca residual retida no cadinho, mginzas € @ massa de cinzas presente no
residuo insoluvel obtida pelo método descrito no Iltem 3.2.5, € Mamostra € a

massa inicial de amostra em base seca empregada.

Myesiduo — Mceinzas

LIA(%) = x 100 (6)

mamostra
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O filtrado foi avolumado em 250 mL e esta fracdo foi submetida a
analise espectrofotométrica no comprimento de onda de 240 nm, para
determinacao da lignina soluvel em &acido (LSA), realizada de acordo com a

Equacao 7.

UV,pc x Volumey; x Diluicao
LSA(%) _ ABS filtrado ¢ x 100
EmiX Mgecq X CP

(7)

UVABS ¢é a absorbancia em 240 nm, €,; € a absortividade molar da
lignina de RP1 neste comprimento de onda (25 L.g-1.cm-1), Mseca € @ Massa
seca do material submetido ao ensaio e CP € o comprimento do percurso de
leitura da absorbancia em cm.

A determinacgao da lignina total (LT) foi realizada por meio do somatério

da lignina soluvel (LSA) e lignina insoluvel (LIA), como mostrado na Equacéo 8.

LT(%) = LSA (%) + LIA(%) (8)

3.2.9 Determinacao de carboidratos estruturais

A quantidade de carboidratos foi determinada utilizando o hidrolisado
obtido na determinagdo de lignina, com base na metodologia proposta por
Sluiter et. al., (2004) (NREL/TP-510-42618).

O conteudo de carboidratos foi analisado por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (modelo Shimadzu LC20AD), fornecido com um amostrador
automatico (modelo SIL 10A), um desgaseificador de fase movel (modelo DGU
14 A), um aquecedor de coluna (modelo CTO 10A) e detectores nos modelos
RID10A para indice de refracdo e SPD-M10Avp para espectrofotometria
ultravioleta. A coluna utilizada foi a Rezex RHM (Phenomenex 300 x 7,8 mm) a
65 °C, precedida por uma pré-coluna Phenomenex (8,0 x 3,2 mm) e eluida com
fase movel de 5 mmol.L" de H,SO4 a uma vazdo de 0,6 mL.min". As
quantificacbes foram feitas por padronizagdo, com base em curvas de
calibracdo construidas para cada componente monitorado nas concentragdes

de 0,08 a 0,8 g.L™" de celobiose, 0,2 a 2 g.L ™" de glucose, 0,1 a 1 g.L™" de xilose,
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0,08 a 0,8 g.L" de arabinose e de 0,1 a 1 g.L' de acido acético. Para os
calculos, foram considerados seus respectivos fatores de hidrdlise,
convertendo cada componente em seu derivado anidro: 0,95 para a celobiose,
0,90 para glucose, 0,88 para xilose e arabinose, e 0,72 para acido acético, que
sdo devidos a incorporacdo de uma molécula de agua a cada etapa de

hidrdlise acida de uma ligacao glicosidica (Sluiter et. al., 2004).
3.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE RESIDUO DE PONKAN
3.3.1 Extracdo Soxhlet

Extracbes com etanol (Neon, 99,8% de pureza), acetato de etila (Neon,
99,5% de pureza), éter de petrdleo (Exodo, 30-60 P.A.), n-hexano (Neon,
99,5% de pureza) e B-pineno (SOCER, 98,5% de pureza) foram realizadas em
extrator Soxhlet. Além de quantificar o extrato bruto presentes no RP1 e RP2,
quantificar os diferentes compostos (terpenoides, lipideos, carboidratos, dentre
outros) avaliou-se a fragdo de d-limoneno. Para o RP2, realizou-se extragcéo
somente com o solvente n-hexano (Neon, 99,5% de pureza).

O método utilizado foi o proposto por Rashid et al. (2013) com algumas
modifica¢cdes propostas por Araujo et al. (2019). Para isto, utilizou-se 5 g de
residuo que foram colocados em contato com 150 mL do solvente em ebuligéo.
O experimento foi realizado em triplicata para cada solvente, na pressao
atmosférica e o processo de extragao foi realizado por 6 horas. A seguir, foi
realizada a recuperacéo do solvente em evaporador rotativo (Labstore Modelo
IKA RV 10). O extrato que ficou no baldo volumétrico foi colocado em estufa
com circulagdo de ar a 30 °C por 72 h, para garantir a retirada de solvente
residual. O extrato foi armazenado em frascos ambar e foi conservado a —4 °C
para analises futuras. O rendimento da extragdo — em percentagem - foi
calculado com base na massa de extrato bruto obtida e da massa total de

residuo utilizado na extragdo, Equacéo (9).

Mextrato

Rendimento(%) = x 100 (9)

amostra
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Sendo:
Mextrato: Massa de extrato obtido (g)

Mamostra: Massa de RP1 utilizada (g)

3.3.2 Extragdes Soxhlet sequenciais

Extracbes sequenciais foram realizadas para verificar a possibilidade
de obtencdo de compostos lipidicos, terpendides e carboidratos em cada etapa
de extracao avaliada.

As extragdes sequenciais por SE foram realizadas com os solventes
etanol e hexano e o residuo da primeira extracdo foi utilizado na extracao
subsequente. Realizou-se a extragdao com hexano por 6 horas. O residuo desta
foi secado em estufa com circulagdo de ar a 30 °C por 12 h. Com o residuo
seco foi realizada a segunda extragao, porém, o solvente utilizado foi o etanol.
O tempo de extragdo foi mantido, ou seja, pelo periodo de 6 h. Da mesma
forma, foi realizada a extragdo sequencial utilizando inicialmente o etanol e na

sequéncia o hexano.

3.3.3 Extragdo com Solventes Pressurizados

Para realizar o procedimento experimental de SFE, utilizou-se um
extrator de alta pressdo. A unidade experimental continha célula de extracao
cilindrica e encamisada de volume interno com 62,4 mL, comprimento de 22
cm e didmetro interno de 1,9 cm. O extrator teve a pressao controlada por uma
bomba seringa de alta presséo (ISCO, modelo 500D), a qual foi mantida a 10
°C por um banho termostatico (Sppencer). O extrator era equipado com
valvulas para controle de fluxo. As extremidades inferior e superior do extrator
foram revestidas com algodéo para evitar o arraste de particulas sélidas do
RP1 para o interior das tubulagées. A FIGURA 8 mostra o mdédulo de extragao

utilizado.
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FIGURA 8 MODULO DE EXTRAGCAO SUPERCRITICO
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FONTE: Adaptado de Junchen et al. (2019).

Foram utilizados os solventes scCO; e scCsHg (White Martins S.A.,
99,5% de pureza) e como cossolvente, n-hexano (Neon, 99,8% de pureza). Em
todos os ensaios foram utilizados 20 g de RP1. A extragao estatica foi realizada
por 30 minutos, em todos os experimentos. A vazdo adotada na extracao
dinamica foi de 2 mL.min™, este valor foi mantido constante durante toda esta
etapa de extragédo. A extracao foi finalizada ao chegar em estado estacionario,
em 90 minutos utilizando scCsHg € 180 minutos utilizando scCO,. Outro fator
limitante para finalizar a extracdo foi a capacidade de solvente na bomba, a
qual tinha limite minimo de 80 mL. O extrato obtido foi coletado em tubo de
ensaio, previamente pesado e seco, e pesado para calculo de rendimento. Os
extratos obtidos com cossolvente foram secos em estufa com circulacéo de ar
30 °C por 48 h, antes de pesados para obter a curva cinética da extragao.
Todos os extratos foram armazenados em frascos ambar sob refrigeragéo a
aproximadamente — 4 °C.

A fim de determinar os parametros do processo de extracdo, como
tempo de extragéo e a solubilidade aparente da biomassa no solvente utilizado,
- estes foram adotados em todas as SE realizadas - construiu-se a curva
cinética de extracdo. A curva foi obtida com a determinacido da massa de
extrato acumulada obtida em funcdo do tempo de extracdo dinamica. Nesta
curva foi possivel identificar as trés regides de extragdo: a taxa constante, a

taxa decrescente e a taxa baixa de extragdo. A solubilidade aparente pode ser
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definida pela primeira regido da curva cinética de extragdo com o aumento
sistematico da taxa de extragdo (SOVAVA, 2012).

3.3.4 Otimizacao das extragdes com solventes pressurizados

Para se obter as condi¢des 6timas da SFE de d-limoneno com scCO; e
com scCsHg um planejamento experimental completo foi utilizado. O
rendimento da extracao e a fragdo de d-limoneno foram consideradas como
variavel resposta. Métodos estatisticos convencionais como ANOVA, grafico de
Pareto e superficies de resposta foram realizados para investigar os efeitos dos
fatores e interacdes entre eles no rendimento de extrato bruto e na fragao de d-
limoneno obtida em cada extrato.

O planejamento fatorial para o scCO; foi do tipo 2° que possui um total
de 11 experimentos aleatorizados e trés pontos centrais. As variaveis
consideradas foram a temperatura (°C), a pressdao (MPa) e a razdo de
RP1:cossolvente (m/m), em dois niveis. A TABELA 3 mostra a matriz do

planejamento para SFE com scCO..

TABELA 3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA SFE COM scCO,

Variavel Cddigo Nivel (-) Nivel (0) Nivel (+)
T (X1) 40 60 80
P (X2) 10 15 20
R (X3) 1:0 1:1 1:2

T: Temperatura, P: Presséo, R: Razao massica Cossolvente:RP1.
FONTE: A Autora (2022).

O planejamento experimental das extragées com scCsHg avaliou duas
variaveis de processo: temperatura (°C) e pressao (MPa), em dois niveis (X1:
40 — 80 °C e X2: 50 — 150 MPa). Este planejamento fatorial é do tipo 22 e
possui um total de 7 experimentos aleatorizados e trés pontos centrais. A

TABELA 4 mostra a matriz do planejamento para SFE com scCsHs.

TABELA 4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTO PARA SFE COM scCsHs

Variavel Cédigo Nivel () Nivel (0) Nivel (+)
T (X1) 40 60 80
P (X2) 10 15 20

T: Temperatura, P: Presséo.
FONTE: A Autora, 2022.
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3.4 ANALISE DOS EXTRATOS OBTIDOS

Para todos os extratos obtidos, foi determinado o rendimento de
extrato, a composicao quimica, a fracdo e a seletividade de d-limoneno. A

metodologia adotada é descrita na sequéncia.

3.4.1 Rendimento de Extracao

O rendimento de extrato bruto obtido foi calculado sendo a razédo, em
percentagem, de extrato obtido da massa total de residuo, calculado utilizando

a Equacao (9), ja apresentada no item 3.3.1.

3.4.2 Composicao Quimica dos Extratos e Quantificacdo de d-limoneno

Para avaliar a composicao dos extratos, estes foram analisados por
espectometria de massa por cromatografia gasosa (CG-MS). Esta identificou
os compostos presentes e foi possivel obter a fracdo de cada composto por
método semiqualitativo. A CG-MS teve como foco a quantificacdo de d-
limoneno.

Os extratos obtidos por hidrodestilacdo, SE e SFE foram diluidos em
hexano grau cromatografico (Panreac — UV-IR-HPLC). A GC - MS foi realizada
na central analitica do Departamento de Quimica da UFPR. Foi utilizado o
cromatégrafo Shimadzu TQ8040 com coluna ZB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
pum) seguindo um método proposto por OZTURK et al. (2019) para identificacao
e quantificacdo de d-limoneno. O hélio foi usado como gas de arraste em uma
taxa de fluxo de 1,2 mL.min™" e split de 1:60, temperatura de 50 °C a 240 °C em
taxa de 5 °C.min"". A temperatura do injetor e do detector foram mantidas a 240
°C. Os espectros de massa foram obtidos por meio de ionizacao eletrénica a 70
eV na faixa de m/z 40-300.

Utilizou-se a biblioteca de espectroscopia de massa NIST (National
Institute of Standards and Technology) para a identificagdo dos compostos

presentes nos extratos.
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3.4.3 Rendimento e seletividade de d-limoneno

Para a quantificagcdo, considerou-se os picos com area minima de
400.000 ua e calculou-se a fracdo massica de cada composto a partir da area
de cada pico usando software CG-MS Postrun. Com este método
semiquantitativo, foi possivel comparar e indicar o melhor método de extragéo
e solvente que proporcionou a fragao para d-limoneno.

A massa de d-limoneno foi calculada com a percentagem de d-
limoneno obtida, a massa de extrato e massa de residuo, como demonstrado

na Equacao (10).

massa limoneno (g) = (fracgio de limoneno)x W (10)
residuo

A seletividade de d-limoneno foi calculada para identificar qual solvente
e quais condicbes de extracao foram os mais seletivos para extragcao de d-
limoneno, ainda que em menor rendimento de extrato bruto. Para o calculo de
seletividade de d-limoneno foi necessario calcular o rendimento de cada
composto do extrato, como demonstrado na Equacéo 10. A Equacgao 12 mostra

o calculo de seletividade de d-limoneno.

.. ma—ii
Seletividade = d-limoneno (11)
X Mdemais componentes

3.4.4 Calculo de producao de d-limoneno a partir de residuo de ponkan

Para verificar o método de extracido e as condigcdes mais eficientes foi
realizado balanco de massa considerando como base de calculo a producéo
anual de tangerinas na regido do Vale da Ribeira, de 81 mil toneladas. O teor
de umidade do RP1 umido (77%) e seco (8,5%) e a porcentagem de residuo
apos a extragdo do suco (57%) também foram consideradas. Por fim,
considerou-se o rendimento das extracdes e a fracdo de d-limoneno utilizadas

no calculo para cada extrato.

Py_iim = Ptang s Td=lim 0,17 (12)

mRp
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Onde:

Pg.im: Producéo de d-limoneno (t/ano)
Ptang: Producéo de tangerinas (t/ano)
Mg.im: Massa de d-limoneno extraida (g)

mgp: Massa de residuo de ponkan seco usado na extracéo (g)

3.4.5 Analise estatistica

Para verificar a influéncia dos fatores temperatura, presséo e razao de
cossolvente sobre os rendimentos de extragdo e de fragdo de d-limoneno no
extrato foi realizada no software STATISTICA o grafico de Pareto e a analise
de variancia (ANOVA) mostrando o efeito significativo (p < 0,05) de cada
variavel estudada neste processo. Para as extracdes com scC3Hg foi construida
a curva de superficie de resposta para variavel de resposta de rendimento de
extrato e de fragdo de d-limoneno com as equagdes geradas a partir dos
efeitos dos fatores calculados pela ANOVA.

De acordo com a metodologia de Barros (2013) foi realizado o teste de
Fisher para verificar se o modelo de ajuste dos dados era significativo. Com os
graus de liberdade dos fatores de falta de ajuste e de erro puro foi verificado o
valor de F (Fiabelado) da distribuicdo de Fisher-Snedecor no nivel de 5% de
probabilidade. Em seguida fez-se a divisdo valor de F calculado pela anélise de
variancia pelo valor F da distribuicdo de Fisher-Snedecor, e quando o resultado

era superior a 1, o modelo era significativo (Equacao 13).

Fcalculado

- > 1 - modelo de ajuste de dados é significativo (13)
tabelado
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4 RESULTADOS

Neste tépico serdo mostrados os resultados do rendimento dos
extratos obtidos com os diferentes métodos e solventes em cada uma das
condi¢des de temperatura e pressao definidas. Por fim, serdo mostrados os
resultados de fragdo de d-limoneno obtidos por CG-MS para cada um dos 18

extratos.

4.1 Aquisicao e Preparo da Matéria-Prima

A matéria-prima, 30 kg de frutos, foi adquirida no municipio de Cerro
Azul/PR — Brasil, em julho/2021 in natura. O residuo de tangerina Ponkan
(RP1) foi obtido em condi¢des laboratoriais de extracdo e tinha coloragéo
alaranjada e era composto por cascas, sementes e bagago da polpa. O aroma
era citrico, caracteristico de tangerinas. A cooperativa de produtores agricolas
da regido do Vale da Ribeira, CopaVale, forneceu residuo da producao
industrial de suco de ponkan para testes preliminares, porém em quantidades
insuficientes para todo o estudo que seria realizado. O RP1 e o residuo
industrial tinham aspectos semelhantes.

A Figura 9 mostra o RP1 obtido no Laboratério de Cinética e Processos
Quimicos da UFPR antes da secagem. Este possuia 77,24 + 0,55% de
umidade. Silva et al. (2019) reportou 80,87 + 0,71% de umidade em cascas de

Citrus reticulata.

FIGURA 9 RESIDUO DE CITRUS RETICULATA BLANCO

w
%

FONTE: A Autora (2022).
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O RP1 foi submetido ao processo de secagem para reducédo da
umidade. O material foi devidamente espalhado nas bandejas da estufa para
que a secagem fosse uniforme. Na sequéncia o RP1 foi moido com moinho de
facas tipo Willey. A moagem foi realizada com pequenas fragbes de material
devido a capacidade do moinho e com o objetivo de ndo se obter grande
quantidade de finos. A Figura 10 mostra o RP1 seco e moido, condi¢ées nas

quais tinha aspecto granular, coloragéo alaranjada escura e aroma citrico.

FIGURA 10 RESIDUO DE PONKAN SECO E MOIDO

FONTE: A Autora (2022).

Além das analises visuais do RP1, este foi caracterizado em relacao a
composicao e caracteristicas fisico-quimicas.

A matéria-prima para obtencdo do RP2, aproximadamente 10 kg de
frutos, foi adquirido do mesmo local que o RP1, porém em junho/2022. O
preparo do RP2 consistiu em separar as cascas dos frutos, extrair o suco e na
sequencia separar as sementes da polpa, de forma que foi possivel pesar
cascas, polpa e sementes separadamente, como mostrado na TABELA 5.
Porém, o RP2, utilizado nas extracdes de OE e de extrato bruto, era constituido

apenas das cascas dos frutos.

TABELA 5 MASSA DOS CONSTITUINTES DOS FRUTOS DE CITRUS RETICULATA
BLANCO

Parte dos frutos Massa (g) Fragcdo massica
Cascas 2406 0,25
Polpa 2076 0,22
Sementes 180 0,02
Suco 4194 0,44
Perdas 770 0,07
TOTAL 9626 1,00

FONTE: A Autora (2022).
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Os dados da TABELA 5 mostram que os frutos de Citrus reticulata
Blanco sao constituidos 45% de suco, 25% de cascas, 22% de polpa e 2% de

sementes.

4.2 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

O residuo de ponkan (RP1), apds o processo de secagem, teve uma
reducédo da umidade de 77,24 + 0,55% para 8,53 £+ 0,38%, valor dentro do
limite maximo de 10% indicado na literatura para prevenir a deterioracdo do
material (ARAUJO et al., 2019).

Apdés a secagem o RP1 foi moido apresentou didmetro médio de
particula igual a 0,59 £ 0,01 mm, de acordo com o perfil de didametro de

particulas mostrado na Tabela 6.

TABELA 6 ANALISE GRANULOMETRICA DO RESIDUO DE PONKAN

Mesh Massa retida (g) Fracdo de massa retida (%) Diametro médio (mm)*
8 - - 2,006

14 327,88 8,10 1,410

20 364,59 9,01 1,000

28 1638,09 40,47 0,711

35 793,49 19,61 0,503

Fundo 923,33 22,81 -

FONTE: A Autora (2022).

Para a extracdo por hidrodestilagédo foi utilizado a granulometria de 28
e de 32 mesh a fim de verificar se haveria diferenga de rendimento de 6leo
essencial, o que nao aconteceu. Nao foi quantificado a fragao de d-limoneno
para todas as granulometrias obtidas. Dessa forma definiu-se que se utilizaria
somente o diametro de particula de 28 mesh para a continuidade do estudo.

Este didametro foi selecionado, pois englobava a maior parte do
material, 40,47%, e considerava as restricoes do extrator com fluido
supercritico, no qual era recomendavel se utilizar didametro de particula acima
0,5 mm para evitar entupimento das tubulacbes. Dessa forma, foi possivel
utilizar um Unico didametro de particula o que permitiu a comparacao dos
resultados das diferentes extragbes realizadas e extratos obtidos, ja que a
transferéncia de massa e a difusdo do processo de extragao poderiam ser

afetadas com a variagao do diametro de particula.
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A composicdo do RP1 é mostrada na Tabela 7. Todos os parametros
foram medidos apds a secagem e moagem do residuo. As analises de
caracterizagdo nao foram realizadas para o RP2, pois o objetivo deste era
verificar a diferenga de rendimento de extrato e de fragcdo de d-limoneno em

relacao ao RP1.

TABELA 7 ANALISES DO RESIDUO DE PONKAN

Parametro Teor (%)

Cinzas 1,59 + 0,05
Extraiveis em agua 53,88 £ 0,67
Extraiveis em etanol 4,02 + 0,62
Umidade 8,53 +0,38
Pectina 4,30 £ 0,04
Lignina Soluvel 15,81 £ 0,98
Lignina Insoluvel 5,93 + 0,09
Glucose 11,10 £ 0,06
Xilose 6,19 £ 0,24
Arabiose 5,61 + 0,09

FONTE: A Autora (2022).

A densidade real do RP1 foi de 1,53 + 0,01 g.cm™, densidade aparente
de 0,434 + 0,002 g.mL™" e a porosidade de 0,716 + 0,001. O RP1 como contem
cascas, sementes e polpa, apresentou teor de cinzas quantificado em 1,59%.
Este resultado esta em conformidade com a literatura que reporta teor de 1,50
a 3,5%. Silva et al. (2019) encontraram teor de cinzas em cascas de Citrus
reticulata de 2,2 + 0,47%, enquanto Oliveira et al. (2022) 1,54 + 0,47% e
Sandhu et al. (2012), 3,52 £ 0,19% de cinzas. Isto indica, como esperado, que a
maior composi¢ao do residuo € de cascas, o que permite a obtencdo de
extratos ricos em d-limoneno, visto que este é obtido das cascas do fruto.

O RP1 é rico em extraiveis totais em agua e etanol (57,90%), o que
pode dificultar a separagdo do extrato do solvente quando a extragcdo é
realizada com solventes polares. A pectina (4,30%) além de prejudicar a
separacao do extrato, pode ainda provocar entupimento das tubulagcbes do
extrator supercritico. Pois na extracao prévia da pectina pode haver perda de
Oleo essencial e extrato bruto. Esta hipétese foi confirmada com o estudo de
extracdo sequencial (item 4.3.2).

Neste estudo foram realizadas extragdes com etanol e extragdes

sequenciais de forma a avaliar a interferéncia da pectina na extracao de d-
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limoneno. O alto teor de lignina, 21,74%, e carboidratos, 22,90%, indica que as
extracdes devem utilizar solventes de baixa polaridade.

Sandhu et al. (2012) encontraram a seguinte composicédo em cascas
de Citrus reticulata: 22.88 +1.24% de pectina, 29.66 £ 1.48% de extraiveis em
etanol, 1.91+0.15% de lignina insoluvel. Neste estudo esperavam-se teores
diferentes, pois se trata de residuo composto por cascas, sementes e polpa e
parte da pectina (4,30%) e carboidratos (4,02%) foi incorporada ao suco obtido
no processamento deste. A maior concentragcdo de lignina (5,93%)
provavelmente é em funcédo da presencga de sementes no residuo.

A quantidade de 6leo essencial (OE) presente no RP1 foi quantificada.
O dleo essencial do RP1 foi extraido por hidrodestilacido. A FIGURA 11 mostra
o aparato de Clevenger utilizado na hidrodestilacdo (A) e o déleo obtido (B). A
extracado ocorreu por 2 h. Devido ao pequeno volume de extrato obtido, pois o
RP1 contém baixo teor de dleo essencial, houve dificuldade na manipulagao do
OE e alguns ensaios tiveram que ser repetidos para que fosse possivel obter

esta analise em ftriplicata.

FIGURA 11 - HIDRODESTILAQAO DE RESiDUQ DE PONKAN — (A): APARATO
CLEVENGER, (B): OLEO ESSENCIAL E AGUA NO DECANTADOR
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FONTE: A Autora (2022).

Visando melhorar o rendimento da hidrodestilacdo esta foi otimizada
com a realizagdo de ensaios em diferentes faixas granulométricas, pois
segundo Fetzer et al. (2019) e Xiong e Chen (2020) o diametro da particula

interfere na transferéncia de massa e difusdo da extracédo, porém neste estudo
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ndo se observou resultados diferentes de rendimento (TABELA 8) com a

variagao da faixa granulométrica testada.

TABELA 8 RESULTADOS DAS EXTRACOES DE OLEO ESSENCIAL DE RESIDUO DE
PONKAN POR HIDRODESTILACAO EM DUAS FAIXAS GRANULOMETRICAS

Amostra Mgp (g) Végua (mL) MOE (g) VOE (mL) Rend. OE (%)
28 mesh - RP1 50,08 £ 0,07 500 0,11 0,2 0,3990 £ 0,0005
32 mesh - RP1 50,14 + 0,20 500 0,11 0,2 0,399 £ 0,002
28 mesh - RP2 50,24 + 0,34 500 0,83 1,5 2,97 £ 0,20

Mgp: massa de residuo de ponkan, Vq.s: volume de agua, Mog:massa de 6leo essencial, Vog:
volume de dleo essencial, Rend.: rendimento de éleo essencial.
FONTE: A Autora (2022).

Para o RP1 obteve-se rendimento de dleo essencial de 0,4% em base

seca, o qual foi inferior ao obtido em outros estudos que se utilizava apenas a

casca do fruto, de 1,5% em base seca apds extragdo durante 2 h (SHARMA E

VASHIST, 2015). Utilizando-se apenas as cascas (RP2) obteve-se rendimento

de 2,9% em base seca, o que era esperado de acordo com Hou et al. (2019)

que obteve 3,1% de OE com 2 h de extracéo e diametro de particula entre 20 e
30 mesh.

Realizou-se analise de CG-MS em amostras de 6leo essencial de RP1 e

RP2 obtidos com granulometria de 28 mesh. A TABELA 9 mostra a fracéo dos

principais compostos obtidos nos extratos.

TABELA 9 COMPOSIGCAO QU!MICA DO OLEO ESSENCIAL OBTIDO PARA OS
DIFERENTES TIPOS DE RESIDUOS AVALIADOS

% de compostos do 6leo essencial % de compostos do 6leo essencial
Composto

do RP1 do RP2
B-pineno - 0,42
B-mirceno - 1,92
d-limoneno 87,65 90,27
y-terpineno 9,18 7,05
Careno 0,51 -
Linalool 1,84 0,34
Seletividade
para 7,10 9,28
d-limoneno

FONTE: A Autora (2022).

Pode-se observar que o 6leo essencial obtido do RP2 contém em sua

composi¢cao mais compostos terpénicos e maior quantidade de d-limoneno.
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Este resultado era esperado ja que as glandulas de 6leo essencial estdo
localizadas na casca do fruto. Contudo a quantidade de d-limoneno presente
no RP1 é elevada, 87,65%.

Isto evidencia o potencial do RP1 para a geragao de outros produtos de
interesse da sociedade. A extragdo por hidrodestilagdo ja permitiria agregar
valor ao residuo, pois o extrato obtido poderia ser comercializado como d6leo
essencial para uso na industria alimenticia ou de produtos de higiene pessoal,
porém o mesmo nao seria indicado para uso em aromaterapia por nao possuir
a mesma composicao da casca da ponkan. Mas por ser um residuo o uso do
extrato do residuo de ponkan seria indicado com seguranga para obtencao de
d-limoneno para ser utilizado em diferentes sinteses quimicas. E para tal
outros métodos de extracao e solventes mais seletivos podem ser utilizados

para melhorar a rendimento em d-limoneno.

4.3 Extratos de Residuo de Ponkan Obtidos por Diferentes Métodos de

Extracao

4.3.1 Extragdo Soxhlet

Além de oleo essencial é possivel obter extratos vegetais do RP1.
Dessa forma, realizou-se a SE, obtendo-se extrato por exaustdao do RP1. As
vantagens desse processo € que todo o extrato pode ser obtido em fungcédo do
numero de ciclos, que é variavel.

De acordo com Yang et al. (2021) a principal desvantagem da
utilizagcdo desta técnica € o consumo de solventes organicos e inevitavel
geracgao de residuos téxicos. Neste estudo foram utilizados solventes polares e
apolares a fim de observar a solubilidade do extrato nos mesmos: agua, etanol,
acetato de etila, B-pineno e hexano. Nesta etapa utilizou-se a granulometria do
residuo de 28 mesh.

A FIGURA 12 mostra a extracdo com solvente por refluxo do RP1 e a

TABELA 10 mostra os solventes utilizados e seus respectivos rendimentos.
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FIGURA 12 EXT

£

RACAO COM SOLVENTE POR REFLUXO DO RP1

FONTE: A Autora (2022).

TABELA 10 RESULTADOS DO ESTUDO DE OBTENGAO DOS EXTRATOS DO RESIDUO DE
PONKAN EM SOLVENTES DE DIFERENTES POLARIDADES

indice’ de Rendimento de  Fragao de d-
Solvente . RP (g) . Aspecto
Polaridade extrato (%) limoneno (%)

Extragdes com solvente utilizando o RP1

Agua 10,2 5,04 £ 0,04 53,77 £ 2,06 N&o analisado  Sélido escuro
Etanol 52 5,01 £ 0,01 53,99 £ 0,39 Nao analisado  Sélido escuro
Acetato de

otila 4,3 512+ 0,14 5,33+0,23 N&o analisado  Sdlido laranja
B-pineno Polar 5,06 £ 0,03 N&o obtido N&o analisado -
Hexano 0,0 5,05 £ 0,04 1,94 + 0,04 44,83 Oleo laranja

Extragdes com solvente utilizando RP2
Hexano 0,0 5,05 £ 0,04 1,72 £ 0,05 71,57 Oleo laranja

FONTE: " A Autora, 2022.

O alto rendimento obtido quando se utilizou agua e etanol, 53,77 + 2,06
% e 54,99 + 0,39 %, respectivamente, pode ser explicado devido ao teor de
pectina e carboidratos contidos no RP1, 4,30 + 0,04% e 22,90 + 0,39%. De
acordo com Colodel et al. (2016) o RP1 possui teor de pectina de 25,6%, que é
um composto soluvel em agua e etanol, solventes utilizados ne extragao.

Além da pectina e dos carboidratos, o residuo continha lignina, 15,81
0,98% (TABELA 7). Observou-se nos extratos obtidos com agua, etanol e
acetato de etila a formacao de precipitado apds a recuperacdo do solvente
(FIGURA 13). A formagao do deste precipitado provavelmente ocorreu pelo fato
dos solventes serem polares, pois o0 RP1 continha compostos com afinidade a

estes solventes, como pectina, carboidratos e lignina.
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FIGURA 13 EXTRATOS OBTIDOS POR EXTRAGAO SOHXLET A PARTIR DO RP1 COM OS
SOLVENTES: (A) AGUA, (B) ETANOL, (C) ACETATO DE ETILA, (D) HEXANO, (E) HEXANO -

FONTE: A Autora (2022).

Na extragdo com [B-pineno o vapor gerado condensava antes de entrar
em contato com a amostra e para manter o extrator na temperatura de ebulicdo
foi necessario utilizar isolamento térmico no Soxhlet. Isto ocorreu devido ao alto
ponto de ebulicdo desse solvente, 164 °C. A recuperacao deste solvente foi
realizada no préprio Soxhlet com um ciclo adicional, porém sem a utilizagao do
cartucho com a amostra. Contudo nao foi possivel separar todo o solvente
sendo possivel visualizar parte do solvente com extrato bruto. Para os demais
solventes a recuperacao foi realizada em rotaevaporador.

De acordo com SIMAS et al. (2015) e KWANGJAI et al. (2020) o B-
pineno € um dos componentes do 6leo essencial (ou extrato) de ponkan, assim
esperava-se que o d-limoneno se solubilizasse com facilidade neste solvente.
Contudo a realizacao desta extracdo apresentou problemas operacionais € nao
foi possivel obter o extrato. Desta forma a possivel vantagem de utilizar o -
pineno como solvente ndo pode ser comprovada.

O hexano foi o solvente que solubilizou maior quantidade de
compostos terpénicos e acidos graxos e observou-se que o extrato obtido tinha
aspecto oleoso. Porém, os OE nao possuem aspecto aquoso, portanto esta
extragdo pode ter obtido extrato contendo triglicerideos presentes nas
sementes do RP1. Nao se observou aumento no rendimento quando se utilizou
o RP2 (1,72%) em relagéo ao RP1 (1,94%), o que era esperado, pois segundo
Rosa et al. (2019) os acidos graxos estado presentes nas sementes além das
cascas.

Segundo Lopresto (2014) os compostos terpénicos estdo localizados
nas glandulas das cascas de Citrus, o que indica que a maior fracédo de d-
limoneno seria obtida a partir da extracao realizada com o RP2. Esta hipétese
foi confirmada, os resultados mostraram 71,57% de d-limoneno no RP2 e
44,83% no RP1.
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4.3.2 Extragdo Soxhlet sequencial

Extracbes Sohxlet sequenciais foram realizadas a fim de otimizar a
obtencdo de d-limoneno e ainda obter outros compostos. Segundo Kim et al.
(2022) e Yadav et al. (2022) é possivel se obter sequencialmente OE, extratos
vegetais e carboidratos (como pectina, hemicelulose, celulose e agucares), a
partir de residuos de frutos citricos. Os resultados obtidos na extragao
sequencial com os solventes hexano e etanol indicam confirmacdo desta

hipétese. A Tabela 11 mostra os resultados obtidos.

TABELA 11 RESULTADOS DAS EXTRAGCOES SEQUENCIAIS COM SOLVENTES POR
REFLUXO

Ensaio RP1 (g) Rendimento (%) da Rendimento (%) Rendimento
9 12 extragao da 22 extragao global (%)

I-Etanol 501140006 53,994 + 0,393 0,259 + 0,035 54,2 + 0,4

2- Hexano

3-Hexano 454 4 0,025 1,940 + 0,037 58,8 + 1,2 52,1+1,5

4 - Etanol

FONTE: A Autora (2022).

Pode-se observar no ensaio 1 que apds a extracdo com etanol obteve-
se rendimento de 53,99 + 0,39% e na sequencial, ensaio 2, com a extragao
com hexano utilizando o residuo da extracdo com etanol, a quantidade de
extrato foi desprezivel, 0,25 + 0,03%. Ja na extracdo sequencial do ensaio 3,
que se iniciava com o hexano, foi possivel obter rendimento de 1,94 + 0,04% e
apo6s, com a extragcao em etanol a partir do residuo da extracdo em hexano, foi
possivel obter ainda extraiveis em etanol.

Contudo a sequéncia no uso dos solventes € importante para se obter
diferentes produtos visando agregar valor ao residuo, além de se obter o

maximo rendimento em cada extragao.

4.3.3 Extracdo com solventes pressurizados

Extragcbes com solventes pressurizados, scCO,; e scCsHg, foram

realizadas para investigar a possibilidade dos mesmos para a extracéo de d-

limoneno. Também se avaliou o uso do n-hexano como cossolvente. Ensaios
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preliminares com diferentes condicbes de pressdo e temperatura foram

realizados para verificar a obtencéo de extrato, como mostrado na TABELA 12.

TABELA 12 EXTRACOES PRELIMINARES COM SOLVENTES PRESSURIZADOS

t R Fracao de
Ensaio  Solvente  T(°C) P (MPa)  Psov, . edrato gl_imoneno
(g9-mL”) (min) (%) (%)
1 scCO; 60 15 060 30 0,0 0,0
2' scCOrhexano 60 15 0,60 150 1,49 76,29
3 scCaHs 60 10 047 90 1,13 86,63
4 scCaHs 30 10 0,51 90 1,03 -

T: Temperatura, P: Presséo, psoy: densidade do solvente, Rexrato: Rendimento de extrato

'Ensaio realizado com razdo massica de cossolvente: residuo 1:1; *Andlise realizada em
outras condigdes das demais analises do estudo.
FONTE: A Autora (2022).

Utilizando apenas scCO; nao foi obtido extrato, enquanto que o uso do
hexano como cossolvente resultou em 1,49% de extrato, valor inferior do que
na SE, que foi de 1,94%. Quando se utilizou scC3Hg ndo foi necessario utilizar
cossolvente pois houve obtencao de extrato e se observou que o aumento da
temperatura acarretou em aumento de extrato, de 0,89% para 1,13%.

As extragbes com scCsHg foram realizadas devido o resultado da
extracdo SE com o solvente B-pineno ter obtido extrato bruto, mas sem a
separagcao do solvente. Ambos solventes, scCs;Hg e B-pineno pertencerem a
mesma classe de compostos, hidrocarbonetos, optou-se por realizar ensaios
preliminares com scC3Hg em condicdes subcriticas.

A maior fragdo de d-limoneno obtida nos ensaios preliminares com
solventes pressurizados foi de 86,63%, com scCszHg a 60 °C e 10 MPa.
Observou-se nos ensaios preliminares que utilizaram scCzHg como solvente
que o aumento da temperatura favorece a obtencao de d-limoneno.

A Figura 14 mostra a curva cinética dos ensaios 2 a 4. Pode-se
observar em todas as curvas as 3 regides de extragdo descritas no item 2.4.3,
quando se realizou o calculo da diferenca de rendimento ponto a ponto. Para
as extragdes realizadas com scCsHs a regido CER (extragdo a taxa constante)
foi de 0 a 15 min, FER (extragdo a taxa decrescente) de 15 a 50 min e DC
(extracdo a baixa taxa) de 50 a 90 min. Para as extragdes realizadas com
scCO; a regido CER foi de 0 a 35 min, FER, de 35 a 90 min e DC, de 90 a 150

min.
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FIGURA 14 ENSAIOS PRELIMINARES DE EXTRAGAO COM OS SOLVENTES scCO; E
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FONTE: A autora (2022).

A partir destes ensaios preliminares foi definido o planejamento
experimental com o objetivo de otimizar o rendimento de extrato e a fragéo de
d-limoneno. O tempo de extracado para cada solvente foi definido em 150 min

para scCO; e de 90 min para scC3Hs.

4.3.3.1 Otimizacao das Extracées com scCO,

Para a otimizacdo da quantidade de d-limoneno que pode ser extraida
foi realizado um planejamento fatorial e os resultados obtidos sdo mostrados na
TABELA 13. Os rendimentos de extrato bruto e de fragcdo de d-limoneno foram
obtidos nas extracbes usando scCO, e scCO,-hexano, nas diferentes
condicbes experimentais de pressao, temperatura e razdo massica de hexano

para RP1, com tempo de confinamento de 30 min e vazdo de scCO, de 2
mL.min™".
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A maior fracdo de d-limoneno obtida foi de 89,01%, utilizando apenas
scCO, na condicdo de 80 °C, 20 MPa e sem cossolvente. De acordo com
Capuzzo et al. (2013), com o aumento da pressao a temperatura constante
ocorre 0 aumento da densidade o que pode aumentar a solubilidade de
compostos mais densos e consequentemente aumentar o rendimento de
extrato. Porém como a maior parte do RP1 era de cascas e faixa de presséao
utilizada foi de 10 a 20 MPa, os extratos obtidos continham maior fracdo de
compostos volateis, componentes do 6leo essencial.

O maior rendimento de extrato obtido utilizando o solvente scCO; foi de
1,61%, usando scCO,-hexano, razdo massica RP1:hexano de 1:2, 80 °C e 10
MPa (ensaio 2). Em comparagdo com a extracdo usando apenas scCO,
(ensaio 6) foi a maior variagdo de rendimento entre extracbes com e sem
hexano nas mesmas condicdes de temperatura e pressdo. Esse resultado
representa aumento de 100% ja que nessa condicdo e sem cossolvente nao
houve obtengao de extrato. Isto pode ser explicado devido a densidade do CO,
ser muito baixa nas condigdes do ensaio 6, 0,22 g.mL™".

As curvas cinéticas de extragdo com scCO, foram construidas para
proporcionar a melhor compreensao da influéncia do solvente e o cossolvente
e as condicdes de temperatura e pressao no rendimento das extracdes. A
FIGURA 15 mostra a curva obtida sem uso de cossolvente e a FIGURA 16,
com cossolvente, ambas com tempo de confinamento de 30 min, vazdo de

scCO; de 2 mL.min™" e nas mesmas condi¢des de temperatura e pressao.

FIGURA 15 CURVAS CINETICAS DE EXTRACAO COM SOLVENTE scCO,
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FONTE: A Autora (2022).
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FIGURA 16 CURVAS CINETICAS DE EXTRACAO COM SOLVENTE scCO2-HEXANO
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Segundo Fetzer et al. (2019) a pressao € a condigéo, além da razéo de
cossolvente, que mais influéncia no rendimento da extracao ja que a densidade
e o0 poder de solvatacdo do CO,dependem da pressdo. Pode ser observado na
FIGURA 15 que com o aumento da pressao de 10 MPa para 20 MPa houve
aumento no rendimento da extragdo de 0,0% para 1,5% na temperatura de 80
°C e de 0,60% para 1,29% na temperatura de 40 °C.

De acordo com Araujo et al. (2019) e Fetzer et al. (2019) a influéncia da
temperatura depende de cada sistema, pois com o aumento da temperatura ha
aumento da pressao de vapor e diminuicdo da densidade. O aumento da
pressdo de vapor acarreta no aumento da solubilidade do CO, porém a
diminuicdo da densidade, na diminuigdo da solubilidade. Logo, o efeito
predominante depende da magnitude de cada variavel e do sistema em estudo.
Este efeito pode ser observado na FIGURA 15. A diminui¢cao da temperatura de
80 °C para 40 °C, a 20 MPa, ocasionou o aumento da densidade de 0,59 g.mL"
" para 0,83 g.mL". Porém, de acordo com Sovava (2012) a solubilidade
aparente pode ser verificada com a inclinagdo da curva cinética na regido de
taxa constante. Dessa forma, pode-se verificar a diminuicao da solubilidade do
extrato no scCO; e, consequentemente, a extragcao a 20 MPa e 80 °C ocorreu

de forma mais lenta que a 40 °C, mas obteve rendimento global de extracao
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maior, 1,50% e 1,29% respectivamente, o que indica que o scCO, esta atuando
apenas como carreador do extrato.

A Figura 16 mostra que com o uso de hexano como cossolvente a
extragdo € mais rapida que sem cossolvente. Em 150 min e sem cossolvente
nao foi possivel atingir a regido da cinética de baixa taxa enquanto que com
cossolvente foi possivel e na condigdo de 80 °C e 10 MPa a extragao atingiu a
regidao de baixa taxa em aproximadamente 20 min. Além disso, com
cossolvente obteve-se rendimentos similares que sem cossolvente porém na
menor condicdo de pressdo, 10 MPa. Observa-se também que com
cossolvente a condicdo de menor densidade foi a que se obteve maior
rendimento. Isso pode ser explicado devido a solvatagdo do scCO; no hexano,
que permitiu maior solubilidade de extrato neste cossolvente.

De forma geral, os dados da TABELA 13 indicam aumento no
rendimento da extragdo com o aumento da razdo massica de hexano: RP1.
Para confirmar esta influéncia sobre os rendimentos de extracéo foi construido
o grafico de Pareto (FIGURA 17) mostrando o efeito significativo (p < 0,05) de
cada variavel estudada neste processo. A TABELA 14 mostra a analise de
variancia do sistema, que corrobora com os efeitos verificados no grafico de

Pareto.

FIGURA 17 - INFLUECIA DE FATORES PARA AS EXTRAGOES COM scCO, E scCO,-
HEXANO COM VARIAVEL DE RESPOSTA RENDIMENTO DE EXTRATO

- p=0,05

Pressao (MPa)
-

Pressdo (MPa) x Razao
Cossolvente

Razao Cossolvente
3,75

FONTE: A Autora (2022).
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TABELA 14 ANOVA PARA PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL COM scCO; E scCO,-
HEXANO E VARIAVEL DE RESPOSTA RENDIMENTO DE EXTRATO

Soma Graus de Média

Fator Quadratica liberdade Quadratica Fealcutado P

P (MPa) 0,556512 1 0,556512 8,38615 0,023121
Razdo RP1:Hexano 0,931613 1 0,931613 14,03858 0,007198
Razao RP1:Hexano x P (MPa) 0,644112 1 0,644112 9,70621 0,016951
Erro 0,464526 7 0,000433

Total 2,596764 10

*R?=0,82111, Ajuste = 0,74445, Média quadratica residual = 0,0663609, Fipejado = 4,35
FONTE: A autora (2022).

O grafico de Pareto, quando a resposta analisada foi o rendimento de
extrato (FIGURA 17), mostrou que a variavel de maior efeito no sistema foi a
razdo massica cossolvente: RP1. A pressdo do sistema possui efeito positivo
sobre o rendimento da extragdo, porém nao é tao significativo quanto a razao

cossolvente: RP1. Ja a temperatura ndo causou efeito significativo no sistema.

A andlise varidancia mostrada na TABELA 14 corrobora com os
resultados do grafico de Pareto. E possivel verificar ainda através dos valores
de Fcaiculado € Ftabelado que 0 modelo de ajuste dos dados é significativo.

Para a analise estatistica da fracdo de d-limoneno, o grafico de Pareto
(FIGURA 18) e a andlise de variancia (TABELA 15) mostraram que a presséo €
o fator de maior efeito positivo na obtencao de d-limoneno, seguido pela razédo
de cossolvente. A temperatura ndo teve efeito significativo na obtengcao de d-
limoneno. Dessa forma, a fim de maximizar a fracdo de d-limoneno deve-se

priorizar a escolha da pressao.

FIGURA 18 - INFLUENCIA DE FATORES PARA AS EXTRAQC)E§ REALIZADAS COM scCO,
E scCO,-HEXANO E VARIAVEL DE RESPOSTA A FRACAO DE D-LIMONENO

_ p=0,05

T (°C) x Pressdo (MPa)

P (MPa) x Razdo Cossolvente 55,56

Razdo Cossolvente 36,76

Pressdo (MPa) 16.76

T () -24,751

T(°Q

FONTE: A Autora (2022).
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TABELA 15 - ANALISE DE VARIANCIA ANOVA PARA EXTRAGOES REALIZADAS COM
scCO, E scCO,-HEXANO COM VARIAVEL DE RESPOSTA A FRACAO DE D-LIMONENO

Soma Graus de Média

Fator Quadratica liberdade Quadratica F P

T (°C) 40,50 1 40,50 29,124 0,005705
T2 (°C) 851,91 1 851,91 612,613  0,000016
P (MPa) 3040,44 1 3040,44  2186,404 0,000001
Razao RP1:Hexano 1878,85 1 1878,85 1351,092 0,000003
T (°C) x P (MPa) 28,58 1 28,58 20,550 0,010552
P (MPa) x Razdao RP1:Hexano 4292,94 1 4292,94 3087,084 0,000001
Erro 5,56 4 1,391

Total 10138,77 10

R?=0,99945; Ajuste = 0,99863; Média Quadratica residual = 1,390613; Fiapeiado = 6,16
FONTE: A Autora (2022).

A analise variancia mostrada na TABELA 15 corrobora com os
resultados do grafico de Pareto e € possivel verificar através dos valores de

F calculado © Ftabelado que 0 modelo de ajuste dos dados é significativo.

4.3.3.2 Otimizacao das Extracdes com scC3Hs

Os resultados das extragdes utilizando scCiHg sdao mostrados na
TABELA 16. A FIGURA 19 mostra as curvas cinéticas de extracdo usando
scCsHg. Para estudar o impacto da pressao e temperatura no rendimento de
extragdo as seguintes condigdes foram fixadas durante todo o planejamento
experimental: tempo de extracdo estatica de 30 min, vazédo de solvente de 2
mL.min”', ou seja, as mesmas condigdes adotadas para o planejamento

experimental com scCO..

TABELA 16 CONDIGOES E RESULTADOS EXPERIMENTAIS PARA EXTRAGAO DE
RESIDUO DE PONKAN USANDO scCsHg

: P CsH Rend. de extrato  Frag&o de d- Seletividade de
Ensaio T (°C) (MPa) (g.m3L'18) (%) Iimogneno (%)  d-limoneno (%)
1 40 5 0,48 1,02 62,74 1,68
2 80 5 0,40 1,11 57,46 1,35
3 40 15 0,51 2,35 89,38 8,42
4 80 15 0,46 1,41 58,22 1,39
5 60 10 0,47 1,10 86,26 6,28
6 60 10 0,47 1,13 87,25 6,84
7 60 10 0,47 1,08 89,63 8,64

FONTE: A Autora, 2022.
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Segundo Fetzer (2021) o aumento da temperatura diminui a densidade
do solvente o que reduz seu poder de solvatacao e consequentemente diminui
a solubilidade do solvente e reduz a recuperacédo de extrato da matriz sdélida.
Por outro lado, o aumento da temperatura a mesma pressdao aumenta a

solubilidade de extrato no solvente comprimido.

FIGURA 19 - CURVAS CINETICAS DE EXTRACAO USANDO scC3Hs.
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FONTE: A Autora (2022).

Pode-se observar que a 15 MPa a diminuicdo da temperatura ocasiona
o0 aumento da densidade do solvente comprimido e consequentemente o
aumento do rendimento da extragcdo. A 5 MPa ocorre o contrario, a 80 °C a
recuperacao de extrato foi de 1,11 % e a 40 °C, de 1,02 %. Observa-se que as
condi¢des de maior rendimento deste planejamento experimental foram a 40 °C
e 15 MPa (ensaio 3). Observou-se que a extragao com propano atingia a etapa
DC da extracdo em periodo mais curto de tempo em relacido as extragdes com
scCOa.

Para avaliar a influéncia das variaveis de extracdo, temperatura e
pressao, sobre os rendimentos de extracao foi realizada a analise de variancia
(TABELA 17) e o grafico de Pareto (FIGURA 20) mostrando o efeito
significativo (p < 0,05) de cada variavel estudada neste processo.

A FIGURA 20 mostra o grafico de Pareto para rendimento de extrato

como variavel de resposta e observar-se que tanto o efeito da pressdo quanto
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o da temperatura foram estatisticamente significativos. Porém se observa que a
pressao ocasionou efeito mais relevante e positivo, com aumento da pressao
houve aumento de rendimento, enquanto que a temperatura ocasionou efeito
negativo, com o aumento da temperatura houve diminuigdo do rendimento de
extrato. Tais efeitos corroboram os resultados obtidos no planejamento

experimental.

FIGURA 20 INFLUENCIA DE FATORES PARA EXTRACOES COM scCsHg E VARIAVEL DE
RESPOSTA O RENDIMENTO DE EXTRATO

< p=0,05
T2 (°C) 19,21
T(°C) _ -16,89
T(°C) x Pressdo (MPa) | -20,46
Pressdo (MPa) _ 32,38

FONTE: A Autora (2022).

A TABELA 17 mostra os resultados da analise de varidncia e os
resultados indicam que as conclusdes para o rendimento da extracdo se
confirmam. Os fatores analisados s&o significativos (p < 0,05) e o modelo

utilizado para o ajuste de dados é significativo.

TABELA 17 - ANOVA PARA PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL COM scC3;Hg COM
VARIAVEL DE RESPOSTA O RENDIMENTO DE EXTRATO

Fator Soma Graus de Média F p
Quadratica liberdade Quadratica = c@lculade

T (°C) 0,180625 1 0,180625 285,197 0,003488

T2 (°C) 0,233630 1 0,233630 368,889 0,002700

P (MPa) 0,664225 1 0,664225 1048,776 0,000952

T (°C) x P (MPa) 0,265225 1 0,265225 418,776  0,002379

Erro 0,001267 2 0,000633

Total 1,344971 6

*R?=0,99906; ajuste: 0,99717; média quadratica residual = 0,0006333; Fiapelado = 19,25
FONTE: A autora (2022).
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A FIGURA 21 apresenta a superficie de resposta para as extragdes

com scC3zHg com variavel de resposta o rendimento de extrato. A Equacéo (14)
mostra a equacao da curva.

Yoextrato = 2,7034 — 0,0956 * T + 0,0009 * T2 + 0,2360 * P
—0,0026 «*T = P

(14)
Onde:

T: Temperatura (°C)

P: Pressao (MPa)

%extrato: Rendimento de extrato obtido (%)

FIGURA 21 SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA EXTRACAO COM scC;Hg COM VARIAVEL
DE RESPOSTA O RENDIMENTO DE EXTRATO
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FONTE: A Autora (2022)

A FIGURA 21 indica que quanto maior a pressao e menor a

temperatura mais alto € o rendimento de extrato. O rendimento maximo seria
de aproximadamente 2,8% para pressado de 16 MPa e temperatura de 35 °C,
sendo assim um novo planejamento experimental seria necessario para atingir
o rendimento 6timo.

As mesmas analises estatisticas, grafico de Pareto (Figura 22), analise

de variancia (TABELA 18) e superficie de resposta (FIGURA 23), foram
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realizadas utilizando a fragéo de d-limoneno como variavel de resposta a fim de

constatar quais fatores mais influenciaram sua obtencgao e otimizacao.

FIGURA 22 INFLUENCIA DE FATORES PARA EXTRACOES COM scCsHg E VARIAVEL DE
RESPOSTA A FRACAO DE D-LIMONENO (%)

=0,05

T(*C) -10,52

Pressdo (MPa) 7,91

p
T (°C) x Pressdo (MPa) - -7,47

FONTE: A autora (2022)

A Figura 22 mostra o grafico de Pareto e pode-se observar que a tanto
a pressao quanto a temperatura ocasionam efeito significativo na obtencao de
d-limoneno. Segundo Gonzalez-Mas et al. (2019), o d-limoneno é um composto
volatil, o que pode explicar o efeito negativo da temperatura sobre a fragao de
d-limoneno dos extratos, enquanto que a pressao ocasionou efeito positivo.

A analise variancia realizada é mostrada na TABELA 18 e ratifica os
efeitos observados no grafico de Pareto (Figura 22). Pode-se observar através
dos valores de Fcacuiado © Ftabelado que 0 modelo utilizado para o ajuste de dados

€ significativo.

TABELA 18 - ANOVA PARA PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL COM scC3;Hg COM
VARIAVEL DE RESPOSTA A FRACAO DE D-LIMONENO (%)

Fator Soma Graus de Média F p
Quadratica liberdade Quadratica

T (°C) 331,968 1 331,968 110,6475 0,008917

T2 (°C) 739,056 1 739,056 246,3328 0,004035

P (MPa) 187,690 1 187,690 62,5585 0,015612

T (°C) x P (MPa) 167,444 1 167,444 55,8102 0,017450

Erro puro 6,000 2 3,0002

TOTAL 1432,158 6

*R?=0,99581; Ajuste = 0,98743; Média quadratica residual = 3,000233; Fiaperado = 19,25
FONTE: A autora (2022).
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A FIGURA 23 mostra a superficie de resposta para as extracbes com

scCsHs de forma a maximizar a percentagem de d-limoneno obtida no extrato.
A equacgéo (15) mostra a equagéao da curva.

Yod—1imoneno = —124,3467 + 6,4205 T — 0,05191 x T? + 5,252 P
—0,0647 T % P

(15)

Onde:

T: Temperatura (°C)

P: Pressao (MPa)

%d-limoneno: Fragdo de d-limoneno obtida (%)

FIGURA 23 SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA EXTRACOES COM SCC3H8 E VARIAVEL
RESPOSTA A FRACAO DE D-LIMONENO (%)

100
90
80
‘%" 70
60
L
40
30

° . Il >9

7 il <84

. = []<74

y B A [ <64

B <54

) Bl <44

FONTE: A autora (2022).

A FIGURA 23 indica que a fragdo maxima de d-limoneno é obtida nas

condicdes de 12 a 16 MPa e de 40 a 70 °C. Dessa forma, como o obijetivo

deste estudo é a extracdo de d-limoneno um novo planejamento experimental
nao seria necessario.
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4.3.4 Comparacao dos extratos obtidos por diferentes tipos de extracéo

A caracterizagcdo quimica dos extratos obtidos foi realizada para
verificar qual o método de extragdo permitiu a obtengao da maior percentagem
de d-limoneno no extrato, visto que a obtencédo deste foi o objetivo principal
deste estudo. Para tal, os extratos obtidos por hidrodestilacédo, extracdo Sohxlet
com hexano e fluidos pressurizados foram analisados por CG-MS. A Erro! Fonte

e referéncia ndo encontrada. mostra os principais componentes dos extratos.

TABELA 19 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

(continua)
Extratos obtidos por hidrodestilagao e extragao Soxhlet com hexano
Composto/Ensaio HD - RP1 HD - RP2 SE - RP1 SE - RP2
Acido palmitico - - - -
B —pineno - 0,42 - -
B-mirceno - 1,92 - 1,05
d-limoneno 87,65 90,27 44,83 75,62
y-terpineno 9,18 7,05 3,39 4,47
Careno 0,51 - - -
Carvona 2,26
Decanal - - 3,13 -
Dodecanal - - 3,55 -
Germacreno D - - 2,63 -
Linalol 1,84 0,34 6,55 -
Timol - - 4,15 -
Seletividade d-limoneno 7,10 9,28 0,81 1,76
Extratos obtidos com scCO,
Composto/Ensaio 20 MPa 20 MPa 10 MPa 10 MPa
80°C 40°C 80°C 40°C
Acido palmitico 3,1 3,81
B —pineno - -
B-mirceno 1,41 1,75
d-limoneno 89,01 81,63 Extrato ndo Extrato no obtido
y-terpineno 6,48 6,1 obtido
Linalol - -
Timol - 0,5
Seletividade d-limoneno 8,10 4,44
Extratos obtidos com scCO,-hexano
Composto/Ensaio 20 MPa - 20 MPa- 10MPa- 10MPa- 15 MPa-
80°C - 2:1 40°C-2:1 80°C-2:1 40°C-2:1 60°C-1:1
Acido butanoico - 0,69 - - -
Acido palmitico 2,96 6,81 0,55 2,99 -
a-santonin - 0,55 - - -

B —pineno - - - - -
B-mirceno 1,66 1,47 1,49 1,53 1,61+ 0,02
. 77,75+
d-limoneno 74,23 67,82 73,01 70,12 206

Epoxi limoneno - 0,53 - - -

FONTE: A Autora (2022).
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TABELA 19 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

(concluséo)

Extratos obtidos com scCO,-hexano

Composto/Ensaio 20 MPa - 20 MPa- 10MPa- 10MPa- 15 MPa-
80°C — 2:1 40°C-2:1 80°C-2:1 40°C-2:1 60°C-1:1
y-terpineno 55 5,09 5,15 5,23 5,78+ 0,16
Linalol - 0,32 - -
o-cimeno - - 0,21 - -
Timol - 0,42 0,30 - -
Seletividade d-limoneno 2,89 2,11 3,20 2,35 3,51+ 0,42
Extratos obtidos com scC;H;
Composto/Ensaio 15 MPa 15 MPa 10 MPa 5 MPa 5 MPa
40°C 80°C 60°C 40°C 80°C
Acido palmitico 1,62 - 1,76+ 1,43 - -
a-terpineol - 3,45 - 17,03 -
B —pineno - - - - -
B-mirceno 1,99 - 1,931 0,05 - 1,24
d-limoneno 89,38 58,76 87,94+ 1,48 62,74 57,46
Germacreno-D - 3,45 - 7,98 -
y-terpineno 6,54 4,45 6,51+ 0,08 6,19 4,24
Linalol - 8,58 - 6,06 -
Timol 0,47 5,44 0,59+ 0,06 - -
Seletividade d-limoneno 8,42 1,39 7,25+ 1,24 1,68 1,35

FONTE: A Autora (2022).

De acordo com os dados obtidos pode-se observar que nos ensaios
por extragcdes convencionais se obteve seletividade para d-limoneno de 7,10
para HD-RP1, 9,28 para HD-RP2, 0,81 para SE-RP1 e 1,76 para SE-RP2.
Observa-se e que a composicao do residuo influencia diretamente na obtencao
de d-limoneno, pois este composto esta presente somente nas cascas do fruto.
Os ensaios que utilizaram scCO, como solvente resultaram em elevadas
fragdes de d-limoneno, a 20 MPa e 80 °C de 89,01% e a 40 °C de 81,63%.
Porém com a diminuigdo da temperatura a seletividade diminuiu de 8,10 para
4,44, Os ensaios que utilizaram scCO»-hexano como cossolvente resultaram
nas percentagens e seletividades mais baixas de d-limoneno. Verificou-se que
a presenca do hexano diminui a seletividade para o composto de interesse, d-
limoneno.
Os ensaios que utilizaram scCsHs como solvente obtiveram a maior
percentagem de d-limoneno, 89,63 %, proximo ao da hidrodestilagdo do RP1,
87,65 %, método que foi utilizado para comparacao da fracdo de d-limoneno,

além da mais alta seletividade, 8,42, nas condicbes de 40 °C e 15 MPa.
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Observa-se também que a temperaturas mais altas a seletividade de d-
limoneno diminui.

Em relacdo a composi¢cao quimica dos extratos, observou-se que os
ensaios que utilizaram hexano como cossolvente resultaram em extragao de
terpenos e de acidos graxos, como acido palmitico e acido butandico. Ja os
ensaios que nao utilizaram scCO; e scC3Hg apresentaram perfil composto por
apenas terpenos, como d-limoneno, B-mirceno e y-terpineno, principais
terpenos extraidos.

Para verificar o método de extracido e as condigcdes mais eficientes foi
realizado calculo de producédo de d-limoneno para cada método, solventes e
condigdes. Foi usado como base de calculo a produgéo anual de tangerinas na
regidao do Vale da Ribeira, de 81 mil toneladas no ano de 2022; o teor de
umidade obtido por método gravimétrico para o RP1, 8,5%; o rendimento de
extrato e a percentagem de d-limoneno obtidos para cada extrato. A TABELA
20 mostra os resultados.

TABELA 20 PRODUCAO DE D-LIMONENO/ANO A PARTIR DE RESIDUO DE TANGERINA
PONKAN

(continua)
Extragdes convencionais
o
Extragdo Solvente  mgei (@) Mext(@) % d-lim  maim(@) |, rr/iollgl; 1 (tFI‘;-rI:T))
HD-RP1 Agua 50,08 0,11 87,65 0,10 0,19 26,26
HD-RP2 Agua 50,24 0,83 90,27 0,75 1,49 203,43
SE-RP1 Hexano 5,05 0,10 44,83 0,04 0,89 121,09
SE-RP2 Hexano 5,05 0,09 63,76 0,06 1,14 155,00
Extragdes com fluidos pressurizados
o
Solvente P (MPa) T (°C) (979) ”(';F)” Mext (@) % d-lim ”Zg')m ; n/l‘;lg; ; (5;}':'3 )
scCO; 20 80 0:1 20,14 0,30 89,01 0,27 1,34 182,13
scCO, 10 40 0:1 20,05 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00
scCO; 10 80 0:1 20,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
scCO; 20 40 0:1 20,03 0,26 81,63 0,21 1,05 143,63
scCO, 10 40 2:1 20,06 0,28 70,12 0,20 0,99 134,87
scCO; 10 80 2:1 20,51 0,35 76,21 0,26 1,29 175,69
scCO, 20 40 2:1 20,19 0,28 67,82 0,19 0,96 130,44

R: razdo massica cossolvente: RP1; mgps: massa de RP1 utilizada na extragcdo. me,: massa de
extrato obtida; % d-lim: fracdo de d-limoneno obtida na extragdo; mq.im: massa de d-limoneno
obtida na extracao; % d-lim/RP1: fragdo de d-limoneno por grama de RP1; Pym: Produgéo
anual de d-limoneno a partir de RP1 utilizando como base de calculo a produgéo anual de
Ponkan na regido do Vale da Ribeira.

FONTE: A Autora (2022).
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TABELA 20 PRODUCAO DE D-LIMONENO/ANO A PARTIR DE RESIDUO DE TANGERINA
PONKAN
(concluséo)

Extragdes com fluidos pressurizados

Solvente P (MPa) T (°C) (g'fg) ”(‘;')’1 Mext (@) % d-lim ”;‘é')m “r';/;’,gl;1 (5;:;'3)
scCO, 20 80 21 2002 032 7426 024 120 163,09
scCO, 15 60 11 2011 030 7726 023 115 157,35
ScCaHs 10 60 - 2043 021 87,71 019 092 12538
$cCaHs 40 15 - 2010 047 8938 042 210 286,52
$cCaHs 80 15 - 2014 029 5822 047 083 11277
$cCaHs 80 5 . 2008 022 5746 017 064 87,79
$cCaHs 40 5 - 2011 021 6274 013 064 8729

R: razdo massica cossolvente: RP1; mgps: massa de RP1 utilizada na extracdo. me,: massa de
extrato obtida; % d-lim: fracdo de d-limoneno obtida na extragdo; mq.im: massa de d-limoneno
obtida na extracao; % d-lim/RP1: fragdo de d-limoneno por grama de RP1; Pym: Produgéo
anual de d-limoneno a partir de RP1 utilizando como base de calculo a produgéo anual de
Ponkan na regido do Vale da Ribeira.

FONTE: A Autora (2022).

Os ensaios comparativos com HD mostram que a composi¢cao do
residuo é fator determinante para a producdo de d-limoneno. Para o RP1 a
producédo é de 26,26 t/ano enquanto que para o RP2, 203,43 t/ano, ou seja, um
aumento superior a 7 vezes. Pode-se observar que utilizando o RP1 a extracao
com scCzHg a 15 MPa e 40 °C é a que indica maior produc¢ao de d-limoneno,
de 286,52 ton/ano. Entre as extragdes sem residual de cossolvente pode-se
destacar ainda o uso de scCO; a 20 MPa que resultaria em producao de
182,13 t/ano a 80 °C e 143,63 t/ano a 40 °C.

Os ensaios comparativos com SE, utilizando hexano, resultaram em
producao de 121,09 t/ano para o RP1 e 155,00 t/ano para o RP2. Entre as
extragdes que utilizaram scCOz-hexano pode-se destacar as condigbes de 10
MPa, 80 °C e razéo de cossolvente de 2:1, com producao de 175,69 t/ano.

Foi realizada pesquisa de valor de mercado do d-limoneno e seus
derivados a fim de demonstrar o valor agregado desses produtos e sua
importancia comercial. Os dados foram coletados em julho de 2022, da cidade
de Milwaukee, EUA. Para carveol e alcool perilico, a conversdo para o preco
em mL foi efetuado através de suas densidades, 0,96 g/mL. A TABELA 21

mostra os resultados desta analise.
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TABELA 21 ANALISE DE PRECO DE MERCADO DE D-LIMONENO E SEUS DERIVADOS

Componente Precgo (US$) /100 ml
d-limoneno 17,48
Carveol 63,26
Carvona 34,80
a-Terpineol 89,60
Alcool Perilico 32,83
Epodxidos 140,00

Fonte: sigmaaldrich.com.

Por fim, realizou-se calculo do valor da produgao de d-limoneno,
considerando a producdo de tangerinas da regido do Vale da Ribeira, 81 mil
toneladas por ano, o valor comercial do d-limoneno, US$ 17,48/100 mL e a

densidade de d-limoneno de 0,841 g/mL. A TABELA 22 mostra esses valores.

TABELA 22 - VALOR COMERCIAL DA PRODUCAO ANUAL DE D-LIMONENO APARTIR DE
RESIDUO DE TANGERINA PONKAN

Extragdes convencionais

Extracao Solvente % d-lim/RP1 Pgyiim (ano)  Valor Py, (US$/ano)
HD-RP1 Agua 0,19 26,26 5.458.453,15
HD-RP2 Agua 1,49 203,43 42.282.553,35
SE-RP1 Hexano 0,89 121,09 25.169.040,65
SE-RP2 Hexano 1,14 155,00 32.217.270,32

Extragdes com fluidos pressurizados

Solvente P (MPa) T (°C) R (g/g) % d-lim/RP1 Pyiim (ano)  Valor Py, (US$/ano)

scCO; 20 80 0:1 1,34 182,13 37.854.661,01
scCO; 10 40 0:1 0,00 0,00 -

scCO; 10 80 0:1 0,00 0,00 -

scCO; 20 40 0:1 1,05 143,64 29.855.806,56
scCO; 10 40 21 0,99 134,87 28.031.757,11
scCO; 10 80 21 1,29 175,69 36.516.401,00
scCO; 20 40 21 0,96 130,44 27.112.289,89
scCO; 20 80 2:1 1,20 163,09 33.897.691,45
scCO; 15 60 1:1 1,15 157,35 32.705.105,90
scCsHg 10 60 - 0,92 125,38 26.059.008,96
scCsHg 40 15 - 2,10 286,52 59.552.159,41
scCsHg 80 15 - 0,83 112,77 23.439.581,15
scCsHg 80 5 - 0,64 87,79 18.246.221,63
scCsHg 40 5 - 0,64 87,29 18.144.039,70

R: razdo massica cossolvente: RP1; % d-lim/RP1: fracdo de d-limoneno por grama de RP1;
P4.im: Produgéo anual de d-limoneno a partir de RP1 utilizando como base de calculo a
producéo anual de Ponkan na regido do Vale da Ribeira; Valor Py.m: valor comercial da
produgéo de d-limoneno. FONTE: A Autora (2022).
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A partir dos dados da TABELA 22 pode-se perceber que a separagao
das cascas antes da extracao de suco proporciona extracbes com maior
rendimento de 6leo essencial por hidrodestilacdo e consequentemente maior
rendimento de d-limoneno. As extragbes que utilizaram hexano sdo uma
alternativa para aplicacbes do extrato nas quais as fragdes residuais deste
solvente nao representam risco de toxicidade. As extragbes com propano
subcritico na condigao de densidade mais alta ainda seria a producao de maior
valor. Contudo, em todos os casos analisados um estudo de viabilidade

econdmica seria necessario para indicar o processo mais vantajoso.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a viabilidade técnica da obtencéo de extrato
a partir do residuo da industria de sucos de tangerina ponkan com alta
percentagem de d-limoneno. Foram analisados extratos obtidos por
hidrodestilacdo, extracdo Soxhlet, extracdo com CO, supercritico, extracao
com CO; supercritico e hexano como cossolvente e extragdo com CsHsg
subcritico.

Na hidrodestilagdo se obteve do RP1 87,65% de d-limoneno e
seletividade de 7,10. Na Extracdo Soxhlet se verificou que o melhor solvente
era o hexano e se obteve 44,83% de d-limoneno com 0,81 de seletividade.

As extragcdes preliminares com fluidos pressurizados definiram as
condicbes que seriam avaliadas neste estudo e a partir destas foi realizado
planejamento experimental em dois niveis com triplicada no ponto central. Para
verificar a influéncia de fator no sistema em questao foi realizado analise de
variancia e grafico de Pareto para as extragdes com scCO; e scC3Hsg e a curva
de superficie de resposta. Os resultados indicam que o fator de maior influéncia
foi a pressao para as extragdes com scCsHs e a razao de cossolvente para as
extracdes com scCOs.

As extragdes com scCO; resultaram em alta percentagem de d-
limoneno, porém com baixo rendimento de extrato. A presenca de hexano
como cossolvente aumentou o rendimento da extracdo, porém com
seletividade de d-limoneno de 2,3 a 3,2. As extracbes com scC3Hg resultaram
no mais alto rendimento de extrato (2,35%), de d-limoneno (89,38%) e de
seletividade (8,42). Por outro lado, esta extracdo é a de maior custo de
operacgao devido ao alto valor comercial do solvente.

Por fim, verificou-se que a extragao de d-limoneno a partir de residuo
agroindustrial de tangerina ponkan pode resultar em grande produgédo anual e
provavel rentabilidade de d-limoneno, com produgao de até 286 t/ano de d-
limoneno. O presente estudo mostrou a viabilidade técnica de agregar valor a
um residuo agroindustrial, 0 que poderia gerar empregos e contribuir para o

bem-estar dos consumidores.
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5.1. Sugestdes para trabalhos futuros

Realizar a analise econdmica do processo para cada método de
extracéo e solvente para se avaliar a viabilidade comeercial destes
processos;

Realizar extragao sequencial de 6leo essencial por extragao por arraste
a vapor e, em seguida, de fragdes lipidicas por extragdo com fluidos
pressurizados para avaliar a viabilidade técnica do total aproveitamento
dos compostos presentes no residuo de ponkan; e,

Realizar a modelagem matematica da cinética de extracédo com fluidos
pressurizados para prever condicoes de temperatura e pressdao com

rendimento de extragdo economicamente viaveis.
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