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RESUMO

O presente trabalho visa a transformac¢do de um residuo da cadeia produtiva da candeia
(Eremanthus erythropappus (DC) MacLeish), aplicando os conceitos de economia circular na
producao da candeia através da utilizacdo da catalise heterogénea em processos de
hidrogenagdo. O residuo cedido pela empresa Citroleo foi caracterizado por técnicas de
cromatografia, infravermelho e ressondncia magnética nuclear, sendo identificados
sesquiterpenos nao oxigenados, a-bisabolol e metileugenol em sua composi¢do. Houve a
tentativa de fracionamento desse residuo por meio de uma cromatografia em coluna e por
extracdo liquido-liquido, gerando uma fragdo polar e outra apolar para cada um dos métodos de
extracdo ¢ a eficacia de cada um deles foi avaliada. A mistura de compostos foi submetida a
processos de hidrogenagdo utilizando catalisador comercial de palddio suportado em carvao
ativado onde foram avaliados parametros como temperatura, massa de catalisador, tempo de
reacdo e pressao de hidrogénio na hidrogenacdo. Em um processo de hidrogenagao tipico foram
utilizados 100 °C, 25 mg de catalisador, 20 horas de reacdo e 10 atm de hidrogénio, ndo sendo
necessario o uso de solvente para essa reagdo. Para essas condi¢des, foram obtidas elevadas
conversoes (98%) e seletividade para o grupo de produtos hidrocarbonetos saturados,
hidrocarbonetos aromadticos e compostos oxigenados de 49, 12 e 19%, respectivamente. O
produto de hidrogenacdo foi fracionado da mesma forma que o substrato inicial para serem
realizados testes de citotoxicidade com o terpeno candeia e com o produto. A citotoxicidade
observada na concentracdo de 51,9 mg mL! para o terpeno candeia nio ¢ observada no produto

de hidrogenac¢do, que ndo apresenta citotoxicidade para as concentragdes testadas

Palavras-chave: Candeia; Eremanthus erythropappus; residuo; catalise; economia circular



ABSTRACT

This study aims to transform a residue from the candeia (Eremanthus erythropappus (DC)
MacLeish), applying circular economy concepts in the production chain through the use of
heterogeneous catalysis in hydrogenation processes. The residue provided by the company
Citrdleo, was characterized using chromatography, infrared, and nuclear magnetic resonance
techniques, identifying non-oxygenated sesquiterpenes, a-bisabolol, and methyl eugenol in its
composition. An attempt was made to fractionate this residue through column chromatography
and liquid-liquid extraction, generating a polar and an apolar fraction for each extraction
method, and the effectiveness of each was evaluated. The mixture of compounds was subjected
to hydrogenation processes using a commercial palladium catalyst supported on activated
carbon, where parameters such as temperature, catalyst mass, reaction time, and hydrogen
pressure were evaluated. In a typical reaction were used 2 mL of the residue 100 °C, 25 mg of
catalyst, 20 hours of reaction, and 10 atm of hydrogen, without the need for solvent. Under
these conditions, high conversions (98%) and selectivity for alkanes, aromatic hydrocarbons,
and oxygenated compounds were obtained, at 49, 12, and 19%, respectively. The hydrogenation
product was fractionated in the same way as the initial substrate, and cytotoxicity tests were
performed. It is noted that after the hydrogenation process, the candeia terpene loses the
cytotoxicity observed at a concentration of 51,9 mg mL-1 and no longer exhibits toxicity at the

tested concentrations.

Key-words: Candeia; Eremanthus erythropappus; waste; catalysis; circular economy
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1 INTRODUCAO

1.1 Cadeia produtiva da candeia

O Brasil € um pais de destaque quando falamos da produg¢ao de dleos essenciais, sendo o quarto
maior exportador em 2023 ($444 M) (OBSERVATORY OF ECONOMIC COMPLEXITY,
2023). O Brasil ocupa o posto de maior produtor de laranja no mundo (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2020) e boa parte dessa
producdo € utilizada na extragdo do 6leo essencial. Porém, existem espécies de plantas que s@o

nativas do Brasil e que conferem exclusividade ao pais nessa cadeia produtiva.

A Eremanthus erythropappus (DC) MacLeish, conhecida como Candeia, ¢ uma arvore de
ocorréncia em areas de cerrado, tradicionalmente encontrada no estado de Minas Gerais
(MORI; BRITO, 2008). A partir da candeia ¢ extraida mistura de moléculas no seu 6leo

essencial, cujo principal componente € o a-bisabolol (Figura 1).

< OH
(-)-a-bisabolol (+)-a-bisabolol

OH

Figura 1. Estrutura do a-bisabolol

O processo de extragdo desse 6leo ocorre através da destilagdo por arraste a vapor da madeira,
posteriormente destilado sob pressdo reduzida para aumentar a pureza do composto principal.
Essa molécula ¢ empregada principalmente nas induastrias de farmacos, higiene pessoal,

fragrancias e flavorizantes (LONGHI et al., 2009).
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Mercado
consolidado

—— | o-bisabolol

Madeira _l Oleo
candeia Destilacdo | essencial Destilacdo
por arraste com pressao

reduzida

Terpeno
Candeia

Objeto de
estudo deste
trabalho

Figura 2. Fluxograma cadeia produtiva candeia

Uma das principais produtoras nacionais do a-bisabolol € a Citréleo — Industria e Comércio de
Oleos Essenciais LTDA — e, durante o processo de extragdo, ocorre a gera¢io do residuo
denominado Terpeno Candeia (Figura 2). De acordo com a empresa o terpeno candeia ¢
composto de olefinas provenientes da extragdo do 6leo essencial e esse residuo ¢ armazenado
para posterior descarte. O unico relato encontrado da aplicagdo desta mistura diz respeito ao

seu uso como antifungicida em madeira (TEIXEIRA et al., 2015)

A descricdo dada pela propria empresa e as poucas aplicagdes para esse tipo de residuo
mostram um potencial ainda ndo explorado para o Terpeno Candeia. A busca por
transformagdes e testes para futuras aplica¢des desse residuo pode ser um ponto de partida para

uma inovagdo dentro dessa cadeia produtiva.

1.2 Economia Circular

As produgdes agricolas e industriais sdo sustentadas em um modelo de economia linear, cuja

ideia ¢ a produgdo, uso e descarte sem a reutilizagdo de nenhum subproduto ou residuo
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industrial gerado. Entretanto, esse modelo esta ultrapassado (GEISSDOERFER et al., 2017),
pois ndo consegue utilizar integralmente o potencial das cadeias produtivas. Areas relacionadas
a producdo e processamento de produtos agricolas geram diversos tipos de subprodutos e

residuos vegetais (JENA; SINGH, 2021).

Dessa forma, a economia circular vem tomando espago no desenvolvimento tecnologico e
cientifico, com a intencdo de reutilizar materiais ndo utilizados nesses processos. A defini¢ao
de economia circular pode ter algumas variagdes e estar conectada com outros conceitos como
sustentabilidade e os 4R (reduzir, reutilizar, reciclar, repensar) (KIRCHHERR et al., 2017,
CASTRO et al., 2022; GEISSDOERFER et al., 2017, MORSELETTO, 2020)). Embora seu

conceito ainda tenha algumas variagdes, o Parlamento Europeu (2023) a descreve como:

“Um modelo de produgdo e de consumo que envolve a partilha, o aluguer, a
reutilizacdo, a reparacdo, a renovacdo e a reciclagem de materiais e produtos

existentes, enquanto possivel. Desta forma, o ciclo de vida dos produtos ¢ alargado”

Devido a sua crescente relevancia, em 2020 a Unido Europeia publicou um plano de acdo
(EUROPEAN COMMISSION: DIRECTORATE-GENERAL FOR COMMUNICATION,
2020) que “fornece uma agenda orientada para o futuro para alcangar uma Europa mais limpa
e competitiva em cocriacdo com atores econdomicos, consumidores, cidaddos e organizagdes da
sociedade civil”. Esse plano de agdo envolve diversas areas da economia europeia como
eletronicos, baterias e veiculos, setores da construgdo civil, mas também aborda algumas
diretrizes para a eliminagdo de residuos nos processos e incentiva o reaproveitamento desses

residuos.

Outros paises também adotaram legislagdes e planos de a¢do para implementagdo dessa politica
econdmica como China, Colombia, Inglaterra, Franca, Russia e Portugal entre outros (DE
MELO et al., 2022), mostrando que passa a ser uma preocupacao de Estados e nao apenas parte

das pesquisas cientificas.

Seguindo essa linha, o Brasil apresenta a Politica Nacional de Residuos Soélidos (PNRS)
(BRASIL, 2010) que institui politicas de ndo geracdo, reducdo, reutilizagdo, reciclagem e
destinacdo adequada de residuos sélidos como residuos so6lidos urbanos (RSU), residuos de
construcdo e servicos de saude e cuida da logistica reversa de produtos toxicos ao meio

ambiente, além de gerar relatorio anuais que mostram o avango dessa politica ao longo dos anos
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(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE RESIDUOS E MEIO AMBIENTE, 2024). Entretanto, essa
politica ¢ restrita aos residuos solidos, tornando-se insuficiente quando tratamos do mercado de
6leos essenciais e fazendo com que nao haja um incentivo para a inovagdo e ndo geragao de

residuos para as empresas.

1.3 Classificacao de residuos de o6leos essenciais e as metodologias de reutilizacao

Existem diversas técnicas de extra¢do dos 6leos essenciais, entre as mais comuns estdo a
destilagdo por arraste a vapor, hidrodestilacdo e extragdo por solvente (KATEKAR; RAO;
SARDESHPANDE, 2023; MACHADO et al., 2022). A eficiéncia na extragdao pode gerar uma
reducdo na utilizacdo dos recursos naturais, diminuindo os subprodutos gerados durante o
processo. Processos mais vantajosos estudados nesses dois quesitos sdo a extragdo por arraste
assistida por microondas e extra¢des utilizando fluidos supercriticos (DRINIC et al., 2021;
POLITEO et al., 2023; YOUSEFI et al., 2019). E necessario entdo transformar todo esse

potencial para o descobrimento de novas propriedades e novos produtos.

O processo de destilagdo obtém o oOleo essencial e a agua em duas fases devido a baixa
solubilidade entre elas, entretanto os compostos do 6leo essencial ainda podem se solubilizar
em baixas quantidades, formando o hidrolato (ELGUEA-CULEBRAS; BRAVO; SANCHEZ-
VIOQUE, 2022). O hidrolato pode conter os compostos volateis e compostos oxigenados que
estdo presentes nos 6leos essenciais, mas sao obtidos em menor quantidade, porém o descarte
inadequado desses compostos pode causar problemas ao ambiente. Hoje sdo estudadas algumas
utilizagdes para esse tipo de produto. Um dos campos de estudo para esses compostos ¢ a
avaliagdo dos compostos presentes nesses subprodutos e a avaliacdo das propriedades
bioldgicas relacionadas a eles. Podem ser feitos testes de viabilidade celular, propriedades
antioxidantes, propriedades antimicrobianas entre outros tipos de testes. (CHAROIMEK et al.,
2024; DI VITO et al., 2019; TAVARES et al., 2022). No caso da candeia, o a-bisabolol ja ¢
utilizado comercialmente, como nos produtos da propria Citroéleo, mas seu 6leo essencial
também ¢ testado e demonstra propriedades interessantes como propriedades antioxidantes e
antimicrobianas (SILVERIO et al., 2013). Além disso, como citado anteriormente, o residuo

Terpeno Candeia também apresentou propriedades antifungicas quando aplicado em madeira
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(TEIXEIRA et al., 2015). Testar entdao propriedades diferentes pode trazer informagdes com

objetivo de desenvolver novos produtos e aplicacdes para essa mistura.

A transformacdo desse residuo pode ser interessante também visando obter moléculas com
possiveis aplicacdes como biocombustiveis e aditivos de combustiveis. Terpenos ja sao
estudados para serem utilizados para essa finalidade, mas também podem passar por processos
de hidrogenacao para a obtengdo de alcanos (LAPUERTA et al., 2023; SWIFT, 2004; WANG
et al., 2024) utilizando catalisadores de metais de transicdo como paladio, platina, niquel e

ruténio.
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2  OBJETIVOS

Este projeto visa a valorizagao dos residuos liquidos gerados pela destilagdo do 6leo de candeia,
empregando rota catalitica heterogénea em processos de hidrogenacgao visando a obtencao de
produtos de interesse comercial. Pretende-se obter processos cataliticos que podem ser
aplicados para converter os compostos da fracao leve dos residuos da destilacdo em produtos

de maior valor. Os objetivos especificos sdo:

e Estudar a composi¢do quimica do residuo de oleo de candeia cedido
formalmente pela empresa Citroleo®.

e Uso de catalisador comercial (Pd/C) para reac¢des de hidrogenacao.

e Andlises espectroscdpicas e cromatograficas (IV, CG-FID, CG-EM, RMN) dos
produtos obtidos a partir das rea¢des de hidrogenacao cataliticas do residuo de
6leo de candeia.

e Otimizagdo das condi¢des experimentais (temperatura, catalisador, tempo,
solvente, pressdo) para as reagoes hidrogenagao.

e Isolamento das misturas geradas a partir das reacdes otimizadas de hidrogenacao

o Testes de citotoxicidade dos produtos
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3 METODOLOGIA

3.1  Reagentes

Todos os reagentes obtidos de fontes comerciais foram utilizados da forma como recebidos
exceto se especificado. O subproduto de destilagdo foi gentilmente cedido pela empresa
Citroleo® e identificado a seguir como Terpeno Candeia. Foram utilizados os reagentes n-
hexano 99% P.A (Sciavicco), acetato de etila 100% P.A (ChemFlex), etanol 99,5° GL P.A ACS
(Sciavicco), acetonitrila P.A ACS (Exddo Cientifica), paladio em carvao 5% massa (Pd/C 5%,
degussa), silica gel 70-230 mesh (Aldrich), diclorometano P.A (FMAIA), cloroférmio-d
(Aldrich).

3.2  Fracionamento do terpeno candeia

O fracionamento do residuo foi realizado visando a separacdo do terpeno candeia em duas
fragdes: apolar e polar. O fracionamento foi realizado via cromatografia em coluna de silica e

extracdo liquido-liquido empregando solventes organicos de polaridades distintas.

Foram utilizadas 4 g do terpeno candeia para a separagdo em coluna cromatografica. A eluigdao
foi iniciada com hexano puro, posteriormente aumentando em 5% v/v a quantidade de acetato
de etila na mistura hexano/acetato a cada 100 mL de eluente, esse procedimento foi conduzido
até atingir a concentracdo de 20% v/v de acetato de etila. As fragdes eluidas com 0, 5, e 10%
de acetato de etila em hexano tinham composi¢do similar, foram coletadas combinadas e
nomeadas como fra¢do apolar coluna (FAC), enquanto as fragdes com maior polaridade do
eluente foram combinadas e nomeadas como fragdo polar coluna (FPC). Apos coletadas, ambas

foram concentradas a vacuo.

O fracionamento do terpeno candeia a partir da extracdo liquido-liquido foi realizado utilizando
hexano e acetonitrila. Numa extragao tipica, foram adicionados em funil de separagdao 25 mL
de terpeno candeia, 25 mL de hexano e 20 mL de acetonitrila. A fracdo contendo acetonitrila

foi coletada e realizou-se a adi¢do de mais 15 mL do mesmo para uma segunda lavagem da
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fracdo contendo hexano. Ambas fragcdes foram concentradas a vacuo e foram também

denominadas de fracdo apolar extracdo (FAE) e fragdo polar extragdo (FPE) respectivamente.

FAC

15; 20%)
(

FAE
(Hexano) (©; 3 10%)
Fracionamento Terpeno Fracionamento
extragao candeia coluna

(Acetonitrila)

Figura 3. Processo de fracionamento do terpeno candeia

3.3  Caracterizacio quimica do terpeno candeia

O terpeno candeia bem como as fra¢des da coluna e da extragdo foram caracterizadas por uma
série de técnicas espectroscopicas e de cromatografia para uma maior compreensdo dos

compostos presentes no mesmo. Os detalhes experimentais podem ser encontrados abaixo:

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR):

As andlises na regido do infravermelho foram realizadas no nucleo de extensdo e prestagdo de
servigos (NEPS) do departamento de quimica da UFMG utilizando equipamento Perkim Elmer

modelo FTIR — BX com resolugio de 4 cm™ e 64 scans em lamina de KBr.

Ressonincia magnética nuclear (RMN):

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de 'H, *C e DEPT-135 foram obtidos no
Laboratdrio de Ressonancia Magnética de Alta Resolu¢cdo (LAREMAR) da UFMG utilizando
espectrometro Bruker 400 MHz nanobay. Os espectros foram calibrados utilizando o sinal do
cloroférmio deuterado (CDCls, 7,26 ppm para 'H e 77,26 ppm para '*C) como referéncia. Os
multipletos das moléculas analisadas isoladamente foram reportados como: b — largo, s —

singleto, d — dubleto, t — tripleto, q — quarteto, p — penteto, hept — hepteto, dd — dubleto duplo,
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td — tripleto de dubletos, ddt — duplo dubleto de tripleto, dt — dubleto de tripletos, ddd — duplo
dubleto de dubleto, dq — dubleto de quartetos e m — multipleto.

Cromatografia a gas (CG) e Cromatografia a gas acoplada com espectrometria de massas (CG-

EM):

O terpeno candeia foi analisado por cromatografia a gas utilizando cromatografo Shimadzu GC-
2014 equipado com coluna RTX-Wax (30 m x 25 mm x 25 um) para as andlises
cromatograficas. Também foram realizadas analises de cromatografia a gés acoplada com
espectrometria de massas em equipamento Shimadzu GC-2010 equipado com coluna Rxi® 5ms

com detector GCQP 2010 plus utilizando energia de ionizagdo de 70 eV.

3.4  Hidrogenacio catalitica do terpeno candeia

As reacdes de hidrogenacao do terpeno candeia foram realizadas em frascos de vidro de 4 mL
com septo de silicone conectados por uma agulha posteriormente inseridos em uma autoclave
de ago inoxidavel de 100 mL do tipo batelada. Numa reacdo tipica, 2 mL do terpeno candeia
puro, 25 mg do catalisador comercial Pd/C, e uma barra de agitacdo magnética foram
adicionados ao frasco de vidro, entdo o mesmo foi lacrado e a agulha inserida no septo. Em
seguida, esse frasco foi colocado no reator com o auxilio de um suporte de ago inox feito para
comportar até 3 frascos. Com o reator fechado, foram feitas trés purgas pressurizando o reator
até 5 atm de pressdo com liberacdo lenta do gas e posterior pressurizacdo do reator na pressao
desejada. O reator foi entdo colocado sob aquecimento de 100 °C por 20 horas sob agitagado
constante. Aliquotas de 30 pL do tempo inicial e final foram coletadas, diluidas em 1 mL de
acetato de etila e analisadas por CG. Para a quantificagdo dos produtos, devido a complexidade
da mistura, o balanco de massa de cada uma das reacdes realizadas foi conferido e a
quantifica¢do dos produtos foi realizada apenas pela porcentagem da area dos produtos como

uma forma de semiquantitativa de analise.
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Para os testes de reutiliza¢ao do catalisador de paladio, o mesmo foi coletado por centrifugagao,
lavado duas vezes com etanol (15 mL), e seco em temperatura ambiente antes de ser empregado

novamente nas mesmas condigdes reacionais.

35 Determinacao de viabilidade celular (citotoxicidade)

Para avaliagao na mudanga das propriedades bioldgicas do residuo, foram realizados testes com
o terpeno candeia e o produto de hidrogenacdo, juntamente com as fragdes polares obtidas pelo

fracionamento do residuo e do produto de hidrogenagao.

A determina¢ao de viabilidade celular foi pelo Laboratorio de Sintese e Interacdes
Bioinorganicas (SIBLAB). Para determinagdo da viabilidade celular foi utilizada a linhagem
celular queratindcitos humanos imortalizados (Hacat), células normais de glandulas mamarias.
As células foram distribuidas em meio de cultura DMEM, suplementado com soro fetal bovino
(FBS) 10% v/v, sendo 1,0 x 103 células/poco/100 pL em placas com 96 pocos que foram
devidamente incubadas a 37 °C em atmosfera umedecida a 5% de CO2 por 24 horas para total

aderéncia.

Nos pogos da placa contendo as células ja aderidas, foram distribuidos 100 uL de concentragdes
decrescentes 100, 50, 10, 5 ¢ 1 mg mL™! das amostras em duplicatas. As solucdes estoque dos
compostos foram preparadas em DMSO e diluidas em meio de cultura com no maximo 1% v/v
de DMSO. Para controle negativo foi utilizado 100 pL. de meio de cultura suplementado com

10% de FBS.

Apos a exposicao aos compostos de investigagdo por 72 horas, as células foram incubadas com
MTT (5 pg/10 pL/poco) durante 4 horas. A seguir, todo o liquido sobrenadante foi removido
por aspiragdo e foram adicionados 100 pL de DMSO/pogo, sendo a viabilidade celular
(proporcional a concentracao dos sais de formazan — produto da reducao mitocondrial do MTT
nas cé€lulas vidveis) determinada pela medida de absorbancia a 570 nm em espectrofotdmetro
de microplacas (MOSMANN, 1983). Os dados obtidos através dos ensaios citotoxicos foram
normalizados considerando-se a viabilidade celular do controle negativo como 100% utilizando

o software GraphPad Prism 8.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio do terpeno candeia

No processo de destilagdo realizado em alta temperatura e na presenca de agua, a lignina
presente na estrutura da casca de madeira se quebra em compostos aromaticos os quais podem
ser arrastados no processo de destilacdo com o 6leo essencial. Visando obter o a-bisabolol na
maior pureza para o mercado produtivo, sdo realizados varios ciclos de destilagdo, gerando
residuos mais complexos na sua constituicdo quimica € menos vidveis para posterior
aproveitamento. A identificagdo dos compostos presentes da fragdo destilada ¢ essencial para
entender as possibilidades de aplicagdo em processos cataliticos que agreguem valor econdmico

ao residuo.

Para esse trabalho, buscamos a identificagdo dos compostos do terpeno candeia cedido pela
empresa Citroleo. Essa mistura de compostos derivado da destilacdo do 6leo essencial da arvore
da candeia foi recebido como um 6leo de baixa viscosidade, coloragao amarela clara e um odor

amadeirado forte.

[

TERPENO
CANDEIA

Figura 4. Terpeno candeia no frasco de reagao

O perfil cromatografico demonstrou a presenga de 14 compostos no terpeno candeia, sendo 5

majoritarios. A primeira abordagem foi realizar um processo de coinjecao utilizando o a-
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bisabolol, principal composto no 6leo de candeia, para determinar sua presenca e foi constatada

a sua presenga no tempo de retencao 20,366 minutos.
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Figura 5. Perfil cromatografico terpeno candeia em coluna polar

Em seguida, a amostra foi analisada por CG-EM a fim de identificar os compostos presentes na
mistura. Os dados mostraram que a maioria dos compostos presentes no residuo tem massa
caracteristica de sesquiterpenos. Vale destacar que todos os compostos identificados
apresentaram similaridade em relagdo ao banco de dados (NIST) superior a 88%. As estruturas

quimicas dos produtos descritos na Tabela 1 podem ser vistas na Figura 6.



Tabela 1. Moléculas identificadas pelo CG-EM

Molécula identificada nljgféz E}:r fon molecular Simi(l(;r)i)dade
-elemeno CisHo4 204 95
Metileugenol C11H1402 178 96
o-bergamoteno CisHoa 204 95
Acoradieno CisHo4 204 89
a-silineno CisHoa 204 91
o.-curcumeno CisHa 204 94
B-silineno CisHo4 204 94
a-silineno CisH24 204 93
o-bisaboleno CisHoa 204 91
B-bisaboleno CisHoa 204 92
-himacaleno CisHoa 204 88
o-cariofileno CisHaa 204 92
a-bisabolol Ci5H260 222 97
N =

0
B-elemeno Metileugenol a-bergamoteno Acoradieno B-camigreno
Z
o-curcumeno B-silineno a-silineno a-bisaboleno
OH
p-bisaboleno p-himacaleno a-cariofileno a-bisabolol

Figura 6. Moléculas presentes no residuo terpeno candeia
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O espectro de RMN 'H do terpeno candeia presente no apéndice (Figura ) indica a presenca de
anéis aromaticos devido a presenca dos sinais entre 6,71 a 6,81 ppm, e também mostra a
presenca de sinais de hidrogénio entre 4,69 e 6,01 ppm caracteristicos de moléculas olefinicas.
Similar constatagdo pode ser feita ao analisar o espectro de RMN !3C pela presenca dos sinais
em 105,55 e 154,40 ppm (Figura ). Essa interpretagdo ¢ ainda suportada pela analise do espectro
DEPT-135 (Figura ), confirmando os sinais atribuidos as duplas ligacdes de aromaticos e
insaturacdes devido a inversdo do sinal apresentado no espectro. Além disso, a presenca de
duplas carbono-carbono terminais foi confirmada devido a presenca de sinais negativos no
espectro. Ainda em relagdo a esta amostra, existem dois sinais de hidrogénio caracteristicos de
éter em 3,85 e 3,86 ppm (Figura ) acompanhados de sinais de carbono em 55,93 ¢ 56,08 ppm
(Figura ) gerados pela presenta do metileugenol. Devido a natureza complexa da amostra,
outros sinais presentes nos espectros de RMN nado puderam ser identificados. No entanto, os
resultados dos espectros discutidos acima estariam coerentes com as moléculas identificadas

por CG-EM.

Pela analise de FTIR da amostra terpeno candeia (Figura 7), foi possivel confirmar as
informagdes constatadas anteriormente baseado na presenca de uma banda larga entre 3600-
3300 cm! relacionada a presenca de grupos hidroxila na mistura, uma banda em 2919 e outra
em 2854 cm’' relacionadas ao estiramento de ligagdo C-H de alquenos e alcanos,
respectivamente. H4 também a presenca de duas bandas centradas em 1661 e 1642 cm’!

relacionadas ao estiramento da ligagio dupla C-C e 1572 cm™..
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Figura 7. Espectro na regido do infravermelho terpeno candeia

Ap0s confirmar a presenga de uma grande quantidade de moléculas distintas no residuo terpeno
candeia, foi realizada a tentativa de fracionamento do mesmo para simplificar a matriz em
func¢do da polaridade dos compostos presentes. Com fracionamento por coluna cromatografica,
foram coletadas duas fra¢des diferentes do residuo, a fracdo apolar da coluna (FAC) contendo
os compostos eluidos com menor polaridade (0, 5 e 10% v/v de acetato de etila) e a fragdo polar
da coluna (FPC) contendo os compostos eluidos com maior polaridade (15 e 20% v/v de acetato
de etila). Vale destacar que na ultima, apenas dois compostos foram eluidos, o a-bisabolol e o

metileugenol, de acordo com a analise de CG-EM.

Diversas tentativas foram realizadas com o intuito de separar os compostos presentes na fracao
apolar, todavia por se tratar de uma mistura de terpenos, nao foi possivel isolar os compostos
por cromatografia em coluna para posterior identificacdo pela analise de RMN. A constatacao
por RMN e CG-EM de que todas as moléculas presentes nessa fracdo eram sesquiterpenos,

optou-se por manter uma unica fragdo dos compostos eluidos até¢ 10% v/v de acetato de etila.
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Figura 8. Esquema do fracionamento do terpeno candeia

Ao compararmos com o fracionamento dos compostos por extragdo liquido-liquido, observa-se
uma separacdo muito semelhante a extragdo feita por cromatografia em coluna. Na fra¢do apolar
da extracdo liquido-liquido (FAE), composta pelas moléculas mais soliveis em hexano, nota-
se a presenca de todas as olefinas também presentes na fragdo polar da separagdo por coluna
(FAC), porém observou-se também a presenga de bisabolol nessa frag@o. Ja na fragdo polar da

extracdo (FPE), ha uma pequena mistura das olefinas ndo presentes na fragdo polar por coluna
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(FPC). Nesta fragcdo, o metileugenol continua a ser o composto majoritario, mas ha uma redugao
na quantidade de bisabolol na mistura, e a presenca de uma baixa quantidade dos compostos

apolares nessa fracao (10%) em comparagdo com a FAC.

Nas condi¢des realizadas neste trabalho, podemos utilizar o0 méximo de 4 gramas de amostra
para iniciar o fracionamento por coluna, o que pode ser um fator limitante pensando em um
futuro escalonamento. No fracionamento por extracdo liquido-liquido, o maior fracionamento
realizado utilizou uma quantidade de 25 mL (~25 g) do terpeno candeia, ou seja, a capacidade
de fracionamento por extracdo € bem maior ¢ utiliza menos solvente do que a separacao por

coluna cromatogréafica.

4.2  Hidrogenacio do terpeno candeia

Devido a natureza da composi¢do quimica da mistura, na qual (Figura 6), optou-se
primeiramente por investir na reacdo de hidrogenacdo seletiva, de modo a diminuir a
complexidade da amostra para futuras funcionalizagdes. Para esse procedimento, o catalisador
escolhido foi o catalisador de paladio em carvao (Pd/C) comercial devido a sua alta
disponibilidade no mercado e capacidades de hidrogenacdo j& conhecidas do paladio na
literatura (BHOGESWARARAO; SRINIVAS, 2015; BLASER et al., 2001). Também visando
desenvolver um processo viavel economicamente, utilizamos somente o residuo, sem adi¢ao de

solvente, seguindo o quinto principio da quimica verde (ANASTAS; EGHBALI, 2010).

As reag0es preliminares foram conduzidas por 20 h a 50 atm de H> a 150 °C, as aliquotas finais
foram avaliadas no aspecto visual e analisadas por CG. O perfil cromatografico da amostra
retirada ao final da reacdo indica que os compostos presentes no terpeno candeia (Figura 9a)
foram completamente hidrogenados. A amostra final mostra a formagdo de 7 compostos
principais apos a reagdo de hidrogenacdo (Figura 9b). Observou-se também a mudanga na
coloragdo da mistura de um amarelo claro para um liquido incolor, indicando a diminuigdo de

insaturagdes nos compostos presentes na mistura.
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Figura 9. Cromatogramas das amostras terpeno candeia (a) e mistura pds-hidrogenagdo (b). Condi¢des da

hidrogenacao: Terpeno candeia (2 mL), Pd/C (25 mg), 150 °C, 50 atm Ha, 20 h, 650 rpm.

Com o objetivo de identificar os compostos gerados apos a reacao de hidrogenagdo, a amostra
foi submetida a fracionamento por cromatografia em coluna de silica. Mesmo tratando-se de
uma mistura complexa, tal como demonstrado pelo cromatograma acima, os compostos com
tempo de reten¢do de 12,0 e 17,3 minutos foram isolados, caracterizados e foram identificados
como 1-(1,5-dimetilhexano) 4-metilbenzeno (Prod. 1), com sua origem provavel da
hidrogenagao do a-curcumeno (Figura 6) e 1,2-dimetdxi 4-propilbenzeno (Prod. 2) proveniente
do metileugenol (Figura 6) respectivamente (Figura -Figura ). O produto 2 ndo € o nico, mas
¢ o principal responsavel pelo odor amadeirado do produto. O restante dos compostos, com
tempos de retengao entre 7,0 e 11,25 minutos, foram analisados por CG-EM e RMN como uma
mistura, pois sua separagdo nao foi possivel, sendo constatado que esses sdo hidrocarbonetos

saturados e sem a presenca de nenhum grupo funcional em sua estrutura (Figura -Figura ).
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Tabela 2. Produtos identificados por CG-EM

Molécula Férmula molecular  fon molecular Similaridade
identificada (%)
Nio identificado - 208 -
Bisabolano CisH3so 210 93
Bisabolano Cis5Hso 210 92
Selinan Ci5Hog 208 96
N3o identificado - 208 -
Dihidrocurcumeno CisHos 206 90
1,2-d%met0X1 4- C11H1cOs 180 97
propilbenzeno
Bisabolano Senilan
AT
_0
1,2-dimetoxi 4-propilbenzeno Dihidrocurcumeno

Figura 10. Moléculas identificadas presentes no produto da hidrogenagéo

Com o objetivo de controlar a formagdo dos produtos hidrogenados, foram otimizadas a
influéncia de alguns parametros da reagdo como temperatura, pressdo de hidrogénio e
quantidade de catalisador. Os produtos foram categorizados em hidrocarbonetos de cadeia
carbonica C15 (GP 1), grupo de hidrocarbonetos aromaticos (GP 2), compostos hidrogenados
oxigenados (GP 3) compostos pelos produtos de hidrogenag¢do do metil eugenol e do bisabolol.
Ha também um quarto grupo de produtos chamados de intermedidarios, os quais sdo convertidos
em reagdes com condi¢des mais bruscas e ndo foi possivel fazer a identificagdo desses produtos

por nenhuma técnica.

Foram realizadas reagdes nas temperaturas de 150, 100, 75 e 50 °C. As conversdes para as

temperaturas de 150, 100 °C foram completas, ndo sendo possivel detectar mais os compostos
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presentes na mistura inicial. Ao analisar a seletividade para estas duas reagdes, resultados
similares foram obtidos. Os mesmos grupos GP1, GP2 e GP3 foram identificados de compostos
presentes, porém, ha uma diferenca na propor¢ao entre o GP1 e os produtos intermediarios.
Essa diferenga pode ser atribuida por uma redugdo na conversao dos intermediarios para o GP1
ao diminuir a temperatura de 150 °C para 100 °C. Entretanto, quando a reagdo ¢ realizada a
75 °C, a conversao também ¢ praticamente completa (98%), mas a presenca dos intermedidrios
¢ muito mais elevada comparada a reagdo a 150 °C. Ao reduzir a temperatura para 50 °C, apenas

42% de conversdo do substrato foi obtido

No estudo do efeito da massa de catalisador, observa-se que a sua diminuigdo contribui com a
maior formacao de hidrocarbonetos aromaticos (GP2), confirmando a necessidade de maior
quantidade de catalisador (25 mg) para promover maior seletividade para os hidrocarbonetos

C15 (GP1).

Tabela 3. Estudo da variag@o na temperatura ¢ massa de catalisador ?

Sel.

Experimento Tem;c))eratura Massa cat.  Conv. Sel. GP Sel. GP GP 3 Intermed.

(°C) (mg) (%) 1(%)  2(%) (%) (%)

1 150 25 95 72 11 13 4

2 100 25 94 57 11 15 17

3 75 25 98 41 10 20 29

4 50 25 42 0 0 47 53

5 150 12,5 95 26 38 16 20

6" 150 - - - - ; ;

2 Condigdes: 2 mL terpeno candeia, Pd/C, 20 atm H, 20 h, 650 rpm. ® Sem catalisador

Ao analisar o odor das misturas finais, pode inferir-se que em altas conversdes o intenso odor
amadeirado evolui para notas mais agradaveis, conferindo uma sensagdo mais equilibrada.
Assim, reagOes realizadas em temperaturas mais elevadas tornam o produto final com uma
caracteristica mais agradavel nesse critério. Em altas conversdes, o odor ¢ mais suave, embora
o cheiro do residuo ainda persista como nota de fundo com caracteristica amadeirada, devido a

presenca do produto 2 (1,2-dimetdxi 4-propilbenzeno) presente na fragdo de compostos
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oxigenados hidrogenados (GP3). O GP1 e o GP2 nao apresentam nenhum odor caracteristico,
entdo quanto maior a conversao do substrato e dos intermedidrios para esses grupos, mais

agradavel o cheiro apresentado.

Avaliou-se a utilizacdo de 25 e 12,5 mg de catalisador também na temperatura de 150 °C,
apresentado na Tabela 3, experimentos 1 e 5. Ao diminuir a quantidade de catalisador, a
conversao do substrato manteve-se elevada (95%), porém a propor¢ao entre os produtos se
altera e a seletividade para produtos intermedidrios sobe para 20% devido a uma menor
velocidade de reagdo pela diminui¢cdo da quantidade de catalisador. Os resultados mostram que

a melhor temperatura de rea¢do e massa de catalisador sdo 100 °C e 25 mg, respectivamente.

Adicionalmente, observou-se que a diminui¢do da pressdo de hidrogénio nio influencia na
conversdao do substrato (Tabela 3). O consumo de hidrogénio foi monitorado ao longo dos
experimentos, € notou-se que em todas as reagdes o consumo foi de 5 atm, como pode ser
observado na Tabela 4, por ndo existir mais moléculas com duplas ligagdes possiveis de serem

hidrogenadas nesse sistema.

Tabela 4. Estudo da variag@o da pressao no sistema ?

) PressioH, Conv. Sel. GP1 Sel. GP2 Sel. GP3 Intermed.
Experimento

(atm) (%0) (%) (%0) (%) (%)
1 20 94 57 11 15 17
2 10 98 49 12 19 20
3 5 97 40 15 15 30

2 Condigoes: 2 mL terpeno candeia, 100 °C, Pd/C (25 mg), H,, 20 h, 650 rpm.

Para pressoes de 20 e 10 atm, ndo ha alteragdo significativa nas conversoes e seletividades para
GP1, GP2, GP3 e intermediarios. Entretanto, a reagdo conduzida a 5 atm de H> gera uma menor
quantidade de produtos GP 1, demonstrando que nesta pressdo ndo ocorre a conversao total dos

intermediarios para GP1

Em seguida, foram conduzidos experimentos em diferentes intervalos de tempo para melhor

compreender o avanco da reac¢do nas condi¢des otimizadas. Experimentos de quatro, oito e vinte
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horas foram realizados para a avaliagao da conversao e a seletividade ao longo do tempo de
reacdo. Avaliando os diferentes tempos de reacdo € possivel perceber que com quatro horas de
reacdo, a conversdo do substrato ¢ elevada (89%), sendo necessario maior tempo de reagdo para

a conversdo total.

100
80 1 —a— Conversao
] —eo—GP1
— —A—GP 2
§ 60 —v—GP3
= —&— Intermed.
N
(]
S 40 1
=
o
@)
20 +
0
0 5 10 15 20
Tempo (h)

Figura 11. Cinética da reacdo de hidrogenagdo do residuo terpeno candeia. Condi¢des: Terpeno candeia (2 mL),

Pd/C (25 mg), Ha (10 atm), 100 °C, 650 rpm.

Observando a cinética da reacdo de hidrogencdo na Figura 11, observa-se que mesmo em
elevada conversao do substrato em 4 horas de reagdo, o sistema ainda nao atingiu o equilibrio.
Vale destacar que em 8 horas de reagdo, uma maior conversao desses mesmos compostos pode
ser observada, porém com uma seletividade de 25%. Ao avaliar a seletividade da fragdo GP 2
ao longo do tempo, pode-se perceber que a mesma € convertida apds 4 h de reacdo (sel. 27%)
até 20 horas (sel. 12%). Esse comportamento pode indicar uma conversdao muito lenta do

dihidrocurcumeno para o respectivo alcano completamente saturado. Sugere-se realizar essa
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classe de reagdo com o terpeno de candeia em temperaturas mais elevadas ou tempos de reacdes
maiores, para favorecer a produ¢do apenas de alcanos, para serem aplicados, por exemplo, no

setor de biocombustiveis.

Para cada uma das reagdes com variacdo de tempo, o produto final foi analisado por
espectroscopia na regiao do infravermelho visando observar a mudanga dos grupos funcionais
em acordo com a conversio alcangada (Figura 12). As bandas em 1661 e 1642 cm™! presentes
no espectro da andlise do terpeno candeia ndo sdo observadas no produto final, apds a reacao
de hidrogenagdo indicando a hidrogenacdo das duplas ligagdes presentes no substrato inicial.
Observa-se que nos espectros de infravermelho do produto final da reagdo de hidrogenacao
(Figura 12) a bandas em 2948 e 2870 apresentam formato alargado em relagdo ao espectro do
substrato inicial (terpeno candeia), o que sugere que os compostos insaturados ndo estdo mais
presentes no produto final. Outra evidéncia da hidrogena¢do dos compostos ¢ a auséncia das
bandas relacionadas a ligacio dupla C-C na regido entre 995 e 665 cm™! nos espectros de FTIR

de 4, 8 e 20 horas que estavam presentes no terpeno candeia.

Entretanto, ao compararmos os espectros para os diferentes tempos de reagao, nao € possivel
fazer nenhuma distingdo significativa entre os espectros. Isso diz que os intermediarios gerados
no processo ndo tém fungdes quimicas diferentes dos outros grupos de produtos. Isso pode
indicar que os intermedidrios sdo compostos ja hidrogenados que se isomerizam para os
compostos de GP1, principalmente em condigdes mais bruscas de reagdo. Outra banda que nao
esta mais presente é em 2300 cm! relacionada ao estiramento da ligagio C-O de moléculas de
CO> dissolvido no terpeno candeia que deve ser liberado durante ou apods a reagdo de

hidrogenacao.



36

8 7
o
=
o
=
—
m -
C
© 1
| .
P ot
4 Terpeno Candeia
d4|—4h
J[—28n
——20h
! | ! | ! | ! | ! | ' | ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (Cm'])

Figura 12. Espectros de infravermelho para os diferentes tempos de reacéo testados.
4.3 Determinacio de viabilidade celular (citotoxicidade)

Realizamos testes de viabilidade celular para avaliar a seguranca do produto final, denominado
blend, em aplicacdes que envolvam o contato humano. Esses testes compararam a qualidade do
substrato inicial com os compostos finais na reducao de possiveis efeitos citotoxicos. Caso o
blend apresentasse menor risco de citotoxicidade, novos fracionamentos poderiam ser
planejados para um melhor isolamento dos compostos e sua aplicagdo em diferentes

tecnologias.

Foram entdo realizados os testes com o terpeno candeia (TC), para avaliar o residuo com a
presenca dos sesquiterpenos identificados, e com a fragdo polar da coluna (FPC), para avaliar

as caracteristicas do residuo sem os sesquiterpenos. Também foram avaliadas o blend do
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produto de hidrogenacao, composto pelo terpeno candeia completo hidrogenado, e a fragao

polar dos produtos (FPP), contendo os produtos de GP3.

A Tabela 5 mostra a concentragdo das amostras necessarias para atingir a concentragao
inibitoria a 50% (ICso) e o Figura 13. Curvas de viabilidade celular em duplicata para as

amostras testadas mostra as curvas de viabilidade celular para as duplicatas das amostras.

Tabela 5. Atividade citotoxica contra a linha de células

Concentragao ICso

Amostra (mg mL"! = DP)
TC 51,9+ 1,4
FPC >100
Blend produto >100

FPP >100
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Figura 13. Curvas de viabilidade celular em duplicata para as amostras testadas

Os resultados obtidos nos testes mostram que o terpeno candeia apresenta citotoxicidade,
quando utilizado em concentragdes maiores do que 51,9 mg mL™!, ou seja, acima dessa
concentragdo mais de 50% das células torna-se inviavel. Entretanto, a auséncia de
citotoxicidade foi observada nas concentragdes avaliadas quando testada a fra¢do polar da
coluna (FPC). Esse resultado ¢ interessante porque demonstra que os compostos presentes nesta
fracdo seriam menos citotdxicos se tivessem contato com células de pele, o que ¢é positivo para
uma possivel aplicagdo em produtos cosméticos. Isso também nos traz a informagao de que a
citotoxicidade do terpeno candeia estd relacionada aos sesquiterpenos presentes na amostra e

podemos avaliar como sao as caracteristicas do produto final.

Analisando os resultados das amostras hidrogenadas, os resultados mostram que a hidrogenagao
também contribui com uma menor toxicidade da mistura nas concentracoes avaliadas. Pensando

no desenvolvimento de produtos cosméticos que utilizem desses compostos na sua formulacao,
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a hidrogenagdo demonstrou ser um processo de transformacao quimica que contribui com o

nivel de citotoxicidade.

O produto da reagdo testada ndo aumenta a concentragdo necessaria para atingir o ICso como
altera o comportamento antes dessa concentragao. Observando a curva de viabilidade celular, ¢
possivel perceber que o terpeno candeia pode inviabilizar cerca de 30% das células testadas em
concentracdes de 10 mg mL! enquanto o blend do produto apresenta aproximadamente 10%
de inviabilizacao celular. Esses resultados mostram entdo que realizar a reagao de hidrogenagao
catalitica contribui com a formag¢do de uma classe de compostos hidrogenados menos
citotoxicos, o que pode viabilizar a utilizagdo desse residuo em produtos que tenham contato

com c¢lulas da pele.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel fazer o uso de um residuo de extracdo do a-bisabolol do dleo
essencial da arvore de candeia para avaliacao de possiveis aplicacdes para este residuo que nao
possui destinagdo final. Devido a complexidade do residuo, ndo foi possivel separar as amostras
da mistura, mas foi possivel identificar a maioria das moléculas via CG-EM, mostrando a
presenca de sesquiterpenos nao oxigenados, moléculas da biomassa como o metileugenol ¢ a

presenca de um pouco de a-bisabolol restante do processo de destilacao.

A hidrogenacao desse substrato mostrou-se uma alternativa promissora para a reutilizacao deste
rejeito. Para reagdes que utilizavam aproximadamente 2 g da matéria-prima, ndao foi necessario
a utilizagdo de solvente, utilizou-se 10 atm de pressdo de H> e 25 mg de Pd/C para obter
conversdes elevadas (98%). Esse processo de hidrogenagdo gera trés grupos bem definidos de
produtos. GP1 composto por hidrocarbonetos (sel. 57%), GP2 composto por hidrocarbonetos
aromaticos (sel. 11%) e GP3 composto por compostos oxigenados (sel. 15%). A extensdo do
tempo de reagdo pode talvez gerar um aumento na seletividade para GP1, como demonstrado
na cinética e esses grupo de produtos podem talvez ser utilizados como combustiveis, porém
seriam necessarios mais estudos. Esses produtos também podem ser utilizados para outras
aplicagdes, caso necessario, por amenizarem o cheiro forte original do residuo, o que o torna
mais agradédvel, assim podendo ser considerada a adicdo do mesmo em produtos da industria

de fragrancias e flavorizantes.

Visando esse tipo de aplicacdo, os produtos obtidos e o residuo puro foram fracionados para
comparagdo em relagdo a citotoxicidade antes e depois da reacdo. Inicialmente, o terpeno
candeia apresenta ICso quando em concentragdes de 51,9 mg mL’'; no entanto, essa
caracteristica ndo € observada nas amostras hidrogenadas. Foi possivel perceber também que a
citotoxicidade esta relacionada com a fragao apolar do residuo, pois os testes com a fragao polar

nao demonstraram citotoxicidade nas concentracgoes testadas.

As reagoes de hidrogenagao catalitica apresentam entao potencial na transformacao de residuos
advindos do setor produtivo de Oleos essenciais, contribuindo tanto na analise sensorial
melhorada como na citotoxicidade, o que demonstra ser uma ferramenta importante a ser

aplicada nesse ciclo produtivo. Diante dos resultados obtidos também surge a expectativa de
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utilizar esta fonte de matéria-prima na obteng¢ao de hidrocarbonetos na faixa de biocombustiveis
ou aditivos para esta aplicagdo. A estrutura quimica dos produtos finais apresenta potencial para
contribuir com as caracteristicas fisico-quimicas dos biocombustiveis, como poder calorifico e
ponto de congelamento favoravel se utilizados como aditivos em biocombustiveis de aviagao
(SAF). Esta aplicagdao nao foi explorada neste trabalho, porém abre expectativas em futuros

trabalhos.
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1-(1,5-dimetilhexano) 4-metilbenzeno
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Figura A8. RMN de '*C do 1,2-dimetéxi 4-propilbenzeno (CDCls, 101 MHz)
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Figura A9. RMN DEPT-135 do 1,2-dimetoxi 4-propilbenzeno (CDCI3, 101 MHz)
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Figura A10. RMN de 'H da mistura de compostos ndo identificados (CDCl3;, 400 MHz)
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Figura A11. RMN de '3C da mistura de compostos ndo identificados em (CDCl;, 101 MHz)

56



oo

190

180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura A12. RMN DEPT-135 da mistura de compostos nao identificados (CDCI3, 400 MHz)
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