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Introducao

Sdo muitos os estudos, publicados na literatura,
que relatam processos de produgdo do biodiesel a partir
de diferentes matérias-primas. No processo de produgao
do biodiesel sdao gerados residuos solidos e liquidos.
Um dos residuos solidos, gerado em larga escala e
com potencial econdmico, sdo as tortas oriundas da
prensagem, presentes na etapa de extracdo dos oOleos
vegetais. O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) ¢ uma
das oleaginosas potenciais para o Programa Nacional
de Producdo e Uso de Biodiesel. A espécie vem sendo
cultivada em diversas regides do Brasil, principalmente
na regido Sudeste, Centro-Oeste e¢ Nordeste. E uma

Resumo

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.), pertencente a familia das Euphorbiaceae e ¢ uma oleaginosa que possui um alto
teor de 6leo que se destaca como uma planta com caracteristicas favoraveis para a produgao de biodiesel. Apos a extrag@o
do dleo, toneladas de torta sao produzidas como coproduto. Essa torta contém alto valor nutricional, mas a presenca
de éster de forbol, um composto toxico, restringe a sua utilizagdo como alimenta¢do animal. Diferentes processos
de destoxifica¢@o tém sido desenvolvidos em virtude da necessidade da remocdo deste componente toxico visando o
aproveitamento da torta. Os compostos bioativos, como os ésteres de forbol, estdo normalmente presentes em matrizes
vegetais em baixas concentra¢des, sendo necessarios processos de extragdo mais seletivos e efetivos para recuperagao
destes materiais. A utilizag@o do fluido supercritico ¢ uma técnica alternativa para recuperagdo de compostos bioativos
a partir de materiais vegetais. Neste trabalhou avaliou-se 0 uso do etanol como co-solvente no processo de extragao
supercritica. As condigdes experimentais utilizadas foram: 40 °C — 300 bar, 70 °C — 300 bar, 50 °C — 440 bar, 90 °C
— 440 bar, 70 °C — 500 bar. A extragdo se mostrou eficiente, sendo o melhor resultado obtido na condigdo operacional
de 70 °C e 500 bar, removendo 61% da concentragdo inicial de éster presente na torta apds 5 horas de extracdo.

Palavras-Chave: Biodiesel. Euphorbiaceae. Produtos Naturais.

Abstract

Jatropha curcas, belonging to Euphorbiaceae family, is an oilseed with a high oil content and it stands as a plant
with potential for biodiesel production. As a result of its oil extraction, tonnes of seed cake are produced as
byproduct. This seed cake has high nutritional value, but the presence of phorbol ester, a toxic compound, restricts
its use in animal feed. Different detoxification processes have been developed due to the need for removal of
this toxic component in order to take advantage of the cake. The bioactive compounds, such as the phorbol esters,
are usually present in vegetable matrices in low concentrations, requiring more selective and effective extraction
processes for recovery of these materials. The use of supercritical fluid is an alternative technique for recovery of
bioactive compounds from plant materials. This work evaluated the use of ethanol as a co-solvent in supercritical
extraction process. The experimental conditions were: 40 °C - 300 bar, 70 °C - 300 bar, 50 °C - 440 bar, 90 °C -
440 bar, 70 °C - 500 bar. The extraction was efficient, with the best results obtained in the operational condition of
70 °C and 500 bar, removing 61% of the initial concentration of ester present in the cake after 5 hours of extraction.

Keywords: Biofuel. Euphorbiaceae. Natural Products.

oleaginosa com alto teor de 6leo que pode variar de 40-
60%. De acordo com Mendonga & Laviola (2009), a
industrializa¢do do pinhdo manso gera como produto
principal, o 6leo e, como subproduto, a torta. A producao
anual de 90 mil toneladas de graos geraria, na extragao
do 6leo, uma producao de, aproximadamente, 58,5 mil
toneladas/ano de torta.

Atortaresultante da extracao do 6leo das sementes
de pinhdo manso constitui excelente adubo organico,
rico em nitrogénio, fésforo e potassio (Laviola et al.,
2009). E rica em proteina, cuja percentagem varia de
46 — 63% dependendo do método de extragdao do 6leo.
No entanto, atualmente, o uso da torta para alimentar
animais ainda nao ¢ possivel devido a presenga de
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fatores antinutricionais em sua composi¢do, como
a lectina, também chamada de curcina, inibidor de
protease e demais substancias como a saponina, fitato e
ésteres de forbol. Por ser lipossoluvel, grande parte dos
ésteres de forbol ¢é extraida juntamente com o dleo, no
entanto permanece também na torta devido ao fato da
extragdo mecanica nao retirar totalmente o 6leo presente
(residual de aproximadamente 6 - 14%) [Mendon¢a &
Laviola (2009) citado por Guedes (2010)].

Os compostos toxicos/antinutricionais
encontrados nas sementes do pinhdo-manso s3o os
ésteres de forbol, lectinas e curcinas, porém os ésteres
de forbol sdo considerados os mais toxicos presentes nas
sementes. A concentragdo desses ésteres de forbol nas
sementes de pinhdo-manso variade 2 a3 mg/g. Deacordo
com Mendonga & Laviola (2009) o aproveitamento
da torta para a ragdo animal geraria importante renda
e viabilizaria economicamente a cultura. Os primeiros
estudos de toxicidade relatam a curcina, também
conhecida como lectina, sendo o principal componente
toxico do pinhao manso (Cortesdo, 1956). Porém,

w{,
(Cys)

estudos posteriores comprovam que atividade toxica
das sementes, bem como do o6leo de Jatropha curcas,
deve-se a presenca de ésteres de forbol.

Os ésteres de forbol sdo derivados de diterpenos
tetraciclicos. Esses compostos sdo encontrados nas
familias FEuphorbiaceae e Thymelaceae e ja foram
isolados de diversas plantas como Euphorbiafischeriana,
Homalanthus  nutans, Homalanthus acuminatus,
Neoboutonia  melleri,  Excoecarcia  agallocha,
Croton califonicus, Croton tiglium, Sapium indicum,
Sapium japonicum, Euphorbia frankiana, Euphorbia
cocrulescence, Euphorbia ticulli, Croton spareiflorus
ciliatoglandulifer e Jatropha curcas (Devappa 2010).

Haas, Sterk & Mittelbach (2002) isolaram
6 tipos de ésteres de forbol da Jatropha com mesma
massa molecular. Os compostos foram isolados do 6leo
das sementes através da extragdo em fase solida (SPE)
e analisados por HPLC e espectrometria de massa. Os
compostos isolados apresentaram o mesmo diterpeno
12-deoxi-16-hidroxiforbol e sdo apresentados na Figura
1.

Figura 1. Estrutura molecular dos ésteres de forbol [Hass et al. 2002]
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Estudos tém sido realizados com o objetivo de
destoxificacdo da torta por métodos quimicos, fisicos
e biologicos para remog¢dao dos ésteres ou promover
alteracdo em sua molécula de forma que a toxidez seja
eliminada. A maioria dos trabalhos estdo direcionados a
destoxificacdo da torta com a degradacdo e eliminagdo
dos ésteres de forbol e ndo agregam valor econdmico
ao éster.

Apesar dos trabalhos citados estarem voltados
para a toxidez do éster de forbol, o interesse por eles
ndo esta relacionado apenas a sua atividade toxica.
Extratos metandlicos obtidos das sementes da Jatropha
apresentam atividade molucicida, sendo essa atividade
associada a presenca desses compostos (Liu et al., 1997).
Os ésteres de forbol purificados podem ser convertidos
ou transformados quimicamente em composto nao
toxicos com atividades benéficas como a prostratin
(agente promissor anti — HIV).

Os compostos bioativos, como os ¢ésteres de
forbol, estdo normalmente presentes em matrizes
vegetais em baixas concentragdes, sendo necessarios
processos de extragdo mais seletivos e efetivos para
recuperacdo destes materiais. Diante deste fato,
ressalta-se a importancia de técnicas de extracdo que
proporcionem melhor qualidade e seletividade destes
compostos. A utilizagdo do fluido supercritico ¢ uma
técnica alternativa para recuperacdo de compostos
bioativos a partir de materiais vegetais.

De acordo com Dalmolin et al. (2010), a
utilizacdo de pequenas quantidades de co-solventes
organicos combinado com didxido de carbono
supercritico tem sido estudado com o objetivo de
aumentar a eficiéncia da extracdo. O uso de co-
solvente pode alterar algumas caracteristicas tais como
polaridade, intera¢des com o soluto formando ligagdes
de hidrogénio ou interagindo com sitios ativos das
matrizes solidas, melhorando a eficiéncia da extragao.

Lim & Lee (2013) avaliaram a influéncia de
diferentes co-solventes na extracdo supercritica e
transesterificacdo simultanea das sementes de Jatropha
curcas para produgdo de biodiesel. De acordo com os
autores a adicdo de co-solventes aumentam as taxas
extracdo devido o aumento da miscilibidade das fases
metanol e 6leo durante a reacdo, demosntrando que a
técnica sugerida pode ser bastante promissora como
uma rota alternativa para a producdo de biodiesel.

Com o objetivo de melhorar o rendimento do
processo de extragdo dos ésteres de forbol, avaliou-se o
uso do etanol como co-solvente no processo de extracao.
A escolha do etanol se deu por ser considerado um
solvente “verde” e por ser o Brasil o 1° produtor mundial
de actcar, responsavel por 25 % da produgdo mundial e
0 2° produtor mundial de etanol, sendo responsavel por
20% da producao mundial (Unica, 2015).

Material e Métodos

Material

As sementes do pinhao manso foram gentilmente
cedidas pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais (EPAMIG) e foram cultivadas na cidade
de Janauba, localizada no norte do estado de Minas
Gerais. O didxido de carbono foi adquirido da White
Martins (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza superior
a 99,99% e o etanol (99,8% de pureza minima, Vetec
Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, Brasil)

Procedimento experimental da extracio com
dioxido de carbono supercritico

Foram realizadas cinco extracdes utilizando
etanol como co-solvente. As condigdes operacionais
escolhidas foram baseadas no trabalho de Pereira et al.
(2013) e Silva et al. (2014), nas quais apresentaram os
maiores rendimentos de éster de forbol. As condigoes
experimentais utilizadas foram: 40 °C — 300 bar, 70
°C — 300 bar, 50 °C — 440 bar, 90 °C — 440 bar, 70°C —
500 bar. Adicionou-se cerca de 5 mL de etanol em 10
g de torta de pinhao manso, o que foi suficiente para
umedecé-las e procedeu-se a extracdo por um periodo
de 5 horas.

A extracdo dos ésteres de forbol da torta obtida
apos prensagem foi realizada na unidade experimental
do Laboratério de Termodinamica Aplicada e
Biocombustiveis, do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.

A unidade ¢ composta por um extrator de aco
inoxidavel 316S de 42 mL, com telas de 260 mesh no
topo e no fundo para evitar a passagem de qualquer
material, evitando o entupimento da linha. O extrator
¢ acoplado a um banho termostatico (modelo Fisatom)
para controle da temperatura da extragdo. Uma bomba
de alta pressdo (Palm modelo G100) especifica para
bombeamento de CO, € responsavel pela alimentagao
do solvente ao extrator. Um mandmetro foi instalado na
linha com o objetivo de monitorar a pressao durante todo
0 experimento e auxiliar na seguranca do equipamento.

Analise do teor de éster de forbol na torta bruta
e na torta pos extracio supercritica

As amostras de torta foram previamente
dessecadas em estufa a vacuo a 50 °C e submetidas
a procedimento de extragdo adaptado do método
descrito por Makkar, Siddhuraju & Becker (2007).
Resumidamente, 3 g de amostra foram transferidos
para tubo falcon de 50 mL e triturados com 15 mL de
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metanol grau HPLC com auxilio de bastdo de vidro.
A mistura ¢ ultrassonicada em banho de gelo por 3
minutos, centrifugada a 9000 rpm e o sobrenadante ¢é
transferido para baldo de fundo redondo de 100 mL. O
procedimento foi repetido com mais duas porgoes de 15
mL de metanol, € os extratos metandlicos reunidos no
mesmo baldo de 100 mL. Subsequentemente, o solvente
foi evaporado sob pressdo reduzida a temperatura nao
superior a 40 °C e o residuo foi quantitativamente
ressuspendido com 5 mL de metanol grau HPLC.

Analise do teor de éster de forbol no extrato apos
extracao supercritica

Os extratos da EFSC contidos nos tubos falcon
de 15 mL foram agitados com 3 mL de metanol
e centrifugados a 9000 rpm, transferindo-se o
sobrenadante para baldo volumétrico de 10 mL. O
procedimento foi repetido com mais duas porgdes de 3
mL de metanol, reunindo-se os extratos metanolicos no
mesmo baldo de 10 mL e completando-se o volume com
o mesmo solvente. As analises por cromatografia liquida
de ultra-eficiéncia (UHPLC-PDA) foram realizadas
conforme descrito por Ribeiro et al. (2014).

Resultados e Discussoes

A concentragdo de éster de forbol na torta
bruta foi de 1,31 mg/g e o cromatograma da analise ¢
apresentado na Figura 2. Os resultados sdo expressos
em nanogramas (equivalentes de TPA) e os picos de
éster de forbol foram eluidos entre 7,4 € 9 minutos.

Para comparar os resultados, do quanto foi
extraido de ésteres de forbol apenas com didxido de
carbono supercritico e do quanto foi obtido com a
extragdo com o etanol como co-solvente, procedeu-se
a extracdo da condicao operacional de 70 °C e 300 bar
e tempo de extragdo de 5 horas. A Tabela 1 apresenta
o rendimento de éster do extrato, o teor € a remog¢ao
de éster de forbol apds a extracdo. O rendimento foi
determinado pela relacdo entre a massa de éster presente
no extrato e a massa de éster presente na torta alimentada
no extrator.

Os resultados indicaram que comparando a
extracdocomdidxidodecarbonoeaextracdocomdioxido
de carbono e co-solvente, os extratos obtidos usando o
co-solvente apresentaram maiores concentragdes de
éster de forbol, sendo a condi¢cdo de extracdo de 70
°C e 500 bar a mais satisfatoria, removendo 61% da
concentracao inicial de éster presente na torta apos 5
horas de extracao.
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Figura 2. Cromatograma para torta bruta de pinhdo manso
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Tabela 1. Rendimento em éster de forbol (EF) apos extragao com CO2 supercritico e etanol como co-solvente e teor de

éster de forbol na torta residual apds a extragao

Condicdes operacionais

Rendimento EF no
extrato (%)

Teor EF na torta residual
pos EFSC (mg/g)

Remocio de éster de
forbol na torta (%)

40 °C — 300 bar + etanol 10,6
70 °C — 300 bar + etanol 20,8
50 °C — 440 bar + etanol 154
90 °C — 440 bar + etanol 27,7
70 °C — 500 bar + etanol 18,9
70 °C — 300 bar 5,6

0,91
0,94
0,92
0,78
0,51
1,32

30,5
28,2
29.8
40,4
61,1
3,1

As Figuras 3 e 4 apresentam os cromotogramas
obtidos nas analises dos ésteres do extrato e da torta
residual obtidos na melhor condi¢do de extracdo de 70
°C a 500 bar.

Apesar do aumento no rendimento dos ésteres
de forbol, o teor residual de éster na torta (0,51 mg/g)

ndo esta dentro no nivel aceitavel recomendado por
Makkar, Becker, Sporer & Wink (1997) para a torta ser
condiderada atoxica de 0,11 mg/g. Porém, os resultados
foram satisfatdrios quando o etanol ¢ utilizado como co-
solvente na extracdo.
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Figura 3. Cromatograma obtido para o extrato de EFSC (70 °C - 500 bar)
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Figura 4. Cromatograma obtido para a torta residual apés a EFSC (70 °C - 500 bar)
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A Tabela 2 apresenta o teor de 6leo (medido como
extrato etéreo) da torta bruta e o teor de 6leo na torta
residual apos a extragdo supercritica.

De acordo com os resultados apresentados na
Tabela 2, observa-se que o etanol tem efeito sobre

a concentra¢do do teor de ésteres de forbol devido
a diferenga de solubilidade dos ésteres e do 6leo. Na
auséncia de etanol no processo de extracdo, os €steres
de forbol sdo menos extraidos. Quando o etanol é
utilizado, os ésteres sdo extraidos juntamente com o

Tabela 2. Teor de 6leo e concentragdo de éster de forbol na torta apds a extragao supercritica

Condicao operacional

Teor de 6leo residual
na torta apés EFSC

Teor EF na torta residual

(/100g) apos EFSC (mg/g)
Torta Bruta 18,3 1,31
40 °C — 300 bar + etanol 13,6 0,91
70 °C — 300 bar + etanol 11,8 0,94
50 °C — 440 bar + etanol 9,4 0,92
90 °C — 440 bar + etanol 8,3 0,78
70°C — 300 bar sem etanol 8,4 1,27

6leo. A Figura 5 ilustra esse comportamento com o0s
resultados de remocédo de éster de forbol da torta apos
extragdo supercritica com ¢ sem o uso do co-solvente.
Este comportamento pode ser explicado devido a
alteragdo da solubilidade do CO, pelo etanol (solvente
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polar). Os ésteres de forbol apresentam afinidade
por substancias polares, apesar de serem moléculas
lipofilicas. Isso acontece porque o ntcleo forbol
apresenta grupos hidroxilas polares, conferindo-lhes
maior afinidade com solventes com maior indice de
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Figura 5. Remogao de 6leo e éster de forbol da torta do pinhdo manso apds extragdo supercritica
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polaridade (Goel et al., 2007; Ribeiro et al., 2010).

Alguns trabalhos relatam o uso do etanol para
remogao dos ésteres de forbol do pinhdo manso. Sactae &
Suntornsuk (2011) utilizaram etanol para destoxificagado
das sementes de pinhao manso, concluindo que o éster
de forbol pode ser total ou parcialmente removido por
extragdo com etanol. Em seus estudos Cruz (2012)
extraiu 6leo da torta do pinhao manso com etanol para
remocdo do éster de forbol. A concentracao de éster de
forbol inicial de 5,93 mg/g na torta prensada foi reduzida
para 0,015 mg/g apds 4 extragdes em escala laboratorial
e 0,017 mg/g ap6s 5 extragcdes em contra corrente em
escala piloto. Estes dados corroboram o efeito positivo
do etanol na extracdo dos ésteres de forbol.

Conclusao

Neste trabalho foi investigada a aplicag@o do etanol
como co-solvente na extracdo com fluido supercritico
para remogdo dos ésteres de forbol da torta de pinhdo
manso. A concentragdo de éster de forbol na torta residual
apos extragao foi de 0,51 mg/g, porém nao foi suficiente
para promover a remog¢do total do forbol até niveis
considerados ndo toxicos (0,11 mg/g). Porém, a extracao
se mostrou mais eficiente quando comparada ao processo
de extracdo supercritica sem a adi¢do do co-solvente,
sendo o melhor resultado obtido na condi¢do operacional
de 70 °C e 500 bar, apods 5 horas de extragdo. Apesar dos
trabalhos encontrados na literatura estarem voltados para
a destoxificacdo da torta do pinhdo-manso, o interesse
pelo éster de forbol ndo esta relacionado apenas a sua
atividade toxica. Os ésteres de forbol purificados podem
ser convertidos ou transformados quimicamente em
composto nao téxicos com atividades benéficas.

A extracdo do ésteres de forbol da torta do pinhao
mansoproporcionanovasoportunidadesdeaproveitamento
de compostos fito quimicos altamente bioativos e sua
utilizagdo em aplicagdes agro-farmacéuticas, podendo
aumentar ainda mais a rentabilidade e viabilidade
econdmica de uma biorrefinaria de Jatropha.
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