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A Jatropha curcas Linaeus, conhecida no Brasil como "pinhdo-manso”, é uma importante
oleaginosa que tem recebido grande atencdo nos Gltimos anos devido ao seu alto teor de dleo
com caracteristicas favoraveis para a producdo do biodiesel. No entanto, as sementes contém
compostos toxicos conhecidos como ésteres de forbol, que apesar de toxicos, dependendo da
concentracdo apresentam atividades benéficas. Este trabalho tem como objetivo avaliar a
viabilidade técnica e econdmica da extracdo dos ésteres de forbol da torta de pinhdo-manso
(Jatropha curcas L) utilizando diéxido de carbono supercritico. O processo de extracdo foi
realizado em diferentes condi¢Ges de temperatura (40 - 100 °C) e pressdo (100 — 500 bar)
conforme um delineamento composto central rotacional, com pressdo e temperatura como
varidveis independentes. As andlises dos ésteres de forbol da torta bruta, extratos e torta
residual foram realizadas por cromatografia liquida. O rendimento dos extratos variou de 0,65
a 9,33%, sendo a pressdo a variavel que influenciou significativamente no processo (p<0,05).
O rendimento mais elevado de ésteres de forbol (22%) foi obtido na condi¢do operacional de
70 °C e 500 bar. Para a descricdo da cinética de extracdo foram utilizados os modelos
empiricos de Esquivel et al. (1999), Reverchon e Osseo (1994), Zekovi¢ et al. (2003) e o
modelo matematico de transferéncia de massa proposto por Sovova (1994). O modelo de
Sovové (1994) foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais, apresentando 10,5% de
desvio relativo. As condigOes operacionais onde foram obtidos os melhores resultados de
rendimento foram repetidas usando etanol como co-solvente. A avaliagdo economica foi
realizada concomitantemente com a simulacgdo do processo usando o simulador de processos
SuperPro Designer. Foi escolhida para a simulacdo a condi¢do operacional que forneceu o
maior rendimento em ésteres de forbol (70 °C e 500 bar). Os resultados da analise econdmica
sugerem gue 0 processo é economicamente viavel, visto que os ésteres de forbol apresentam
inimeras aplicacGes e seu custo como produto de alto valor agregado é alto.

Palavras-Chave: Euphorbiaceae, biomassa, didoxido de carbono, planejamento experimental,
modelagem matematica
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Jatropha curcas L. seed, known as “pinh&0o-manso” in Brazil, is an important oleaginous
which has received great attention in recent years due to its utilization in biodiesel production
However the seeds contain many toxic compounds which the most important ones are known
as phorbol esters, which although toxic, depending on the concentration exhibit beneficial
activities.This work aims the study of the technical and economic evaluation of the
supercritical fluid extraction of phorbol esters present in the Jatropha seed cake. The
extraction process was performed in different conditions of temperature (40 - 100 °C) and
pressure (100 - 500 bar) according to a central composite design considering pressure and
temperature as independent variables. Analysis of the phorbol esters in seed cake, cake
residual and extracts were made by liquid chromatography. The yield of the extracts ranged
from 0.65 to 9.33% with the pressure being the variable that significantly influenced the
process (p <0.05). The highest yield of phorbol esters (22%) was obtained in the operational
condition of 70 °C and 500 bar. For the description of extraction Kinetics, it was used
empirical models as Esquivel et al. (1999), Reverchon & Osseo (1994), and Zekovi¢ et al.
(2003). It was also studied the mass transfer mathematical model proposed by Sovova (1994).
The Sovova’s model (1994) was the best that fitted the experimental data with 10,5% of
relative deviation. The operational conditions of higher yields were repeated using ethanol as
co-solvent. The economic evaluation as well as the process simulation was done in the
SuperPro Designer simulator. It was chosen for the simulation the operational condition that
had the best efficiency in phorbol esters (70 °C and 500 bar). The results of economic analysis
suggest that the process is economically viable due to the fact that the phorbol esters have
numerous applications and it’s cost as a high value compound is high.

Keywords: Euphorbiaceae, biomass, carbon dioxide, experimental design, mathematical modelling
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CAPITULO I: INTRODUCAO

A (Jatropha curcas L.) ou pinhdo manso como é conhecido no Brasil, € uma oleaginosa
pertencente a familia das Euforbiaceas. Apresenta alto teor de 6leo e caracteristicas favoraveis
para a produgédo do biodiesel. O interesse comercial pelo pinhdo manso iniciou-se em 2006
com o Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB), criado pelo Governo
Federal, objetivando a producdo e o uso sustentavel do biodiesel a partir do cultivo de
diferentes oleaginosas, possibilitando a criagcdo de empregos e renda no campo.

O biodiesel é um combustivel biodegradavel derivado de fontes renovaveis, produzido a
partir da reacdo de transesterificacdo entre 6leos e um alcool. Em seu processo de producao
sdo gerados em grandes quantidades as tortas oriundas da extracdo dos Oleos vegetais que
apresentam potencial econdémico. A torta do pinhdo manso é rica em proteina, mas seu
aproveitamento como ingrediente de racdo animal é restrito, devido a presenca de fatores
antinutricionais e compostos toxicos. A toxicidade do pinhdo manso esta relacionada com a
presenca de ésteres de forbol, conhecidos por serem indutores da formacédo de tumores e acao
inflamatoria, causando efeitos adversos em animais.

A Jatropha curcas apesar de ser conhecida pela sua natureza tdxica, possui ao mesmo
tempo, uma fonte de compostos bioativos atrativos para fins farmacéuticos, pesticidas e/ou
inseticidas. A utilizacdo do 6leo do pinhdo manso e a valorizacdo de seus subprodutos séo de
grande interesse dentro do conceito da biorrefinaria, processo que envolve a utilizacdo de
residuos de um processo como matéria prima, transformando-a em produtos de valor
econdmico, valorizando 0s recursos renovaveis.

Vaérios estudos tém sido realizados com o objetivo da destoxificagdo da torta por
métodos quimicos, fisicos e/ou bioldgicos para remogdo dos ésteres ou para promover
alteracdo em sua molécula de forma que a toxidez seja eliminada. Porém, as tecnologias de
destoxificacdo apresentadas ndo foram eficientes na extracdo total do ésteres de forbol,
apresentando limitagdes e ndo apresentam estudos da viabilidade econémica e scale up dos
processos. A maioria dos trabalhos estdo direcionados a destoxificacdo da torta com a
degradacéo e eliminacdo do composto toxico, e ndo agregam valor econémico ao esteres de
forbol. Nesse sentido, paralelamente aos processos de destoxificacdo, € importante buscar
tecnologias para outros usos da torta.

N&o foram encontrados na literatura estudos que apontem a utilizacdo do dioxido de

carbono supercritico para a extracdo dos ésteres ou para destoxificacdo da torta. Com isso,
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esta tese tem como principal objetivo avaliar a viabilidade técnica e econdmica da extracdo
dos ésteres de forbol da torta de pinhdo manso utilizando didxido de carbono supercritico.

O capitulo 11 apresenta a descricdo dos objetivos gerais e objetivos especificos. A
revisao de literatura € feita no capitulo Ill, onde sdo apresentados os aspectos sobre 0 pinhao
manso, suas principais caracteristicas, sua toxicidade, em especial sobre os ésteres de forbol, e
os principais trabalhos publicados para destoxificagdo da torta. O capitulo IV apresenta a
metodologia adotada para o alcance dos objetivos. O capitulo V apresenta os resultados
obtidos para os experimentos realizados, ressaltando o efeito da temperatura e pressdo sobre o
rendimento de ésteres de forbol, a modelagem matematica da cinética de extracdo e 0s
resultados preliminares utilizando etanol como co-solvente. O capitulo VI apresenta uma
analise econdmica preliminar da extracdo dos ésteres de forbol com didxido de carbono
supercritico. Ao final sdo apresentadas as conclusdes e as sugestdes para trabalhos futuros,
seguindo a mesma linha da pesquisa. Apos este capitulo sdo apresentados os apéndices como

complemento dos resultados deste trabalho.



16

CAPITULO II: OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a extracdo de ésteres de forbol da torta do pinhdo manso, utilizando didxido de

carbono supercritico e realizar uma avaliacdo econdmica preliminar do processo.

2.2. Objetivos especificos

e Analisar estatisticamente a influéncia das variaveis temperatura e pressao na cinética de
extracao;

e Caracterizar quimicamente 0s extratos;

e Fazer a modelagem matematica das curvas cinéticas de extracao;

e Elaborar um estudo preliminar da avaliacdo econémica do processo.
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CAPITULO I1I; REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é apresentado, a revisédo bilbiogréfica sobre a matéria prima estudada, a
Jatropha curcas ou pinhdo manso, como é conhecido no Brasil, sua toxicidade, em particular
sobre o ésteres de forbol, sua ocorréncia, aplicacdes e métodos para sua remogdo em sementes
e tortas de pinhdo manso. Ao final do capitulo é apresentada a revisdo sobre a tecnologia de

extracdo supercritica e seus fundamentos.
3.1 O Pinhdo manso (Jatropha curcas L.)

O pinhdo manso pertence a familia das Euphorbiaceaes, familia botanica representada
por 290 géneros e cerca de 7500 espécies, incluindo a mamona. O género Jatropha possui 175
espécies distribuidas pela América Tropical, Asia e Africa (AUGUSTUS et al., 2002). E um
arbusto resistente a seca e tem seu cultivo predominante na América Central e Sul, Sudeste
Asiatico, india e Africa (GUBITZ et al., 1999). Pode ser cultivado em &reas de solos pouco
férteis e de clima desfavoravel a maioria das culturas alimentares tradicionais como, por
exemplo, no semi-arido nordestino. Atualmente, é encontrado em regibes intertropicais,
ocorrendo em maior escala nas regides tropicais e temperadas e, em menor extensdo, nas
regides frias. Se desenvolve bem tanto nas regides tropicais secas como nas zonas equatoriais
Umidas, assim como nos terrenos aridos e pedregosos, podendo suportar longos periodos de
secas. Nos terrenos de encosta, aridos e expostos ao vento, desenvolve-se pouco, ndo
ultrapassando 2 m de altura (ARRUDA et al., 2004).

Todas as partes da planta podem ser usadas para uma ampla gama de finalidades,
descritas por Gubitz et al. (1999), Openshaw (2000) e Augustus et al. (2002). Segundo esses
autores, o tronco pode ser usado como cobertura e protecdo vegetal. A casca é rica em taninos
que pode render um corante azul escuro. As folhas séo utilizadas para a criacdo de silks para
tinturaria. O latex tem propriedades medicinais e pesticidas, além de ser usado para a
cicatrizacdo de feridas. Em geral, possui um arbusto grande, de crescimento répido, cuja
altura normal é dois a trés metros, mas pode alcancar até cinco metros em condicGes
especiais. O diametro do tronco é de, aproximadamente, 20 cm, dividido desde a base, em
compridos ramos, com numerosas cicatrizes produzidas pela queda das folhas na estacao seca,
as quais ressurgem logo ap6s as primeiras chuvas (CORTESAO, 1956). A semente, quando
secas medem de 1,5 a 2 cm de comprimento e 1,0 a 1,3 cm de largura. Debaixo do invélucro
da semente, existe uma pelicula branca cobrindo a améndoa; albimen abundante, branco,

oleaginoso, contendo o embrido provido de dois largos cotilédones achatados. Nessas
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sementes, segundo a literatura, sdo encontradas 7,2% de agua, 37,5% de 6leo e 55,3% de
acucar, amido, albuminoides e materiais minerais, sendo 4,8% de cinzas e 4,2% de nitrogénio
(ARRUDA, 2004). De acordo com esses autores, a torta pode conter uma quantidade
significativa de 6leo dependendo do método de extracdo utilizado, podendo ser re-extraido
com solventes organicos, e o farelo residual aproveitado como fertilizante natural, em virtude

dos teores elevados de nitrogénio, fosforo e potéssio.

Albtumen

Figura 1. Foto ilustrativa da semente do pinhdo manso
Fonte: Pereira, 2009.

No Brasil, o pinhdo manso é considerado por muitos pesquisadores, uma 0p¢ao
agricola para o semi-arido nordestino, por ser uma espécie nativa, exigente em insolacdo e
com forte resisténcia a seca. Para Carnielli (2003) e Arruda et al. (2004), o pinhdo manso é
uma planta produtora de 6leo com qualidades para ser transformado em matéria-prima para a
producdo de biodiesel. De acordo com esses autores, € uma cultura que pode se desenvolver
nas pequenas propriedades, com a mao-de-obra familiar.

O plantio do pinhdo manso é tradicionalmente utilizado como cerca viva para pastos
no Norte de Minas Gerais, com a vantagem de ndo ocupar areas importantes para outras
culturas e pastagens e favorecer o consorcio nos primeiros anos, pois 0 espagcamento entre
plantas é grande (ARRUDA et al., 2004).

A produtividade do pinhdo manso varia em fungéo da regido, do método de cultivo e
tratos culturais, bem como da regularidade pluviométrica e fertilidade do solo. Para Carnielli
(2003), o pinhdo manso produz, no minimo, duas toneladas de éleo por hectare/ano. Em
Minas Gerais, em uma &rea com boa fertilidade, o pinhdo manso comegou a produzir no 2°
ano, atingindo 2.000 kg/ha de sementes (Arruda et al., 2004). J& Drumond et al. (2010)
obtiveram produtividade de 871 kg/ha.

Desde 2008, a Embrapa Agroenergia tem estruturado e coordenado projetos para

promover o conhecimento e o dominio tecnoldgico do cultivo de pinhdo manso através do
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projeto: “Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagdo em Pinhdo manso para Producdo de
Biodiesel”. Os estudos apresentados confirmam o potencial de rendimento do pinhdo manso
para a producdo do biodiesel, mas apesar do seu potencial, a espécie esta em fase de
domesticacdo, ndo existindo, ainda, cultivares e sistema de producdo validado para as
diferentes regides produtoras de biodiesel (LAVIOLA et al., 2013).

A industrializacdo do pinhdo manso gera como produto principal, o 6leo e como co-
produto, a torta. De acordo com Laviola et al. (2013), cada tonelada de gréos de pinhdo manso
esmagado, rende cerca de 650 a 700 kg de torta. A producdo anual de 90 mil toneladas de
grdos geraria, na extracdo do 6leo, uma producédo de, aproximadamente, 63 mil toneladas/ano
de torta (MENDONCA e LAVIOLA 2009).

A torta resultante da extracdo do 6leo das sementes de pinhdo manso constitui
excelente adubo organico, rico em nitrogénio, fésforo e potassio (LAVIOLA et al., 2009). A
torta € rica em proteina, cuja percentagem varia de 46-63% dependendo do método de
extracdo do 6leo. A composicao da torta pode variar em funcdo do modo de extracdo, prensa
mecanica ou extracdo com solvente, e se o grao for previamente descascado antes da extracdo
do 6leo. Estudos sobre a composicao da torta de pinhdo manso demonstraram que o teor de
proteina da torta parcialmente desengordurada, proveniente de prensagem, é de cerca de 46%,
na torta totalmente desengordurada (por solvente) varia entre 56 — 61% (ADERIBIGBE et al.,
1997). No entanto, o uso da torta para alimentacdo animal ainda ndo é possivel devido a
presenca de fatores antinutricionais em sua composicao.

O termo antinutricional € utilizado para substancias com capacidade de alterar as
possibilidades de aproveitamento dos nutrientes contidos nos alimentos, isto é, os fatores
antinutricionais tornam indisponiveis os nutrientes de um alimento ou parte desses, diminuem
a sua digestibilidade e afetam sua eficiencia nutritiva, podem diminuir o apetite e o
desempenho produtivo dos animais e, em alguns casos, ser fatal quando utilizado por longo
periodo (PINTO, 2000). Os compostos antinutricionais e alergénicos encontrados no pinhao
manso sdo as lectinas, proteinas que provocam a aglutinacdo dos globulos vermelhos do
sangue (Rizzi et al., 2003); saponinas, um ésteresdide que provoca atividade hemolitica (Lin e
Yang, 2008); inibidores de tripsina, que afetam o crescimento de animais (Guillamoén et al.
2008) e fitatos que possuem atividade quelante de metais podendo se ligar a proteinas
diminuindo sua disponibilidade e a de minerais importantes (PARK et al., 2006).

Os primeiros estudos de toxicidade relataram a curcina como principal componente
toxico do pinhdo manso (CORTESAO, 1956). Porém, estudos posteriores comprovam que

atividade toxica das sementes, bem como do 6leo de Jatropha curcas, deve-se a presenca de
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ésteres de forbol. A Tabela 1 apresenta a concentracao desses compostos presentes na torta de

pinhdo manso.

Tabela 1. Fatores antinutricionais e toxicos presentes na torta do pinhdo manso

Compostos Concentracéo
Esteres de forbol 2,7 (mg/g)
Lectinas 102 (mg/mL)
Fitatos 9,4 (%)
Saponinas 2,6 (%)
Inibidor de Tripsina 21,3 (mg/q)

Fonte: Makkar et al. (1997)

De acordo com Mendonca e Laviola (2009), os alergénicos presentes na semente do
pinhd0 manso torna o0 seu manuseio incomodo, mas nao perigoso e sintomas como
vermelhidéo e coceira podem ser desenvolvidos pelo contato com a pele ou olhos.

Por ser lipossoluvel, grande parte dos ésteres de forbol (70%) é extraido juntamente
com o 6leo, no entanto permanece também na torta devido ao fato da extracdo mecénica nao
retirar totalmente o 6leo presente (MENDONGCA e LAVIOLA, 2009).

3.1 Esteres de forbol

Quimicamente, os ésteres de forbol sdo derivados de diterpenos tetraciclicos,
encontrados em baixas concentraces nas familias Euphorbiaceae e Thymelaceae e ja foram
isolados de diversas plantas como Euphorbia Fischeriana, nutans Homalanthus, H.
acuminatus, Neoboutonia melleri, Excoecarcia agallocha, Croton califonicus, tiglium,
Sapium indicum, S. japonicum, E. frankiana, E. cocrulescence, E. ticulli, C., C. spareiflorus
ciliatoglandulifer e Jatropha curcas (Devappa, et al., 2012). Estudos relatam que o género
Jatropha possui uma rica fonte de diferentes diterpendides e estes apresentam propriedades
bioativas contra tuberculose, propriedade anti inflamatoria e principalmente atividade
citotoxica (PERTINO et al., 2007, SUTTHIVAIYAKIT et al., 2009, LIU et al., 2012).

De acordo com Devappa (2012), o composto forbol foi isolado pela primeira vez a

partir do 6leo de semente de Croton tiglium (Figura 2) por Bohm e colaboradores (1935).
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Figura 2. Sementes de Craton tiglium

Adolf, Opferkuch e Hecker (1984) descrevem o ésteres de forbol 12-deoxi-16-
hidroxiforbol (Figura 3) como o principal composto toxico do pinhdo manso presentes no 6leo

da Jatropha curcas.

Figura 3. Estrutura molecular do ésteres de forbol 12-deoxi-16-hidroxiforbol

Goel et al. (2007) relatam que além de promotores de tumor, os ésteres de forbol
induzem uma diversidade de outros efeitos bioldgicos, como efeitos irritantes da pele. Essas
reacOes ocorrem, pois estes compostos imitam a acdo do diacilglicerol (DAG), ativador da
proteina quinase C (PKC), que regula diferentes vias de traducdo de sinais e outras atividades
metabdlicas, produzindo uma variedade de efeitos bioldgicos em vasta gama de organismos.

O ésteres estd presente em quase todas as partes da planta sendo que, em maior
quantidade na semente (MAKKAR e BECKER, 2009). De acordo com o He et al. (2011), a
maior concentracdo de ésteres é encontrada na pelicula, conforme mostrado na Figura 4. Essa

concentragdo pode variar de 2 a 3 mg/g dependendo do gendtipo estudado.
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Figura 4. Localizacdo e concentracdo dos ésteres de forbol na semente de pinhdo manso

Os ésteres de forbol ndo sdo compostos volateis, portanto, a ingestdo e o contato sé
ocorrem em casos onde ndo ha a utilizacdo de protecdo em seu manuseio (GONCALVES et
al., 2009). Haas et al. (2002) isolaram 6 tipos de ésteres de forbol da Jatropha com mesma
massa molecular. Os compostos foram isolados do dleo das sementes através da extracdo em
fase sélida (SPE) e analisados por cromatografia liquida e espectrometria de massa. Os
compostos isolados apresentaram 0 mesmo diterpeno 12-deoxi-16-hidroxiforbol e séo

apresentados na Figura 5.
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Os ésteres de forbol séo isolados na forma de cristais brancos ou pos e formam
espumas quando isolados a partir de solventes orgénicos (éter de petréleo, metanol, etc.)
durante a extracdo 6leo (NOKKAEW, 2008).

Roach et al. (2012) também identificaram ésteres de forbol no 6leo de Jatropha
curcas. As amostras foram purificadas por cromatografia semi preparativa e as estruturas
confirmadas por ressondncia magnética nuclear (RMN). ApoGs andlises, 0s autores
identificaram 5 picos de ésteres em diferentes tempos de retencdo: C1 (18,3 min), C2 (20,5
min), C3 (23,4 min) e uma mistura C4 + C5 (25,2 min). Os dados obtidos corroboraram aos
resultados obtidos por Haas et al. (2002). Os picos referentes aos fatores Cl e C2
correspondem a 51% e 21% do total de ésteres, respectivamente, sendo os demais 28%
correspondentes aos fatores C3-C5. A Figura 6 apresenta os cromatogramas obtidos pelos

autores.
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Figura 6. Cromatogramas obtido em CLAE dos ésteres de forbol purificados a partir de 6leo
de Jatropha curcas. Adaptado de Roach et al. (2012)

A intoxicacdo causada pela ingestdo de partes das plantas, das sementes ou do 6leo de
Jatropha curcas € caracterizada por um quadro de mudancas que envolvem, principalmente,
0s sistemas cardiovascular, respiratorio e digestivo. Os principais sinais clinicos dessa
toxicose incluem: perda de apetite, dor abdominal, fraqueza e emagrecimento com diarréia
aquosa (FERREIRA et al., 2009). Em humanos, s6 ha relatos de intoxicacdo aguda, por
ingestdo ou contato com as sementes e latex (cutanea e olhos). De acordo com a Geréncia
Geral de Toxicologia da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, entre julho e outubro de
2008, dos 170 casos de intoxicacdo registrados para plantas toxicas, 38 foram de intoxicacao

por pinhdo manso, principalmente envolvendo criangas. Sobre as formas de intoxicagéo, cinco
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casos relataram sintomatologia cuténea, trés casos sintomatologia ocular, e trinta e duas no
sistema digestivo (SANTOS et al., 2008).

Para Mendonca e Laviola (2009) as intoxicagcdes ndo sdo graves, devido a ingestao de
sementes e 0s sintomas sao relacionados com a irritagdo gastrointestinal devido a inflamacéo
aguda provocada pelo pinhdo manso. A sintomatologia inicia-se ap6s a ingestdo de pelo
menos 2 ou 3 sementes, com ardéncia na garganta entre 30 minutos a uma hora apos a
ingestdo, vomitos acentuados, dor abdominal intensa, seguida de diarréia (algumas vezes com
sangue), levando a quadro severo de desidratacdo, o que pode acarretar espasmos musculares,
polidipsia, disturbios respiratdrios e hipotensdo. Em casos mais raros, de intoxicagéo severa,
ocorrem efeitos no sistema nervoso central (como o coma) e leséo renal. N&o existe antidoto
para a intoxicacgdo, sendo recomendada lavagem estomacal, caso o tratamento se dé logo apos
a ingestdo, relata os autores.

Dependendo da presenca ou auséncia dos ésteres de forbol, as espécies de Jatropha
sdo classificadas como gendtipos tdxicos ou ndo tdxicos. Ndo ha relatos da existéncia de
variedades ndo-toxicas no Brasil, havendo registros em apenas uma regido do México.

A transformacdo da torta em um produto atoxico, caracterizada pela auséncia de
ésteres de forbol, que possa ser utilizada para alimentacdo animal, tem despertado interesse de
diversos pesquisadores no mundo (MENDONCA E LAVIOLA, 2009). Algumas estratégias
de destoxificacdo da torta encontradas na literatura sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Tecnologias propostas para destoxificacdo da torta do pinhdo manso

Referéncia Tecnologia para destoxificacao Resultados
Makkar e Becker Sementes descascadas, extragdo com éter Tratamento  térmico  foi
(1999) de petréleo; tratamento térmico (121 °C parcialmente  efetivo na
por 30 minutos) torta; ratos e  carpas
alimentados ficaram abaixo
do peso

Chivandi et al. (2006)

Sementes descadas e moidas e extracdo
com hexano

30 porcos alimentados com
racdo, durante 4 semanas

Torta extraida com etanol 95%, Mortalidade de 20% dos

posteriormente aquecida por 30 minutos e porcos ao  final  do

re extraida com hexano experimento
Martinez-Herrera et al. Bicarbonato de sodio + 121 °C (25 Reducdo de eésteres de

(2006)

minutos)

Etanol 90% 2 horas

Etanol 2 horas + Bicarbonato + 121 °C
(25 minutos);

Bicarbonato de sédio + irradiagdo gama

forbol: 75%, 96%, 98%
Nado foi testada em animais

Makkar et al. (2009)

Oleo extraido com éter de petroleo,
posteriormente submetido a um processo
de refino (degomagem, neutralizagéo,

Esteres de forbol inicial:
3,10 mg/g. A degomagem
diminuiu em 20% o teor de
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tratamento com silica e desodorizacdo) e ésteres no 6leo extraido com

transesteresificacao solvente

Devappa et al. (2010) Extracdo Mecénica combinada com: Diclorometano e
Metanol tetrahidrofurano em metanol
Etanol extraiu 87% do éster de
Diclorometano em metanol forbol
Tetrahidrofurano em metanol Metanol  misturado  ao
Diclorometano e tetrahidrofurano em diclorometano extraiu 83,5%
metanol. Metanol misturado ao

tetrahidrofurano extraiu 83%
Metanol 67,3%
Etanol 52%
Kumar et al. (2010) Oleo extraido com éter de petrdleo Torta Testadas com carpas
obtida sofreu tratamento com solvente N&o houve mortes
(patente) e posteriormente autoclavada a
121 °C por 15 minutos.

Severa et al. (2013) Etil metilimidazolio metilsulfato e Ambos 0s  co-solventes
etil metilimidazolio acetato em metanol foram capazes de extrair 0s
Extracdo a 64 °C, durante 22 horas ésteres de forbol

Esteres de forbol na torta
bruta: mg/lg e na torta

residual: 0,15 mg/g

Adaptado de Mendonca e Laviola (2009)

A rota quimica ja foi testada pelo grupo de pesquisa do presente estudo. Os
pesquisadores avaliaram estatisticamente as condicGes de extracdo dos ésteres de forbol da
torta de pinhdo manso utilizando uma mistura de solventes (metanol e etanol). As varidveis
estudadas foram tempo de extracdo, concentracdo de metanol e etanol e relagéo
soluto/solvente. O metodo proposto pelos autores reduziu a concentragdo inicial de EF em
97,30% sendo a melhor condicdo de extracdo obtida com 8 horas de extracdo, relagdo soluto:
solvente de 1:10 e mistura de metanol e etanol de 50%. O teor de ésteres na torta bruta foi de
3,60 mg/g e na torta apés tratamento quimico de 0,10 mg/g, comprovando a eficiéncia do
tratamento (GUEDES et al., 2014).

Existem duas patentes sobre destoxificagdo das sementes. Uma pertence a empresa D1
Oil PLC (Brooker, 2010) e a outra a JatroSolutions GmbH e Makkar (MAKKAR E BECKER,
2009). A patente de Makkar e Becker (2010) propde a remocao dos esteres a partir da torta
desengordurada utilizando uma solucdo aquosa de NaOH em pH 11, seguida de lavagem e
preciptacdo com etanol. Este procedimento apresentou niveis indetectaveis de ésteres de
forbol. A empresa D1 Oil PLC prop0s a destoxificagdo do albumem utilizando uma

combinacdo de solventes hidrofilicos e hidrofobicos como acetato de etila e metanol. A
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estratégia de destoxificacdo combina varias etapas como extracdo de proteina em pH bésico,
centrifugacgdo, preciptacdo, lavagem do preciptado e posterior autoclavagem (MAKKAR E
BECKER, 2010).

Lim e Lee (2013) avaliaram a influéncia de diferentes co-solventes na extracédo
supercritica do Oleo e transesterificagdo simultanea das sementes de Jatropha curcas para
producdo de biodiesel. De acordo com 0s autores a adigdo de co-solventes aumenta as taxas
de extracdo devido ao aumento da miscilibidade das fases metanol e 6leo durante a reacéo,
demonstrando que a técnica sugerida pode ser bastante promissora como uma rota alternativa
para a producdo de biodiesel.

Outras tecnologias também tem sido testadas como as rotas biotecnoldgicas. Belewu e
Ogunsola (2010) avaliaram a eficacia de fungos (Aspergillus Niger e Trichoderma
longibrachitum) no tratamento da torta da Jatropha curcas para a alimentacdo de cabras. O
albumen foi prensado para remocao do Gleo e a torta autoclavada a 121 °C, por 30 minutos.
Apos resfriamento, a torta foi inoculada com os fungos (107-108 spore/mL). O substrato foi
incubado a temperatura ambiente por duas semanas. Apos 70 dias, alguns animais que fizeram
uso da racdo que continha torta da Jatropha tratada com Trichoderma longibrachitu
apresentaram desidratacdo e morte. Nao houve relatos de desidratacdo ou morte dos animais
que se alimentaram da racgdo tratada por Aspergillus Niger.

Joshi et al. (2011) relataram a degradacdo dos ésteres de forbol por Pseudomonas
aeruginosa durante a fermentacdo em estado solido da torta de Jatropha curcas. Cercade 5 g
do substrato (torta da Jatropha) inoculado com 1,5 de Pseudomonas aeruginosa, foi incubada
a 30 °C. As amostras foram avaliadas em diferentes periodos (0,3, 6 e 9 dias). Apds a
fermentacdo, em estado solido, os autores observaram que em 9 dias de fermentacdo, os
ésteres foram completamente eliminados.

Xiao et al. (2011) propuseram diferentes tratamentos enzimaticos para destoxificacdo
da torta. Apds estudos, os autores evidenciaram que o tratamento enzimatico seguido de
lavagem com etanol, removeu todo éster de forbol presente na torta.

Joshi e Khare (2011) investigaram o crescimento do fungo Scytalidium thermophilum
em tortas de pinhdo manso como substrato em fermentacdo em estado solido com objetivo de
produzir a xilanase. A xilanase é uma enzima que atua no biobranqueamento da polpa
celulosica. As condicBes de fermentacdo foram otimizadas para maior producdo de xilanase.
Apos estudos os autores evidenciaram que a fermentacdo em estado sélido foi uma técnica
viavel para crescimento do fungo e que a producdo méxima da xilanase foi de 1295 U/g de

torta foi obtida com 1x10° do inéculo.
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Hidayat et al. (2014) utilizaram lipases obtidas do farelo de arroz para degradacéo dos
ésteres de forbol da torta de pinhdo manso. Cerca de 1g da lipase de diferentes variedades e
diferentes atividades como cihera (12,26 U/g), mentik susu (8,02 U/g) e pepa (4,35 U/g)
foram adicionadas a 5g de torta em tampéo fosfato (pH 7), incubadas a 30°C por 24 horas. De
acordo com os autores as lipases apresentaram grande atividade sobre os ésteres de forbol
reduzindo o teor de ésteres inicial (0,98 mg/g) em 99,35 % apds 8 horas de incubaco.

Najjar et al. (2014) avaliaram a destoxificacdo do albumem de Jatropha curcas
oriundos da Malésia por Trichoderma spp. e Endophytic Fungi. Apds estudos os autores
concluiram que sete cepas de fungos (T. harzianum, T. harzianum, P. sinensis, C.
cladosporioides, F. chlamydosporum, F. chlamydosporum, F. chlamydosporum) foram
capazes de degradar o ésteres de forbol de 88,9% a 99,7%, ap06s 30 dias de fermentacdo. O
aumento do crescimento dos fungos nas fracOes ricas em ésteres mostraram a eficiencia dos

fungos contra os ésteress de forbol.

3.2 Aplicacédo dos ésteres de forbol

De acordo com Devappa (2012) a toxicidade de um composto quimico aumenta com a
concentracdo do composto toxico na qual um organismo € exposto. Porém, em baixas
concentragdes estes compostos podem apresentar propriedades benéficas. Os ésteres de forbol
em doses elevadas sdo letais para animais conforme citado nos trabalhos de Gandhi et al.
(1995), mas em dosagens mais baixas apresentam propriedades anti-tumorais in vitro atuando
potencialmente como um composto benéfico (WENDER et al., 2008). Apesar dos trabalhos
citados estarem voltados para a toxidez do ésteres de forbol, o interesse por eles ndo esta
relacionado apenas a sua atividade toxica. Extratos metanolicos obtidos das sementes da
Jatropha apresentam atividade moluscicida, sendo essa atividade segundo o0s autores
associada a presenca desses compostos (LI1U et al., 1997).

Os ésteres de forbol purificados podem ser convertidos ou transformados quimicamente
em composto ndo toxicos com atividades benéficas como a prostratin (agente promissor anti —
HIV). Assim, o efeito benéfico do ésteres de forbol pode ser explorado, dependendo da
aplicacdo (DEVAPPA, et al., 2010).

Pant et al. (2014) avaliaram a atividade inseticida de uma nanoemulsdo preparada com
Oleo de eucalipto (Eucalyptus globulus), filtrado agquoso oriundo da torta de karanja
(Pongamia glabra) e pinhdo manso (Jatropha curcas) com o objetivo de melhorar a atividade

pesticida do o6leo de eucalipto (Eucalyptus globulus) para o controle da Tribolium castaneum,
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uma praga secundéaria presente em graos armazenados. Conforme citado pelos autores, 0s
ésteres de forbol presentes na torta de Jatropha curcas e o Kkarinjin presente na torta da
karanja sdo os constituintes principais, responsaveis pelas propriedades bioinseticidas. Ambos
compostos foram detectados nas tortas estudadas. A nanoemulsdo de 6leo de eucalipto foi
preparada contendo 300 ppm do filtrado aquoso da Karanja e 1500 ppm do fitrado aquoso da
Jatropha. Os resultados indicaram taxas de mortalidade de 88 - 100% dos Tribolium
castaneum em 24 horas. Os valores de concentragéo letal (LC50) para as nanoemulsGes com e
sem o filtrado aquoso foi 0,1646 mg/L e 5,4872 mg/L, respectivamente, indicando uma maior
toxicidade para a nanoemulséo contendo filtrado aquoso.

Roach et al. (2012) avaliaram a estabilidade dos ésteres de forbol. Extratos
metandlicos dos ésteres, secos e em etanol, foram armazenados em frascos de vidro em
diferentes temperaturas (23 °C, 4 °C e -20 °C) por um periodo de um ano e analisados em
intervalos pré-determinados. Os EF presentes no extrato seco foram reduzidos em 98% apds
42 dias de armazenamento. Para as amostras estocadas a 4 °C, os EFs foram reduzidos em
98% ap0ds 273 dias. Para as amostras a —20 °C, somente 22% dos ésteres foram reduzidos

apos 365 dias. Os resultados de estabilidade sdo apresentados na Figura 7.

l = (22-23°0) -8 4d°C -20°C
100

Degradacio do EF (%)

Figura 7. Estabilidade dos extratos de éster de forbol do 6leo de Jatropha curca
Adaptado de Roach et al. (2012)

Vérios compostos derivados de forbol sdo comercializados como o 4a-Phorbol 12-
myristate 13-acetate, Phorbol 12,13-dibutyrate, Phorbol 12-myristate 13-acetate 4-O-methyl
ether, Phorbol 12,13-didecanoate, 4a-Phorbol, Phorbol 12,13-diacetate, Phorbol 12-acetate

entre outros (Sigma Aldrich, 2014), sendo o mais estudado o phorbol 12-myristate-13 acetate


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669012000428#bib0135
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669012000428#bib0135
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(PMA) também conhecido como 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), conforme
ilustrado na Figura 8.

O CO (CH22CH3

0 CH,OH

OH

Figura 8. Estrutura molecular do 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)

O TPA é um ésteres de forbol biologicamente ativo disponivel comercialmente com
elevado grau de pureza. De acordo com Mendonga e Ribeiro (2013), a metodologia
amplamente utilizada para determinacdo dos teores de ésteres de forbol em amostras de
pinhdo manso, baseia-se na quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
e deteccdo na regido do ultravioleta (280 nm). O TPA é utilizado como padrdo para ensaios de
quantificacdo de ésteres de forbol, embora ndo seja encontrado naturalmente no pinhao
manso. Os teores de ésteres sdo expressos como ésteres de forbol totais em equivalente ao
TPA e os métodos publicados em diferentes trabalhos sdo derivados do método original
publicado por Makkar et al. (1997).

Pant et al. (2015) desenvolveram um repelente contra 0 mosquito Aedes aegypti
utilizando na formulacéo a torta do pinhdo manso. O estudo constatou apds 24 horas, 96% de
mortalidade dos mosquitos, utilizando 20% da torta na formulacdo do repelente. Segundo os
autores, a eficacia da mortalidade dos mosquitos é devida a presenca dos ésteres de forbol.
Para os autores a combinacdo da biomassa com atividade inseticida resulta em um produto
verde sustentavel, de baixo custo e contribui para o problema de eliminacdo da torta toxica.

Utilizando o conceito de biorrefinaria, é possivel reduzir a quantidade e aumentar a
seguranca de produtos residuais, aumentar a economia da fonte de biomassa e a valorizacdo
de todo o material vegetal Gtil em produtos de alto valor. A Figura 8 ilustra um cenério da

valorizagéo da Jatropha dentro do conceito de biorrefinaria proposto por Koostra et al (2011).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB8QFjAAahUKEwiL7Y2f3M7HAhVLIZAKHRxFBEc&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2F12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate&ei=7t7hVYu-AcvCwAScipG4BA&usg=AFQjCNEUyjvOr2IAXIbsDFSvNSG7L46q4g
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB8QFjAAahUKEwiL7Y2f3M7HAhVLIZAKHRxFBEc&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2F12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate&ei=7t7hVYu-AcvCwAScipG4BA&usg=AFQjCNEUyjvOr2IAXIbsDFSvNSG7L46q4g

30

Ester de o
Forbol Bioinseticidas
Destoxificacdo
Alimentagéo
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Sementes Fermentagdo Quimica Fina
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Figura 8. Valorizacgdo da Jatropha curcas para biorrefinaria
(Adaptado de Koostra et al., 2011)

Os estudos apresentados na revisdo bibliografica demonstram alternativas para
utilizacdo da torta isenta de ésteres de forbol para alimentacdo animal, porém, as estratégias
de destoxificacdo ainda apresentam limitacOes e ndo apresentam estudos de viablidade
econdmica e scale up dos processos. As técnicas apresentadas possuem muitas etapas
dispendiosas desde o processamento da biomassa até o estagio da destoxificag&o.

A maioria destes trabalhos estd direcionada para a destoxificacdo da torta com a
degradacéo e eliminacdo dos ésteres de forbol e ndo agregam valor econémico ao ésteres. Os
compostos bioativos, como os ésteres de forbol, estdo usualmente presentes em matrizes
vegetais em baixas concentracfes, 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
utilizacdo do fluido supercritico € uma técnica alternativa para recuperacdo de compostos
bioativos a partir de materiais vegetais. Até o presente momento ndo hé relatos da utilizacéo
do diéxido de carbono supercritico para a extracdo dos ésteres de forbol da torta do pinhao

manso. Para avaliar a viabilidade da extracdo supercritica dos ésteres da torta, em relacao aos
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métodos tradicionais utilizados é necessario o estudo do processo de extracdo detalhado a

sequir.

3.3 Processo de Extracdo Supercritica

A tecnologia de fluido supercritico é de origem alema, com a sua primeira aplicacdo
em larga escala na industria alimenticia para descafeinacdo do café no inicio da década de 70.
Na década de 80, as companhias alemas estenderam suas aplicacdes na area de alimentos,
para principios ativos cosméticos e farmacéuticos (BORK et al, 2001). A extra¢do com fluido
supercritico € uma opera¢do unitaria, onde sdo empregados solventes acima de seus pontos
criticos para extrairem componentes sollveis de uma mistura. Tem sido amplamente estudada
em diversas areas do conhecimento, tendo como destaque a sua utilizacdo na extracdo de
compostos de fontes naturais.

Pode ser definida como a solubilizagdo de determinados compostos de uma matriz
solida ou liquida em um solvente em condicdes supercriticas. Uma vantagem da extragdo com
fluido supercritico é a possibilidade de facil recuperacdo do solvente supercritico apos o
processo de extracdo, apenas pelo ajuste da pressdo e/ou temperatura, podendo 0 mesmo ser
continuamente reciclado. Isto elimina uma das etapas mais dispendiosas dos processos de
extracdo convencionais que é a separacdo do produto extraido do solvente organico.

De acordo com Lang e Way (2001), o desenvolvimento de técnicas de extracdo
alternativas com melhor seletividade e eficiéncia torna-se necessario, principalmente devido
ao avanco de estudos envolvendo produtos naturais, motivadas pelas caracteristicas
medicinais observadas em diversas plantas. Neste contexto, a extragdo com fluido supercritico
¢ uma técnica ambientalmente segura e eficiente para materiais sélidos, intensamente
estudada para separagdo de compostos ativos de plantas medicinais.

Um fluido nas condicBes supercriticas € aquele que se encontra acima de sua
temperatura critica (Tc) e pressdo critica (Pc), apresentando propriedades fisico-quimicas
intermediérias entre o estado liquido e o estado gasoso (KING et al., 1992). A extracdo com
fluido supercritico explora as propriedades dos solventes acima de seus pontos criticos para
extrair componentes a partir de uma materia-prima. Devido as crescentes restrigdes feitas a
maioria dos solventes usados nos métodos tradicionais de destilacdo e extracdo, a extracéo
supercritica tem conquistado o interesse da industria de alimentos, farmacéutica e de
cosmeticos (SILVA et al., 1997).
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Segundo Penedo (2007), em um estudo a respeito das caracteristicas das propriedades
fisico-quimicas do fluido supercritico, o g&s acima de sua temperatura critica (Tc) quando
comprimido, tem suas propriedades alteradas, quando passa a Se comportar com
caracteristicas tanto de gas quanto de liquido. As propriedades dos fluidos supercriticos sao
modificadas com a variacdo de temperatura e pressao. A selecdo das condigdes de operacdo
depende da especificidade dos componentes da matriz sélida a serem extraidos. Diversos
fatores tais como tamanho da particula, area superficial, porosidade e umidade podem afetar
0s resultados na extracdo. Estas propriedades aumentam as taxas de extracdo, uma vez que as
altas densidades dos fluidos conferem grande poder de solvatagédo, enquanto os baixos valores
de viscosidade combinados com altos valores de difusividade fornecem alto poder de
penetracdo na matriz sélida (RODRIGUES, 1996).

O processo de extracdo consiste do contato entre o fluido em estado supercritico e o
liquido ou o s6lido em condi¢des pre-estabelecidas de temperatura e de pressdo. Na extracdo
supercritica, o solvente ¢ normalmente fornecido ao sistema através de cilindros de solvente
liquefeito, principalmente para uso em unidades em escala de laboratorio. A pressdo de
operacdo, se superior a do cilindro, pode ser obtida por uma bomba e a temperatura de
operacdo por um trocador de calor. Os componentes presentes na matriz do soluto s&o
solubilizados pelo solvente no extrator e a mistura solvente-soluto € submetida a uma
descompressao por uma valvula redutora de pressdo. Em ambos casos, a mistura passa a ser
gas-soluto; o soluto é entdo recolhido no separador. O gas proveniente do separador pode ser
recirculado no processo (OLIVEIRA, 1999).

Nos ultimos anos, a extracdo com fluido supercritico foi usada para obter 6leos
vegetais de sementes como améndoa (Marrone et al., 1998, Hassan et al., 2000), canola (Dong
e Walter 2008), oliva (Esquivel et al., 1999), entre outros.

De acordo com Mendes et al. (2006), a extragdo com fluido supercritico (EFSC),
apesar de apresentar diversas vantagens sobre 0s processos convencionais, possui um dos
maiores problemas concernente a implantacdo industrial desta técnica, que esta no alto custo
do investimento, causado pela necessidade de se utilizar equipamentos especiais que suportem
altas pressdes, atrelado a necessidade de se reciclar o solvente. Os projetistas, entretanto,
continuam apreensivos com o alto custo de investimento, acoplado com o problema de
seguranca deste processo devido a alta pressdo e, algumas vezes, aos solventes inflaméaveis.
Além disso, a EFSC é uma tecnologia pouco implantada nos meios industriais, com poucos
modelos matematicos para o projeto e extrapolacdo para uma planta comercial. Segundos

esses mesmos autores, as dificuldades associadas ao estudo da transferéncia de massa estao
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em predizer corretamente os coeficientes de difusdo e, consequentemente, representam fontes
de incertezas na simulacdo da taxa de extracdo. O coeficiente de difusdo é o principal
parametro para a determinacédo da taxa de extracdo atraves dos diversos modelos encontrados
na literatura para este processo de transporte. Apesar da sua importancia, dados para 0s
coeficientes de difuséo, em altas pressdes, de produtos naturais em solventes em condic¢oes
proximas ao seu ponto critico sdo escassos e ndao ha na literatura dados disponiveis

envolvendo os compostos a serem estudados no presente trabalho.

3.3.1 Natureza da matriz

A extracdo pode ser considerada em 4 etapas: (1) dessor¢do dos compostos da matriz
com (2) subsequente difusdo dentro da matriz, (3) solubilizacdo do soluto pelo fluido
supercritico e (4) recuperacdo do soluto pela despressurizacdo do extrator
(POURMORTAZAVI, 2007). A eficiéncia na extracdo esta relacionada com a capacidade do
fluido supercritico se difundir dentro da matriz sélida e solubilizar o componente de interesse.

Para reduzir a resisténcia a transferéncia de massa no interior das particulas sélidas e
consequentemente, aumentar o rendimento de extracdo, reduz-se o tamanho das particulas de
modo a aumentar a area de contato sélido/solvente. A reducdo da granulometria do sélido ndo
pode ser realizada indefinidamente, pois particulas muito pequenas podem formar
aglomerados e interromper a passagem do solvente pelo leito (BRUNNER, 1994). Sovova et
al. (1994), ap6s um estudo sobre o efeito da moagem de sementes de uva sobre a taxa de
extracdo do 6leo, concluiram que a reducdo do tamanho de particula ndo sé aumentava a area
superficial como também liberava o soluto do interior das sementes, deixando o soluto livre,
implicando em um aumento da taxa de extracdo. Ao final da extragéo, as curvas de extracéo

das sementes de uva para as particulas menores atingiram maiores rendimentos.

3.3.2 Temperatura e pressao

O aumento na temperatura reduz a densidade do CO,, a pressdo constante, reduzindo
assim o poder de solvéncia do solvente, porém aumenta a pressdo de vapor dos compostos a
serem extraidos, aumentando a tendéncia dos mesmos a passarem para a fase fluida
(POURMORTAZAVI, 2007). Entretanto, o parametro mais relevante no processo de extracdo
com fluido supercritico é a pressdo. A temperatura constante, quanto maior for a pressdo,

maior € o poder de solvéncia do solvente.
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3.3.3 Cinética da extracao

As curvas de extracdo obtidas em processos com fluidos supercriticos sdo construidas
através da quantificacdo da massa de extrato, ou do rendimento, em funcdo do tempo ou da
massa de solvente utilizada (BRUNNER, 1994). Para o autor, a analise da curva de extracéo
supercritica de um processo pode ajudar na definicdo do volume do extrator e na vazéao
requerida de solvente para a taxa de extracdo desejada.

De acordo com Sovova (1994), as curvas de extracdo global podem ser dividas em trés
etapas. A primeira etapa corresponde ao periodo de taxa de extragdo constante (constant
extraction rate - CER) caracterizado pela extracdo do soluto que recobre a superficie externa
das particulas da matriz vegetal ou de facil acesso. Nesta etapa a conveccdo massica
predomina no processo. A segunda etapa, periodo de taxa de extracdo decrescente (falling
extraction rate - FER), inicia-se quando ndo hé& quantidades suficientes de soluto para manter
a taxa de extracdo constante. Logo, tanto a convecgdo quando a difuséo sdo importantes na
transferéncia de massa. E ao final, no periodo difusional (diffusion controlled - DC) o soluto
que recobre toda a matriz vegetal esgota-se, passando o processo a ser controlado somente
pela difusdo do solvente para o interior das particulas e pela difusdo do solvente/soluto para a
superficie das particulas. A Figura 8 apresenta uma curva esquematica da cinética da extracdo
supercritica. caracterizada pelos trés periodos: periodo de taxa constante de extracdo (CER),

periodo de taxa decrescente de extracdo (FER) e periodo difusional.

Quantidade Total de Extrato Sdlido (g)

Massa de Extrato (g)

Etapa CER
—— Etapa FER
—— Etapa Difusional

Tempo (min) g

Figura 8. Curva de extracdo do processo supercritico: etapa de taxa de extragdo constante
(CER); etapa de taxa de extracdo decrescente (FER) e periodo difusional (DC)
(SANTOS, 2013)
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3.4 Modelagem Matemética

E de grande importancia quantificar e compreender os mecanismos que envolvem o
processo de extracdo de compostos bioativos através da construcdo de curvas cinéticas e a
aplicacdo de modelos matematicos (SANTOS, 2013). A modelagem matemaética foi estudada
por alguns autores a partir de matrizes solidas como sementes (Reverchon et al., 1998;
Sovova, 2005; Perrut et al., 1997; Marrone et al., 1998; Cocero et al, 2001), carvao ativo
(Madras et al., 1994) e solo contaminado com compostos organicos (Akgerman et al., 1992;
Cocero et al., 2001).

Os modelos matematicos que representam as curvas de extracdo com fluido
supercritico tém sido empregados por varios autores com o objetivo de reproduzir os dados
experimentais existentes, e a partir deles, simular e projetar processos de extracdo em outras
escalas e condigdes operacionais. O escalonamento de equipamentos e uma avaliacdo
econdmica para a implantacdo e operacdo de um processo SO é possivel através do
conhecimento prévio dos dados de transferéncia de massa e, para prever essas informacdes, €
necessario a utilizacdo desses modelos matematicos.

Varios modelos de transferéncia de massa sdo encontrados na literatura capazes de
interpretar corretamente o comportamento da extracdo usando fluido supercritico. Como o
grupo de pesquisa em que esse tema de pesquisa esta inserido tem conseguido sucesso com 0
uso de alguns modelos, na tese proposta foi utilizado o modelo de Sovova (1994) e os
modelos empiricos de Esquivel et al. (1999), Reverchon e Osseo (1994) e Zekovié¢ et al.
(2003).

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos envolvendo a cinética de extracéo,
utilizando a torta do pinhdo manso como matéria-prima. Os trabalhos encontrados referem-se
ao estudo da cinética em processos de extracdo do 6leo das sementes, como o trabalho de
Pereira et al. (2009) em que foram modeladas as cinéticas de extracdo do 6leo das sementes
do pinhdo manso, utilizando o modelo empirico de Esquivel et al. (1999) e o trabalho de
Mic¢i¢ et al. (2015) em que os autores também realizaram a cinética da extragdo do 6leo das
sementes do pinhdo manso, porém, utilizando o modelo de Reverchon e Osseo (1994). Em

ambos os estudos, os modelos apresentaram boa concordancia com os dados experimentais.

3.4.1 Modelo de Esquivel et al. (1999)
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O modelo usado por Esquivel et al. (1999), proposto por Naik & Lentz (1989),
apresenta uma equagdo empirica simples representando o rendimento da extracdo em funcéo
do tempo de extracdo. Esquivel et al. (1999) prop6s este modelo em um estudo feito sobre a
extracdo do oOleo da casca da oliva com CO, supercritico. Este modelo é representado pela

Equacdo 1 e possui apenas dois parametros de ajuste elim e b.

e =elim (L)

b+t

1)

onde e = razdo entre a massa de 0leo recuperada no tempo t e a massa inicial da carga livre de
soluto (kg de extrato/kg de carga livre de soluto) e os valores de elim e b devem ser estimados
de acordo com os dados experimentais.

Como elim é o rendimento ap6s um tempo infinito de extracdo, ele revela a quantidade
inicial de substrato dentro da matriz da qual se deseja extrai-lo, enquanto que o parametro b
ndo possui um significado fisico. Conforme observado por Esquivel et al. (1999), este modelo
empirico ndo considera interagdes entre o soluto e a matriz sélida. A Figura 9 ilustra o aspecto

da curva ajustada por este modelo.

Massa de extrato (g) 7 |

o . -

) 40 ) B B0 )
Tempo (minutos)

Figura 9. Curva de extracdo com fluido supercritico obtida pelo modelo empirico de Esquivel
etal. (1999)

O parametro e, pode presumidamente depender apenas do material a ser extraido,
desde que este seja igual ao contetdo inicial de 6leo do mesmo, e, ao se plotar a curva de
rendimento (e) pelo tempo, a divisdo “elim/b” representa a inclinagdo inicial da curva de

extracéo.
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O desvio relativo médio (DRM %) foi calculado atraves da Equagéo 2, sendo Nexp 0

namero de pontos experimentais utilizados.

DRM% = =3, )

exp

| ((e experimental)— (e Calculado))|
e experimental

3.4.2 Modelo de Sovova (1994)

O modelo de Sovova (1994) descreve o processo no qual o solvente flui axialmente
com uma velocidade U por meio de um leito formado pela amostra em um extrator cilindrico.
A massa total de soluto, inicialmente contida na fase sélida, esta diferenciada em duas formas:
soluto livre e soluto inacessivel, este Ultimo corresponde a parte do soluto que se encontra no
interior de estruturas celulares rigidas e é de dificil acesso ao fluido. Para que o soluto seja
removido e recuperado na saida do equipamento é necessario que haja transporte de massa de

duas formas:

« difusdo do soluto da regido de dificil acesso a superficie da particula;

» difusdo do soluto da superficie (inclusive do soluto livre) para o fluido.

A fim de liberar uma maior quantidade de soluto possivelmente retido nesses tecidos
celulares é aconselhavel partir as matrizes e nesse caso considera-se a presenca de células
“rompidas” e células “intactas”, assim a transferéncia de massa que ocorre nas “células
rompidas” € representada pelo coeficiente de transferéncia de massa da fase fluida (Kfao) e a
transferéncia ocorrida nas “células intactas” ¢ representada pelo coeficiente de transferéncia
de massa na fase solida (Ks).

As equacdes de balanco de massa nas fases solida e fluido, sdo apresentadas a seguir.

0x
—p(1— &) = J(x.)
Fase fluida 3

g
p ah‘](X'Y)

Fase solida 4)
sendo:
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ps: densidade do sdlido; p: densidade do fluido; &: porosidade do leito; x: concentracdo
relacionada a fase sélida livre de soluto; y: concentracdo relacionada a fase fluida livre de
soluto; t: tempo de extracdo; h: coordenada axial relativa a altura do leito; U: velocidade

superficial do fluido; J(x,y): taxa de transferéncia de massa.

As condigdes de contorno séo:

x(h,t =0) =x,

()
y(h=0,t)=0

(6)

As equacOes usadas para o ajuste das curvas no presente trabalho séo apresentadas a

sequir.
qyr[1 — exp(—Z)] paraq < qp

o= yrld — qm exp(zy — Z)] paraqm <q< qp

Yr WXO Xk

Xo —=In{1+ [exp — 1| exp[W(qm — @)1=} paraq=gq,
W Vr Xo
(7
dm = (xO - xk)/yrZ (8)
_ 1. Xkt(Xo—Xg)exp (V;—);\O)
dn = Im + Wln Xo (9)
Zw _ YR}, %o exp[W(9—qm)]—Xk (10)
Wxg Xo—Xk

sendo:

Xo: quantidade maxima possivel de sdlido extraido; q: quantidade especifica de solvente; ;.
solubilidade; Z: parametro do periodo de extracdo répida e W: parametro do periodo de

extracdo lenta.

3.4.3 Modelo de Reverchon & Osseo (1994) e 0 Modelo de Zekovi¢ et al. (2003)
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O modelo proposto por Reverchon & Osseo (1994) foi utilizado para calcular o

rendimento em Oleo da extragdo supercritica do 6leo de manjericdo, como apresentado na

Equacéo 11.
—kpt
Y=100|1 - EXpW (ll)
o ko
sendo:

Y: rendimento normalizado da extracdo (%); : porosidade do leito do material; V: volume
do extrator (m®); p: densidade do fluido (kg/m®); W: vazdo de solvente (kg s™); Kp:
coeficiente de particdo volumétrica do extrato entre a fase solida e fluida no equilibrio; ti:

tempo de difusdo interna (s); t: tempo de extracao (5).

Assumindo que (1- €) Vp / W << kpti, a expressao pode ser negligenciada e a equacéo

é modificada para a Equacao 12, forma final do modelo do de Reverchon & Osseo (1994).

Y = 100 [1 — exp ti] (12)

O rendimento de extracdo normalizado (Y) pode ser calculado conforme mostrado na

Equacdo 13.
Y =100 x y,:ax (13)
sendo:

Y: rendimento de extracao; Ymax: rendimento maximo de extracéo.

A fim de evitar a avaliacdo do tempo de difusdo interna, a equacdo 12 pode ser
modificada, assumindo que para certos sistemas de extracdo, t; (tempo de difuséo interna)

pode ser considerada como uma constante, deste modo, a Equagéo 14 pode ser descrita como:
Y =100 [1 — exp(at + b)] (14)
A equacdo é conhecida como forma modificada do modelo de Reverchon & Osseo, por

Zekovi¢ et al. (2003). O desvio relativo médio (DRM %) foi calculado através da Equagéo 2,

apresentada anteriormente.
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3.5 Revisdo de literatura de trabalhos de extracdo com fluido supercritico utilizando

pinhdo manso como matéria prima

Até o presente momento ndo ha relatos na literatura do estudo da extragdo de ésteres
de forbol com fluido supercritico da torta do pinhdo manso, com foco na avaliagcdo da
influéncia das condigdes operacionais, no rendimento e na cinética da extragdo e que
agreguem valor econémico ao ésteres de forbol.

Um trabalho semelhante, porém com matéria prima distinta, foi relatado por Norulaini
et al. (2011), em que os autores utilizaram o didxido de carbono supercritico para extracao de
Oleo das sementes de Pithecellobium jiringan jack que também continha EFs. O autores
identificaram no extrato o ésteres 4a-Phorbol 12, 13-didecanoate a 48,26 MPa e 70 °C. De
acordo com a pesquisa foi possivel confirmar apenas que a condi¢do de pressdo e temperatura
sdo favoraveis para extracao dos ésteres.

A Tabela 3 apresenta os trabalhos encontrados na literatura utilizando dioxido de

carbono supercritico utilizando o pinhdo manso como matéria prima.

Tabela 3. Estudos do CO, supercritico com o pinhdo manso como matéria prima

Referéncia Condicéo operacional/Resultados

Machmudabh et al. (2008) Temperaturas: 40, 60 e 80 °C
Fluxo de CO2: 3 mL/min
Pressdo: 15 - 49 MPa
Rendimento de 6leo: 83,7 a 88,7%

Willems et al. (2008) Processo extracdo mecanica do 6leo da semente combinado com
extracdo com CO;
Pressdo: 100 bar
Rendimento: 60 — 80%

Min et al. (2010) Temperatura: 35 - 55 °C
Pressdo: 200 — 500 bar
Rendimento: 51,5%

Chenetal. (2011) Temperatura: 44 — 64 °C
Presséo: 200, 250, 300 e 350 bar
Rendimento: 51,5%
A solubilidade do 6leo aumenta com o aumento da presséo

Mié¢i¢, Yusup e Chan Cinética da extracdo - Presséo de 300 bar e 50 °C
(2013) Modelos de Reverchon & Osseo (1994) e Zekovi¢ et al. (2003),
desvios de 3,48% e 5,06% respesctivamente

Os trabalhos citados investigaram a utilizacdo do dioxido de carbono supercritico na
extracdo do 6leo ou na producdo de biodiesel a partir de Jatropha curcas, porém, nenhum dos

trabalhos relataram a presenca ou auséncia de ésteres de forbol. Apenas Yan et al. (2013)
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investigaram o efeito da temperatura (30 - 120 °C) e pressdo (70 - 200 bar) sobre o teor de
ésteres de forbol no &lbumem da Jatropha curcas, apds processo de transesterificacdo
metanolica com dioxido de carbono supercritico. O teor de EF encontrado na torta foi de 0,06
mg/g, na condicdo operacional de 150 bar, 100 °C, relacdo de metanol / mol de 6leo de 30:1 e
tempo de reacdo de 150 minutos. De acordo com os autores, a fracdo obtida de 0,06 mg/g,
esta abaixo do padrdo considerado ndo toxico relatado por Makkar e Becker (1999).
Conforme a revisdo bibliografica apresentada, os trabalhos publicados sobre extracdo
supercritica dos ésteres de forbol sdo escassas. Desta forma, torna-se de grande importancia o

estudo do processo.
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CAPITULO IV: MATERIAL E METODOS

Neste capitulo sdo abordados a metodologia experimental e os métodos de analise do
processo de extracdo supercritica dos ésteres de forbol da torta da Jatropha curcas L. Os
experimentos de extragdo foram realizados no Laboratorio de Termodindmica Aplicada e
Biocombustiveis do Departamento de Engenharia Quimica, Instituto de Tecnologia, UFRRJ.
As andlises cromatograficas foram realizadas no laboratério da Embrapa Agronergia
(Brasilia/DF).

4.1 Matéria prima

As sementes do pinhdo manso foram gentilmente cedidas pela Empresa de Pesquisa
Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG) e foram cultivadas na cidade de Janaulba,
localizada no norte do estado de Minas Gerais. A torta foi obtida por prensagem utilizando-se
uma extratora radial tubular, com capacidade de 50 kg/h (marca SCOTTECH). Apoés a
prensagem, armazenou-se O material em saco plastico, na geladeira, para posteriores

experimentos. O fluxograma experimental da prensagem ¢ apresentado na Figura 10.

Sementes de pinh3o
manso

Prensa SCOTTECH
50 Kg/h

Torta

Figura 10. Fluxograma de obtencéo da torta (GUEDES et al., 2013)
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4.2 Densidade aparente do leito, densidade real da particula e porosidade do leito

A densidade aparente do leito (pa) foi calculada dividindo-se a massa de matéria-
prima utilizada para empacotar o leito pelo volume do leito no extrator. A densidade real das
particulas (pr) foi determinada por picnometria com gas hélio na Pontificia Universidade
Catdlica do Rio de Janeiro, utilizando um densimetro (Micrometrics, modelo Multivolume
Pycnometer 1305, Norcross, EUA). A porosidade do leito foi determinada conforme a

Equacéo 15:

Vi —Vs
V1

E =

(15)
em que: : porosidade do leito; Vi: volume ocupado pelo leito; Vs: volume de particulas e

vazio.
4.3 Célculo da densidade do solvente

Os dados da densidade do CO, foram obtidos por interpolacdo através de dados da
literatura (ANGUS et al., 1976).

4.4 Céalculo da vazao do solvente

A vazdo volumétrica de CO, foi determinada com o auxilio de um bolhémetro e um
rotdmetro na saida do extrator, nas condi¢cdes normais de temperatura e pressdao (CNTP). O
calculo da vazéo volumétrica de CO; nas condi¢des de temperatura e pressdo no interior do
extrator foi realizada utilizando-se as densidades do gas a condi¢cdo ambiente e a condicdo de

processo, conforme a Equacéo 16.

_ Qatm X P coz,atm

Q
Py (p,T)

(16)

sendo:
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Q: vazdo volumétrica do CO, nas condicBes de extragdo (m%s), Q, : vazdo volumétrica do
- . . e -
CO, nas condigcdes ambientes (ms), Pcopaum: Massa especifica do CO, nas condigdes

ambientes (kg/m3), Py p.y- Massa especifica do CO, nas condicGes de extragdo (kg/md).

4.5 Predicéo das propriedades fisico-quimicas do ésteres de forbol

Para o desenvolvimento e a otimizagédo de processos quimicos industriais € necessario
0 conhecimento do comportamento das substancias envolvidas no processo durante o
equilibrio de fases. Porém, dados experimentais nem sempre sao disponiveis na literatura, ou
podem ser de determinacdo experimental onerosa e demorada. Técnicas de contribuicdo de
grupos sao bastante utilizadas para estimativa das propriedades de substancias, pois sdo, em
geral, simples e rapidas (MARRERO E GANI, 2001).

Para a estimativa das propriedades de compostos puros, varios métodos de
contribuicdo de grupos sdo indicados na literatura como Joback e Reid (1987), Lydersen
(1955), Ambrose (1978), Klincewicz e Reid (1984), Constantinou e Gani (1984) etc. Nestes
métodos, a propriedade de um composto é funcdo dos pardmetros estruturais determinados
pela soma da freqiéncia em que cada grupo aparece na molécula do composto estudado.

As propriedades fisico-quimicas dos ésteres de forbol foram preditas devido a
auséncia desses dados na literatura. Foram utilizados o método de Constantinou e Gani (1994)
para predicdo das propriedades como Th (temperatura de ebulicdo), Tc (temperatura critica);
Pc (pressao critica), e o fator acéntrico. Os valores calculados das propriedades criticas dos

ésteres de forbol sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Propriedades criticas dos ésteres de forbol

Propriedades  Tb (K) Tc (K)  Pc (bar) w A B C

Esteres 696,07 877,36 21,95 1,07 12,1529 5679,875 -249,002

A solubilidade dos ésteres em CO, supercritico foi predita pela equacdo de estado
cubica de Peng e Robinson (1976) com regra de mistura original acoplando o modelo
UNIFAC a regra de mistura LCVM (Boukouvalas et al., 1994), na sua forma preditiva sendo
esta ultima uma combinacdo linear das regras de mistura de Michelsen (1990) e de Huron-
Vidal (1979), variando-se o parametro lambda (A) nas pressdes de 100 a 500 bar e

temperatura de 40 a 100 °C. Com os dados de solubilidade do ésteres, definiu-se as condigdes
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para o processo de extragdo. A maior solubilidade obtida foi a 40 °C e 300 bar com lambda de

0,99. Verificou-se que a solubilidade aumentou com o aumento da pressdo, a temperatura

constante.

4.6 Planejamento experimental

A torta do pinhdo manso foi submetida a um processo de extracdo seguindo um
planejamento composto central rotacional com duas varidveis (temperatura e pressdo). A

Tabela 5 apresenta os valores dos niveis codificados e reais do projeto.

Tabela 5. Matriz do delineamento composto central rotacional da extracdo com fluido
supercritico

Nivel codificado das Nivel real das variaveis
Ensaio variaveis ] _
Temperatura Pressdo Temperatura Pressdo
(x1) (x2) (°C) (bar)
Pontos fatoriais
1 -1 -1 50 160
2 +1 -1 90 160
3 -1 +1 50 440
4 +1 +1 90 440
Pontos axiais
5 -a. (-1 ,41) 0 40 300
6 +a (+1,41) 0 98 300
7 0 -0 (-1,41) 70 100
8 0 +o (+1,41) 70 500
Pontos centrais
9 0 0 70 300
10 0 0 70 300
11 0 0 70 300

4.7 Extragdo supercritica

A extracdo dos ésteres de forbol da torta, obtida apds prensagem foi realizada na
unidade experimental do Laboratério de Termodindmica Aplicada e Biocombustivel, do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. A
unidade é 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 é acoplado a um banho termostatico (modelo Fisatom) para controle da
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temperatura na extragdo. Uma bomba de alta pressdo (Palm modelo G100) especifica para
bombeamento de CO, é responsével pela alimentacdo do solvente. Um manémetro foi
instalado na linha com o objetivo de controlar a pressao durante todo o experimento e auxiliar
na seguranca do equipamento. O diéxido de carbono (99,9%) é fornecido pela White Martins
(Rio de Janeiro). A Figura 11 apresenta o aparato experimental da extracdo com fluido

supercritico.

Figura 11. Aparato Experimental da extracdo com fluido supercritico onde: A-cilindro de
CO2, B-bomba de alta pressdo, C-banho de aquecimento, D-extrator, E-valvula micrométrica,
F- rafinado, G- rotdmetro (adaptado de Mendes 2002).

Inicialmente, o extrator foi alimentado com cerca de 10 g da torta de pinhdo manso. A
amostragem foi feita através de uma valvula micrométrica e o extrato recuperado em tubos de
polipropileno tarado previamente. A amostragem ocorreu em intervalos de 10 minutos,
utilizando a técnica de despressurizacao. Para cada condicdo experimental foram construidas
curvas de extracdo relacionando a massa acumulada extraida em funcdo do tempo de

extracdo. O rendimento do processo foi determinado utilizando a Equagdo 17.

] massa de extrato(g)
Rendimento (%) = x 100
massa de torta (g)

(17)

4.8 Metodologia Experimental para Analise de Esteres de Forbol por CLAE

Os ésteres de forbol presentes na torta bruta apds prensagem e nos extratos obtidos
apos extracdo com dioxido de carbono supercritico foram analisados no laboratério da

Embrapa Agronergia (Brasilia/DF) e seguiram a seguinte metodologia:
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4.8.1 Procedimento para determinacdo do teor de ésteres para as amostras de torta
bruta (adaptado de Makkar, 2009)

Foram transferidos cerca de 4 g da torta para celas do extrator acelerado por solvente
(ASE 350). As amostras contidas nas celas foram extraidas com metanol utilizando-se as
condicBes descritas a seguir: temperatura = 60°C; aquecimento = 5 minutos; tempo estatico =
2 min; ciclos = 5; rinse volume = 150%; purga = 60 s. Os extratos obtidos nos tubos do ASE
foram evaporados sob vacuo em banho-maria a 60°C (rotaevaporador).

Aos tubos do ASE foram adicionados 2,5 mL de metanol grau CLAE, agitando-se em
vortex por 20 a 30 segundos. A mistura metanol + residuo foi transferida para tubo de ensaio
de 10 mL e centrifugada a 4000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante limpido foi transferido
para baldo volumétrico de 5 mL com auxilio de micropipeta. Repetiu-se estas etapas com
mais uma porg¢do de 2,5 mL de metanol grau CLAE, reunindo-se a mistura metanol + residuo
ao mesmo tubo de ensaio. Os extratos metandlicos foram reunidos no mesmo baldo
volumétrico de 5 mL, completando-se o volume com metanol. A solucdo metanolica foi
filtrada para vial (VertiPure PTFE Syringe, 13 mm, 0.2 um) e 25 pL foram injetados no

sistema cromatogréfico.

4.8.2 Procedimento para determinacdo do teor de ésteres para as amostras dos extratos

obtidos por extracdo supercritica

Foram adicionados 3 mL de metanol grau CLAE ao tubo falcon contendo o extrato
obtido por extracdo com fluido supercritico. O tubo foi agitado em vortex por 20 a 30
segundos e centrifugado a 9000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante limpido foi transferido
para baldo volumétrico de 10 mL com auxilio de micropipeta. As etapas descritas foram
repetidas com mais duas porcdes de 3 mL de metanol grau CLAE, reunindo-se os extratos
metanolicos no mesmo baldo volumétrico de 10 mL e completando-se o0 volume com metanol.
A solucdo metanolica foi filtrada para vial (VertiPure PTFE Syringe, 13 mm, 0.2 um) e 25 pL
foram injetados no sistema cromatografico. A Figura 12 apresenta as etapas realizadas por

esta metodologia na Embrapa Agroenergia (Brasilia).
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Figura 12. Etapas da metodologia aplicada para analise dos ésteres de forbol extraido com
CO; supercritico

4.8.3 Procedimento de preparo do padrdo de 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate
(TPA)

O 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) é também conhecido como phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA). O frasco do padrdo (Sigma-Aldrich codigo P8139 lote
SLBC3554V) foi reconstituido com 2,5 mL de metanol. A solucéo obtida (10 mg/mL) foi
armazenada em freezer a -20 °C. Para o preparo da solugédo de trabalho, 80 pL da solugéo
estoque foram diluidos para 1600 pL com metanol (0,5 mg/mL). Diferentes volumes 10; 20;
30; 40; 50 pL) da solucdo de trabalho foram injetados no sistema cromatografico para a

construcéo da curva de calibragdo. O gradiente de eluig&o foi realizado conforme a Tabela 6.

Tabela 6. Gradiente de eluicdo da analise do padrdo padrao de (TPA)

Tempo (min)  Fluxo (mL/min) A (%) B (%) C (%)
00.00 1.100 40 60 00
25.00 1.100 00 100 00
28.00 1.100 00 100 00
29.00 1.500 00 10 90
34.00 1.500 00 10 90
35.00 1.500 00 100 00
35.01 1.500 40 60 00
45.00 1.500 40 60 00

A = Acido fosforico 0,1% (V/V); B = Acetonitrila; C = 2-Propanol

As condicdes cromatogréficas foram adaptadas de Makkar et al. (2007). Os ésteres de
forbol foram analisados e quantificados por CLAE em uma coluna Zorbax SB-C18 250 x 4.6
mm (5 um) Agilent, mantida a 40 °C. Nas condic¢des descritas acima, o pico do padréo elui

em torno de 23,5 min, e os picos dos ésteres de forbol das amostras eluem na regido entre 17 e
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21,5 min. Como padréo de referéncia foi utilizado o 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate
(TPA), sendo os teores de EF nas amostras expressos em equivalentes de TPA. O rendimento
de ésteres de forbol extraido foi calculado de acordo com a Equacéo 18.

massa de ésteres de forbol no extrato (mg/g)

Rendi to EF (%) = 100
endimento EF (%) massa de ésteres de forbol na torta bruta (mg/g) X

(18)

4.9 Avaliacéo preliminar do uso do etanol como co-solvente para obtengdo dos ésteres de

forbol da torta do pinhdo manso

Com o objetivo de melhorar o rendimento do processo de extracdo dos ésteres de
forbol, realizou-se um estudo preliminar utilizando etanol como co-solvente no processo de
extracdo. A escolha do etanol (98%) se deu por ser considerado um solvente “verde” e por ser
o0 Brasil o 1° produtor mundial de agucar, responsavel por 25% da producdo mundial e o 2°
produtor mundial de etanol, sendo responsavel por 20% da produgdo mundial (UNICA,
2015).

Foram realizadas cinco extracBes. As condicGes operacionais escolhidas foram
estabelecidas de acordo com os resultados experimentais obtidos na extracdo do ésteres de
forbol, quando apenas dioxido de carbono foi utilizado. As condi¢des 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 pinhdo manso, o que foi suficiente

para umedecé-las e procedeu-se a extracdo por um periodo de 5 horas.

4.9.1 Procedimento para determinacgdo do teor de ésteres de forbol na torta bruta e na

torta pos extragdo supercritica utilizando etanol como co-solvente

As amostras de torta foram previamente dessecadas em estufa a vacuo a 50 °C e
submetidas a procedimento de extracdo adaptado do meétodo descrito por Makkar et al.
(2007). Resumidamente, 3 g de amostra sdo transferidos para tubo falcon de 50 mL e
triturados com 15 mL de metanol grau CLAE 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 porcdes de 15 mL de metanol, e os extratos metandlicos reunidos no mesmo baldo de
100 mL. Subsequentemente, o solvente foi evaporado sob presséo reduzida a temperatura ndo
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superior a 40°C e o residuo foi quantitativamente ressuspendido com 5 mL de metanol grau
CLAE. As andlises por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (UCLAE-PDA) foram

realizadas conforme descrito por Ribeiro et al. (2014).

4.9.2 Procedimento para determinacdo do teor de ésteres dos extratos apds extracao

supercritica, utilizando etanol como co-solvente

Os extratos 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 por¢des de 3 mL de metanol, reunindo-se 0s
extratos metanolicos no mesmo baldo de 10 mL e completando-se 0 volume com 0 mesmo
solvente. Os ésteres de forbol foram analisados por cromatografia liquida de ultraeficiéncia
(UCLAE) utilizando um sistema Water Acquity H-Class acoplado a um detector de arranjo de
fotodiodos (PDA). As andlises por UCLAE-PDA foram realizadas conforme descrito por
Ribeiro et al (2014) na Embrapa Agronergia. Como padrao de referéncia foi utilizado o 12-O-
Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), sendo os teores de EF nas amostras expressos em
equivalentes de TPA. Foram injetados 2pL em uma coluna Acquity UPLC HSS T3 (150 x 2,1
mm, 1,8 um, Waters), com pré coluna de mesmo recheio, mantidas a 45 °C, e eluidas
empregando gradiente de eluicdo quaternario constituido por A: &gua contendo 0,05% de
acido trifluoracético; B: Acetronitrila; C: Metanol; e D: Isopropanol; a uma vazdo de 0,4
mL/min. Para detec¢cdo dos EF, o comprimento de onda do PDA foi ajustado em 280 nm, com
aquisicdo 3D na faixa de 210 a 400 nm. Nestas condicdes, os EF foram eluidos entre 7,4 e 8,5

minutos.
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CAPITULO V: RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados obtidos nos ensaios de extracéo
supercritica da torta de pinhdo manso (rendimentos das extracGes e as curvas cinéticas); 0s
rendimentos de ésteres de forbol obtidos para cada condigdo operacional foram analisados
estatisticamente em funcdo das varidveis (temperatura e pressao); os resultados preliminares
da utilizacdo do etanol como co-solvente e por fim os resultados da simulacdo e anélise

econémica do processo.

5.1 Extragdo com CO, supercritico

A vazdo volumétrica de CO,, determinada com o auxilio de um bolhémetro e um
rotdmetro na saida do extrator, nas condi¢des normais de temperatura e pressao (CNTP) foi de
15 mL/min. Para cada condicdo experimental, esta vazdo foi corrigida de acordo com a
Equacdo 16. A torta do pinhdo manso apresentou densidade de 0,454 g/cm?®e a porosidade do
leito do material de 0,476. O rendimento global da extragdo foi determinado pela relagéo entre
a massa de extrato obtido ao final da extracdo e massa de torta alimentada ao extrator. Na
Tabela 7 sdo apresentados os valores da densidade do CO2 e as diferentes condicBGes de
temperatura e pressdo utilizadas, assim como 0s seus respectivos rendimentos de extracao,

calculados de acordo com a equagdo 17.

Tabela 7. CondicGes de extracdo e rendimento dos extratos brutos obtidos da torta de pinhao
manso com didxido de carbono supercritico
Experimento Temperatura Presséo Densidade CO, Rendimento

(°C) (bar) (/L) (%)
1 70 100 249,72 0,65
2 50 160 717,54 2,76
3 90 160 406,72 2,01
4 40 300 911,05 2,35
5 70 300 789,42 3,83
6 98 300 663,20 2,12
7 50 440 941,53 7,97
8 90 440 815,68 7,25
9 70 500 905,73 9,33




52

Os melhores rendimentos foram obtidos a pressdes altas sendo as melhores condigfes
de extracdo a 70 °C e 500 bar, com rendimento de 9,33%. De acordo com 0s resultados, pode-
se observar que o rendimento aumenta com o aumento da pressdo. Pressfes mais elevadas
(300, 440 e 500 bar) tém melhores rendimentos quando comparadas as pressdes mais baixas
(100-160 bar). Para os resultados obtidos a temperatura constante (70 °C), observa-se um
aumento no rendimento da extracdo (0,65, 2,9 e 9,3%) quando eleva-se a pressao (100, 300 e
500 bar), respectivamente, evidenciando que o aumento da densidade do dioxido de carbono
supercritico promove uma maior solubilizacdo dos compostos, aumentando assim o
rendimento da extracdo. Um comportamento similar pode ser observado nas temperaturas
constantes de 50 °C e 90 °C e pressoes de 160 e 440 bar.

Nas temperaturas de 40 °C e 70 °C, e pressdo constante (300 bar) o rendimento
aumenta com o0 aumento da temperatura (2,35 e 2,90%), respectivamente. Isto pode estar
relacionado com os efeitos competitivos da pressdo de vapor e da densidade do soluto e do
solvente. A 160 bar observou-se um crossover entre as curvas de 50 °C e 90 °C mostrando 0s
efeitos da densidade e da pressdo de vapor do soluto, na eficiéncia de extracao.

A Figura 13 mostra as curvas cinéticas de extracdo da torta de pinhdo manso em

funcdo do tempo de extracdo, para as diferentes condi¢des operacionais.

12
10
an"®
—~ L
S\T/S pnt® = ’79
e segltlant
5 © T
'-% ".- .¢"‘.x
CIC,>4 l.. 02"'- llll...l_
0:2 = .”..::tA H ::000.....
seapasiipppnaeseeeett
O'W

0 100 200 300 400

Tempo de extracdo (minutos)

= 70°C - 500 Bar * 50°C - 440 Bar 4 90°C - 440 Bar
= 70°C - 300 Bar * 40°C - 300 Bar ¢ 90°C -160 Bar
¢ 50°C - 160 Bar + 98°C - 300 Bar 4 70°C - 100 Bar

Figura 13. Curva de extracdo da torta prensada de pinhdo manso com CO,
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Conforme apresentado na Figura 13, o tempo de extracdo foi diferente nas condicOes
operacionais de acordo com a satura¢do da matéria prima: 200 minutos para 98 °C a 300 bar,
300 minutos para 70 °C a 100 bar, 90 °C a 160 bar, 40 °C a 300 bar, 70 °C a 500 bar e 420
minutos para 50 °C a 160 bar, 70 °C a 300 bar, 50 °C a 440 bar e 90 °C a 440 bar. E
importante ressaltar que os resultados apresentados na Tabela 7 e Figura 13, apresentam o
rendimento total da extracdo (extrato bruto) e ndo representa o rendimento de ésteres de
forbol. Apenas a Ultima fracdo extraida de cada condicdo operacional foi analisada para

quantificar a concentracao dos ésteres de forbol.

5.2 Extracéo dos ésteres de forbol (PE) da torta de pinhdo manso

A analise do teor de ésteres de forbol na torta bruta apresentou uma concentracdo de
1,97 mg/g de ésteres. O cromatograma obtido em CLAE para o padrao forbol-12-miristato 13-
acetato e para andlise da torta bruta encontra-se no anexo A e B, respectivamente.

Os extratos obtidos apds a extracdo supercritica foram analisados por CLAE e 0s
resultados séo apresentados na Tabela 8. O rendimento dos ésteres de forbol extraidos foram
calculados de acordo com a Equacéo 18.

Tabela 8. Rendimento de ésteres de forbol apos extracdo com CO, supercritico

Ensaio  Temperatura  Pressdo Esteres de forbol ~ Esteres de forbol

(°C) (bar) (mg/q) (Rendimento %)

1 50 160 0,1639 8,32
2 90 160 0,0508 2,58
3 50 440 0,4536 23,03
4 90 440 0,3812 19,35
5 40 300 0,1761 8,94
6 98 300 0,1057 5,36
7 70 100 0,0640 3,25
8 70 500 0,4370 22,19
9 70 300 0,2230 11,32
10 70 300 0,1355 6,88
11 70 300 0,1860 9,44
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Para Makkar and Becker (1997), a torta da Jatropha curcas contendo 0,11 mg/g de
ésteres de forbol é considerada atdxica. De acordo com 0s resultados obtidos, as condigdes
operacionais de 70 °C - 500 bar e 50 °C - 440 bar, foram as condicOes capazes de recuperar
maiores concentragdes de ésteres, sendo 22,19% e 23,03%, respectivamente.

Os ésteres de forbol estdo normalmente presentes em concentragdes elevadas nas
sementes de pinhdo manso e esta concentracdo varia de acordo com o gendtipo estudado.
Makkar e Becker (1997), avaliaram a torta obtida pelo albumen das sementes de 18
variedades de pinhao manso oriundas de diferentes paises como Africa, América Central e
Asia e encontraram concentracdes de ésteress de forbol variando de 0,87 a 3,32 mg/g.

No Brasil, Laviola et al. (2009) avaliaram diferentes sementes de pinhdo manso
pertencentes ao banco de germoplasma implantado na Embrapa Cerrados (Planaltina-DF). De
acordo com os autores a concentracdo de ésteres de forbol variou de 3,09 a 5,41 mg/g. Ferrari
et al. (2009) também avaliaram a concentracdo de ésteres de forbol em sementes de pinhao
manso provenientes de diferentes regides do Brasil, dentre elas amostras de sementes da
regido de Janauba, tendo encontrado concentracdo dos ésteres variando de 2,12 a 4,25 mg/g.
Segundo os autores a variacdo no teor de ésteres de forbol ocorreu em sementes colhidas de
plantas da mesma origem e cultivadas sob as mesmas condic¢Oes edafocliméticas. Para as

tortas desengorduradas, os valores encontrados de ésteres de forbol variaram de 0,9 a 1,3
mg/g.

5.2.1 Efeito das variaveis operacionais na extracdo dos ésteres de forbol

Um planejamento composto central rotacional (CCRD) foi utilizado para avaliar o
rendimento de ésteres extraido da torta de pinhdo manso. A influéncia das duas variaveis
(temperatura e pressdo) no rendimento dos ésteres foi estatisticamente analisada para um nivel
de confianca de 95% (p < 0,05). Os coeficientes de regressao lineares (L), quadraticos (Q) e
das interacOes entre as variaveis, o erro padrdo e a significancia estatistica (p-valor) estao

listados na Tabela 9.
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Tabela 9. Coeficientes de regressao, erro padréo e significancia estatistica para a extracao
de ésteres de forbol

Coeficiente de

Fatores < Desvio padrio p—valor
regressdo

Constant g.19 1,29 0.0180

(x1) Temperatura (L) -1.81 0.79 0.1483

Temperatura (Q) -0.18 0.4 0.8654

(x) Pressdo (L) 7.29 0.79 0.0115

Pressde (Q) 2.62 0.94 0.1085

Temperatura X Pressdo 0.51 1,11 0.6854

ANOVA

Fonte de variacdo Soma quadratica Graus de liberdade Media quadratica F-calculado

Regressdo 42973 1 429.73 37.32

Residuo 103.62 g 11.51

Total 53333 10

Fator estatisticamente siginificativo (95 % de confianga); Coeficiente de Determinacio (R*) = 0,92;

Fin=75.12

O parametro linear (L) da varidvel pressao apresentou efeito positivo sobre a extracao
do ésteres de forbol, indicando que o aumento dessa variavel contribui para a remocdo do
ésteres. Ja o parametro linear (L) e quadratico (Q) da variavel temperatura apresentou efeito
negativo sobre a extracdo de ésteres de forbol, indicando que o aumento deste fator nédo
contribui para a remocao do mesmo. De acordo com os resultado, o p-valores dos coeficientes
de regressao linear sugerem que apenas a variavel pressdo € significativa (p < 0,05), isto ¢, a
pressao tem um efeito significativo sobre a remocdo do ésteres de forbol.

Diante disso, um modelo de primeira ordem (Equacdo 19) foi estabelecido com base
na analise de varidncia que descreve a extracdo de ésteres de forbol extraidos como uma

funcdo da variavel independente significativa (presséo).
Y =9,19 + 7,29 X, (19)
onde Y € o rendimento de ésteres de forbol e x, a pressao.
Sendo o valor de F-calculado (37,32) maior que o F-tabelado (5,12) concluiu-se que o
modelo é valido e apropriado para representar as relacdes entre os pardmetros analisados. A

Figura 14 apresenta a superficie de resposta que ilustra o rendimento da extracdo em funcéo

da temperatura e da pressao.
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Figura 14. Superficie de resposta da extragdo do ésteres de forbol
em funcdo da temperatura e da presséo

Analisando a superficie de resposta gerada pelo modelo de primeira ordem, pode ser
observada uma regido otimizada a pressdes mais elevadas. Os dados indicam que, em
qualquer temperatura, o rendimento da extracdo e, consequentemente, a concentracdo de EF
ird aumentar com o0 aumento da pressao.

Os resultados da influéncia da temperatura e da pressdo na extracdo dos ésteres de
forbol ndo pode ser comparado com outro trabalho, visto que até o presente momento ndo
foram encontrados trabalhos na literatura sobre a extracdo dos EF oriundos da torta da
Jatropha curcas com didxido de carbono supercritico.

A Figura 15 apresenta o cromatograma referente a analise em CLAE do extrato de
maior rendimento em ésteres, obtido na condicao operacional de 70 °C e 500 bar. Os demais

cromatogramas referentes as outras condi¢des de analises estdo apresentados no Apéndice A.
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Figura 15. Cromatograma obtido por CLAE para a extracédo a 70 °C e 500 bar.

De acordo com a concentracao de ésteres de forbol encontrado na torta bruta de 1,97
mg/g e a porcentagem de ésteres extraido (23%), pode-se concluir que a melhor condicéo
operacional (500 bar e 70 °C) ndo foi capaz de remover os ésteres de forbol a um nivel
aceitavel de 0,11 mg/g para ser considerada uma torta ndo toxica.

Em comparacdo com a extracdo com solvente organico, Aregheore, Becker e Makkar
(2003) obtiveram uma torta com 0,09 mg/g de ésteres de forbol, apds tratamento com
aquecimento (121 °C) e lavagens com metanol 92%. Kumar, Makkar e Becker (2010)
removeram os ésteres de forbol da torta do pinhdo manso. A torta obtida ap6s extracdo com
éter de petrdleo, submetida a tratamento com solvente, foi posteriormente autoclavada a 121
°C por 15 minutos. O teor de ésteres de forbol na torta bruta era de 1,8 mg/g. ApoOs
tratamento, este composto nédo foi detectado.

Portanto, apds os estudos, observou-se que diferentes tratamentos quimicos e fisicos
tém sido propostos para destoxificacdo do pinhdo manso, com o principal objetivo de tornar a
torta, rica em proteina, como um recurso na alimentacdo animal. Os processos propostos ndo
apresentam grandes progressos e ndo relatam a vialibidade econdmica dos mesmos. O ésteres
de forbol, apesar de apresentar efeito tdxico, é conhecido também por suas atividades
antimicrobinas e antitumorais, indicando seu grande potencial para ser utilizado como um co

produto de alto valor agregado.
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A seguir sdo apresentados os resultados dos modelos de transferéncia de massa

aplicados nesse trabalho. A estimativa de pardmetros dos modelos de Esquivel et al. (1999),

Reverchon & Osseo (1994) ¢ Zekovi¢ et al. (2003), foram realizadas através do programa

Statistica.

Para o0 modelo de Esquivel et al. (1999), o rendimento (e%) foi calculado de acordo

com a Equacéo 20. Para o célculo da carga livre de soluto, foi considerado a quantidade de

ésteres de forbol obtida na torta bruta (1,97 mg/g).

massa de extrato

e% =

massa de carga livre de soluto

100

Equacdo (20)

Os valores dos parametros estimados e dos respectivos desvios para o modelo de

Esquivel et al. (1999) podem ser vistos na Tabela 10.

Tabela 10. Parametros do modelo (elim, b), e experimental, e erro percentual relativos a
modelagem do processo de extracdo do ésteres de forbol da torta da Jatropha curcas com

CO, supercritico

Temperatura P (bar) Eexp Elim b €mod Desvio %
70 100 0,6503 0,8643 4947 .47 0,6780 6,36
50 160 2,7644 16,5723 116152,0 2,8890 8,82
90 160 2,1262 2,7364 5755,831 2,0730 6,74
40 300 2,3506 8,1384 45620,61 2,3026 7,92
70 300 3,8446 26212,0 1,85E8 3,3930 17,20
98 300 2,1292 16813,0 16813,0 2,1403 11,86
50 440 7,9867 37,3003 9,42E7 7,8541 7,80
90 440 7,2653 40,5703 89979,7 7,3863 3,66
70 500 9,3534 15,0426 107823,3 9,1140 3,42

O parametro e;im é definido como a quantidade méaxima de 6leo possivel, presente em

uma determinada matriz, dada uma condi¢do operacional. Nesse trabalho, os valores do ejin

foram préximos para as condi¢cdes operacionais, exceto nas condi¢cdes de 70 °C e 98 °C a

pressdo de 300 bar,

onde os valores ndo correspondem aos valores obtidos
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experimentalmente. Ao contrario do que foi observado por Esquivel et al. (1999), 0 €jim
sofreu variagcGes com a temperatura e a presséo.

Os autores Silva et al. (2008) também utilizaram o modelo proposto por Esquivel para
modelagem dos dados experimentais obtidos na extracdo do 6éleo da noz-macédamia, que
possui 0 mesmo perfil em &cidos graxos que o pinhdo manso. De acordo com esses autores, 0
modelo proposto representou bem o processo inicial de extracdo, porém os desvios foram
altos, fato que pode ser explicado devido aos poucos dados experimentais utilizados para
modelar a transferéncia de massa.

No modelo de Sovova (1994), para modelar as curvas de extracdo, faz-se necessario
entrar com as variaveis de entrada de cada condicdo operacional. Essas variaveis de entrada
necessarias foram: quantidade maxima possivel de sélido extraido, carga livre de soluto,
massa extraida no primeiro ponto, densidade do fluido, densidade do soluto, porosidade,
vazdo volumétrica e vazdo massica. Para cada curva, através de tentativa e erro, estimaram-se
0s parametros necessarios para cada condi¢do operacional, obtendo-se assim a curva e 0

desvio relativo para cada uma, como mostrado na Tabela 11.

Tabela 11. Parametros do modelo e desvios relativos para cada condi¢do de operagao

Temperatura  Presséo Kftao Ksao Xk Desvio
(°C) bar Relativo
(%)
70 100 0,0633000 0,0002312 0,67200*xo 6,36
50 160 0,0006730 0,0000906 0,90803*xq 6,16
90 160 0,0400000 0,0000980 0,52100*xq 8,09
40 300 0,0004957 0,0000636 0,74700*xq 7,39
70 300 0,0004995 0,0079000 0,97000*xq 7,23
98 300 0,0011800 0,0002300 0,74600*xo 8,58
70 500 0,9000000 0,0000999 0,81100*xq 5,86

A curva que melhor se ajustou e com o menor erro relativo foi a de condicdo
operacional de 70 °C - 500 bar, com desvios relativos de 5,86%. O modelo de Sovova ndo
representou bem as curvas de extracdo nas condi¢des de 50 °C e 90 °C a 440 bar, apesar dos
DR estarem baixos e com comportamento similar ao modelo de Esquivel et al. (1999).

Nas Figuras 16 a 22 sdo apresentadas as curvas cinéticas experimentais e as curvas

preditas pelos modelos matematicos paras as condi¢des operacionais estudadas.
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Figura 19. Curvas de extracdo da torta de Jatropha curcas experimental e predita a
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Figura 22. Curvas de extracdo da torta de Jatropha curcas experimental e preditaa 40 °C e
300 bar

Analisando as Figuras acima, observa-se que a curva resultante do modelo representou
bem os dados experimentais, principalmente na etapa de extracdo constante. Nas etapas de
extracdo descrescente e etapa difusional, as curvas simuladas apresentaram pequenos desvios
em relagdo aos pontos experimentais, indicando que as consideragdes para a determinagédo de
Xo e consequentemente (X, e Xi) foram validas para todas as faixas de condigdes
experimentais empregadas.

Para os modelos de Reverchon & Osseo (1994) e Zekovié et al. (2003), o rendimento
normalizado calculado (RNcaiculado %) € 0 desvio (DRM %) foram calculados através das
Equacdes 13 e 2, respectivamente. Os valores dos rendimentos e dos respectivos desvios dos

modelos podem ser vistos nas Tabela 12 e 13.
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Tabela 12. Rendimento normalizado calculado, parametro e desvio relativo obtido para o
modelo de Reverchon & Osseo (1994) nas diferentes condi¢Oes de presséo e temperatura

Temperatura

Presséao

RNcaIcuIado

C) (bar) (%) u) DR
70 100 96,06 0,66 12,44
50 160 83,35 1,22 21,35
90 160 96,03 0,56 6,72
40 300 82,22 0,33 12,60
70 300 72,61 3,69 26,89
98 300 70,44 0,85 16,84
50 440 76,17 104 1659
90 440 83,50 1,81 12,00
70 500 91,71 1,80 6,02

Tabela 13. Rendimento normalizado calculado, o pardmetro e desvio relativo obtido para o
modelo de Zekovi¢ et al. (2003) nas diferentes condigdes de pressao e temperatura

Temperatura Pressao RNcalcuado
) (ban) 06) 2 b DR (%)
70 100 97,96 -1,09 0,29 6,21
50 160 85,69 -0,31 0,13 19,30
90 160 95,76 -0,62 -0,02 7,84
40 300 83,12 -0,36 0,04 13,47
70 300 74,88 -0,23 0,16 23,53
98 300 79,83 -0,62 0,18 11,73
50 440 79,14 -0,24 0,08 19,65
90 440 81,36 -0,25 0,01 11,15
70 500 91,73 -0,50 0,001 5,94

Nas Figuras 23, 24 e 25 pode ser observar o0 ajuste do modelo de Reverchon & Osseo

(1994) e Zekovic et al. (2003) aos resultados obtidos experimentalmente.
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Figura 23. Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Reverchon & Osseo

(1994) e Zekovié et al. (2003) a 70 °C — 100 bar, 50 °C — 160 bar e 90 °C — 160 bar
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Figura 24. Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Reverchon & Osseo
(1994) e Zekovi¢ et al. (2003) a 40 °C — 300 bar, 70 °C — 300 bar e 98 °C — 300 bar.
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Figura 25. Curvas de extracdo experimental e predita pelo modelo de Reverchon & Osseo
(1994) e Zekovic et al. (2003) a 50 °C — 440 bar, 90 °C — 440 bar e 70 °C — 500 bar.

Os modelos de Reverchon & Osseo (1994) e Zekovi¢ et al. (2003) se ajustaram bem as

curvas de extracdo. Os desvios para 0 modelo Reverchon & Osseo (1994) variaram de 6,02%
a26,89%, e os desvios para o modelo de Zekovi¢ et al. (2003) variaram de 5,94% a 23,53%.
A melhor curva de ajuste e com o menor erro relativo foi a condicéo operacional de 70

° C - 500 bar, com desvios relativos de 5,86% para 0 modelo de Sovova (1994), 3,42% para o
modelo de Esquivel et al. (1999), 6,02% para 0 modelo de Reverchon & Osseo (1994) e

5,94% para o modelo de Zekovi¢ et al. (2003). A Tabela 14, apresenta os desvios relativos

dos modelos aplicados.

Tabela 14. Desvios relativos para os modelos matematicos aplicados

DR (%)

Temperatura Pressao Esquivel et Reverchone  Zekovic et Sovova
(°C) (bar) al. (1999)  Osseo (1994)  al. (2003) (1994)
70 100 6,36 12,44 6,21 6,36
50 160 8,82 21,35 19,30 6,16
90 160 6,74 6,72 7,84 8,09
40 300 7,92 12,60 13,47 7,39
70 300 17,20 26,89 23,53 7,23
98 300 11,86 16,84 11,73 8,58
50 440 7,80 16,59 19,65 22,2
90 440 3,66 12,00 11,15 22,3
70 500 3,42 6,02 5,94 5,86




67

5.4 Extragdo com etanol como co-solvente

Para comparar os resultados, do quanto foi extraido de ésteres de forbol apenas com
diéxido de carbono supercritico e do quanto foi obtido com a extragdo com o etanol como co-
solvente, procedeu-se a extracdo da condicdo operacional de 70 °C e 300 bar e tempo de
extracdo de 5 horas. A Tabela 15 apresenta o rendimento de ésteres do extrato, o teor e a
remocao de esteres de forbol apos a extracdo. O rendimento foi determinado pela relacéo
entre a massa de ésteres presente no extrato e a massa de ésteres presente na torta alimentada

no extrator.

Tabela 15. Rendimento em ésteres de forbol (EF) ap6s extracdo com CO; supercritico e
etanol como co-solvente e teor de ésteres de forbol na torta residual apds a extracéo

Condicdes operacionais Rendimento  Teor EF na torta Remocdo de
EF no residual pos ésteres de forbol

extrato (%) EFSC (mg/qg) na torta (%)

40 °C — 300 bar + etanol 10,6 0,91 30,5

70 °C — 300 bar + etanol 20,8 0,94 28,2

50 °C — 440 bar + etanol 15,4 0,92 29,8

90 °C — 440 bar + etanol 21,7 0,78 40,4

70 °C — 500 bar + 18,9 0,51 61,1

etanol 5,6 1,32 3,1

70 °C — 300 bar

Os resultados indicaram que comparando a extracdo com dioxido de carbono e a
extracdo com didxido de carbono e co-solvente, os extratos obtidos usando o co-solvente
apresentaram maiores concentracdes de ésteres de forbol, sendo a condi¢do de extracdo de 70
°C e 500 bar a mais satisfatoria, removendo 61% da concentragéo inicial de ésteres presente
na torta apds 5 horas de extracgéo.

Apesar do aumento no rendimento dos ésteres de forbol, o teor residual de ésteres na
torta (0,51 mg/g) ndo estd dentro no nivel aceitdvel recomendado por Makkar et al. (1997)
para a torta ser condiderada atoxica de 0,11 mg/g. Porém, os resultados foram satisfatorios
quando o etanol é utilizado como co-solvente na extracdo. A Tabela 16 apresenta o teor de
oleo (medido como extrato etéreo) da torta bruta e o teor de 6leo na torta residual apos a

extracdo supercritica.
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Tabela 16. Teor de 6leo e concentracdo de ésteres de forbol na torta apds a extracao
supercritica

Condicéo operacional Teor de dleo Teor EF na
residual na torta torta residual
apo6s EFSC apo6s EFSC

(9/1009) (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

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 16, observa-se que o etanol tem
efeito sobre a concentracdo do teor de ésteres de forbol devido a diferenca de solubilidade dos
ésteres e do Oleo. Na auséncia de etanol no processo de extracdo, os ésteres de forbol sdo
menos extraidos. Quando o etanol é utilizado, os ésteres sdo extraidos juntamente com o 6leo.

A Figura 26 apresenta os resultados de remocdo de ésteres de forbol da torta ap6s

extracdo supercritica com e sem o uso do co-solvente.

60

® % Reducdo de 6leo ® % Reducdo de éster

50

% Reducao

70°C—-300 40°C-300 70°C—-300 50°C-440 50°C-440
bar sem etanol bar + etanol bar + etanol  bar + etanol  bar + etanol

Figura 26. Remocéo de 6leo e ésteres de forbol da torta do pinhdo manso apos extragao
supercritica
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Este comportamento pode ser explicado devido a alteracdo da solubilidade do CO,
pelo etanol (solvente polar). Os ésteres de forbol apresentam afinidade por substancias
polares, apesar de serem moléculas lipofilicas. Isso acontece porque o ndcleo forbol apresenta
grupos hidroxilas polares, conferindo-lhes maior afinidade com solventes com maior indice
de polaridade (GOEL et al. 2007).

Alguns trabalhos relatam o uso do etanol para remocao dos ésteres de forbol do pinhdo
manso. Saetae e Suntornsuk (2011) utilizaram etanol para destoxificacdo das sementes de
pinhdo manso, concluindo que o ésteres de forbol pode ser total ou parcialmente removido por
extracdo com etanol. Cruz (2012) extraiu 6leo da torta do pinhdo manso com etanol para
remocdo do ésteres de forbol. A concentracdo de esteres de forbol inicial de 5,93 mg/g na
torta prensada foi reduzida para 0,015 mg/g apds 4 extracdes em escala laboratorial e 0,017
mg/g apds 5 extracBes em contra corrente em escala piloto. Estes dados corroboram o efeito
positivo do etanol na extracdo dos ésteres de forbol.

Apesar do aumento no rendimento dos ésteres de forbol, o teor residual de ésteres na
torta (0,51 mg/g) ndo estd dentro no nivel aceitdvel recomendado por Makkar et al. (1997)
para a torta ser condiderada atoxica de 0,11 mg/g. Porém, os resultados foram promissores
quando o etanol foi utilizado como co-solvente na extracdo. Os cromatogramas obtidos nas

analises dos ésteres do extrato bruto e da torta residual sdo apresentados no Apéndice A.
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CAPITULO VI: AVALIACAO ECONOMICA DO PROCESSO

Neste capitulo é apresentada a avaliacdo econdmica do processo de extracdo do ésteres
de forbol com dioxido de carbono supercritico. N&o se tem registro até o presente momento
da extracdo dos ésteres de forbol da torta do pinhdo manso com fluido supercritico. Devido ao
potencial uso dos éteres de forbol em formulagdes farmacéuticas e atividades inseticidas
(Devappa, 2012), foi avaliado o custo de producao dos ésteres obtidos no processo e o retorno

financeiro do investimento.

6.1 Introducao

O processo de extracdo de compostos vegetais utilizando fluidos supercriticos surge
como uma alternativa para industrias quimicas para melhoria da qualidade e rendimento de
seus produtos. Tem sido comprovada como uma técnica economicamente Viavel,
apresentando varias vantagens quando comparada aos métodos tradicionais de extracdo.
Porém, é uma tecnologia que se encontra em fase laboratorial e piloto na América do Sul. De
acordo com Perrut (2007) citado por Prado et al. (2011), mesmo depois de trés décadas de
desenvolvimento, das mais de 200 plantas comerciais no mundo, nenhuma esta localizada na
América Latina. A primeira planta industrial a utilizar fluidos em condicdes supercriticas foi
instalada na Alemanha, no final da década de 70, para a descafeinacdo do café e para a
extracdo de lupulo, substancia utilizada na fabricacdo de cerveja para conferir aroma
(PENEDO, 2007).

Os dados sobre aumento de escala e custo de produgéo de extratos obtidos em
condi¢Bes supercriticas sdo escassos na literatura e essas informacBGes sdo de grande
importancia para estimular a transferéncia da tecnologia para a escala industrial.
Considerando a rica biodiversidade da flora brasileira e a possibilidade de agregar valor a
esta, sem degradar o meio ambiente, a analise econémica do processo de extracdo com fluido
supercritico € importante para fornecer informagdes para a instalacdo de uma unidade
industrial no pais (Prado et al., 2011). De acordo com Prado (2010) a principal limitacdo da
técnica de extragdo supercritica € o alto custo do investimento inicial do equipamento. A
analise dos processos de extracdo supercritica € importante para que esta tecnologia seja
considerada uma alternativa de processo entre as outras opgdes para a extracdo de produtos

naturais. Com as informacdes das condi¢BGes operacionais da extracdo selecionada, é possivel
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realizar uma anélise preliminar do custo de produgdo dos extratos obtidos (ROSA e
MEIRELES, 2005).

Segundo Moraes, Zabot e Meireles (2014) os estudos que envolvem aspectos
econbmicos da extracdo supercritica sdo necessarios para transferir os conhecimentos
adquiridos em escalas de laboratorio para a escala industrial. Muitos destes estudos tem
relatado a viabilidade econdmica do processo do extracdo, tais como a concentracdo de
vitamina E do destilado desodorizado do 6leo de soja (Mendes, Pessoa e Uller, 2005),
oleoresina de gengibre e 6leo de cravo (Rosa e Meireles 2005), extracdo de carotendides de
plantas da Amazonia (Prado et al., 2010), extratos antioxidantes da jabuticaba (Santos, Veggi
e Meireles, 2011), extratos fendlicos da semente de uva (Prado et al., 2012), antocianinas de
residuo de jabuticaba (Cavalcanti, 2013), extracdo de compostos bioativos como alquilamidas
do jambu (Veggi, Cavalcanti e Meireles, 2014) entre outros. Seguindo essa linha, ndo existe
na literatura, trabalhos de andlise econémica da extracdo supercritica envolvendo residuos
como matéria-prima.

A maioria dos trabalhos relacionados a estimacdo dos custos de extracdo de produtos
naturais a partir de matrizes sélidas pela tecnologia supercritica, utilizam a metodologia de
Peters e Timmerhaus (1991) e fazem uso do simulador de processos SuperPro Designer®. O
método utilizado pelo software para estimar o custo de producdo de um processo € baseado
nesta metodologia (PRADO, 2009).

O custo de manufatura ou custo de producdo (COM - cost of manufacturing) proposto
por Peters e Timmerhaus (1991) é influenciado por trés categorias de custo que envolvem os
custos diretos, custos fixos e despesas gerais. O custo direto considera 0s custos que
dependem diretamente da produgdo como matéria-prima, utilidades, custo operacional, etc. O
custo fixo inclui a depreciacdo, os impostos, 0s seguros, etc. e ndo depende diretamente da
producdo, ocorrendo mesmo quando a producdo é interrompida. A despesa geral consiste do
custo administrativo, despesa com venda, pesquisa e desenvolvimento, etc. (TURTON et al.,
2009).

Esta metodologia define o custo de operagcdo como a soma de cinco fatores: custo fixo
de investimento (FCI ), custo de méo de obra (COL), custo de matéria-prima (CRM), custo do
tratamento de residuos (CWT) e custo das utilidades (CUT). O custo pode ser calculado

usando a Equacéo 20.

COM = 0,280 FCI + 2,73 COL + 1,23 (CUT + CWT + CRM) (20)
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O capital fixo de investimento (FCI) representa 0 montante de capital investido
relacionado a implantacdo de uma industria ou linha de producdo como 0s gastos com
aquisicdo de equipamentos, construcdo, instalacdo, depreciacao, etc.

O custo de mao-de-obra (COL) € obtido através da estimativa do salario base
(US$/hora) do operador e do nimero de operadores necessarios por turno. A estimativa do
salario base depende essencialmente do tipo de trabalho exercido e da planta industrial em
que o trabalhador estd empregado.

O custo de utilidades (CUT) refere-se aos gastos com combustivel, eletricidade e
agentes de transferéncia de calor como agua de resfriamento, fluidos refrigerantes, etc. O
custo de cada um desses agentes térmicos deve ser multiplicado pela quantidade de material
gasto para efetuar o processo de aguecimento ou resfriamento em questdo cuja quantidade é
estimada levando-se em conta as propriedades termodinamicas da substancia e as
temperaturas de entrada e saida do material a ser aquecido ou resfriado. O gasto com
eletricidade pode ser obtido através do conhecimento da poténcia dos equipamentos, seu
tempo de funcionamento e o custo (CAVALCANTI, 2013).

O custo de matéria prima (CRM) é obtido através do conhecimento da quantidade total
de matérias primas utilizadas no processo como solventes, reagentes quimicos, material
bioldgico, etc. (CAVALCANTI, 2013).

O custo de tratamento de residuos (CWT) constitui a estimativa do total gasto com o
tratamento de cada um dos residuos sélidos, liquidos ou gasosos liberados em efluentes e na
atmosfera, cujo valor € obtido através da multiplicacdo entre o total emitido e o custo de
tratamento de cada um desses residuos cujo valor leva em consideracdo o grau de risco ao
meio ambiente oferecido por cada um deles (CAVALCANTI, 2013).

6.2 Simulador SuperPro Designer®

Segundo Intelligen (2014), o SuperPro Designer® é um conjunto de ferramentas
computacionais para projeto e avaliagdo de especialidades quimicas, farmacéuticas,
agroquimicas, alimentos, reciclagem e tratamento de residuos. Ele possibilita a simulacdo de
processos, avaliacdo econdmica e o planejamento de atividades, sendo amplamente utilizado
por cientistas e diversas companhias do mundo.

O simulador de processos SuperPro Designer® é um software moderno de processos
industriais, constituido de mddulos que representam os processos das industrias quimicas

incluindo separadores, trocadores de calor, bioreatores, etc. O simulador apresenta um
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conjunto de ferramentas capazes de estimar parametros econémicos de processos, realizar
balangos de massa e energia, analisar tempo de processamento, entre outras fungdes. O
software permite que o usuario analise operacGes unitarias basicas individuais ou a
combinacdo destas operacbes unitarias para uma analise integrada. Varios tipos de
configuracdes de processos podem ser estudadas através do fluxo de diagramas esquematicos
produzidos pelo usuério. O software permite a documentacdo detalhada dos resultados
expressos como relatorios de avaliacdo econémica e dos dados de entrada e saida (FLORA et
al., 1999).

Este simulador ja foi utilizado por vérios autores para simular processos de extracao
com fluido supercritico utilizando diferentes matérias primas. Um dos primeiros estudos do
processo de extracdo supercritica utilizando o simulador SuperPro Designer® é relatado por
Takeuchi et al. (2006), em que os autores estudaram a influéncia de diferentes condicdes de
operacdo (temperatura e pressdao) em um tanque flash, no custo de manufatura do extrato do
cravo da india, apresentando resultados positivos da técnica.

Prado e Meireles (2011) utilizaram o simulador SuperPro Designer® para prever o
comportamento de fases na etapa de separacdo da extracdo do Oleo de cravo com fluido
supercritico. Os dados experimentais, determinados por meio de trés separadores em série,
foram comparados com dados simulados, a fim de avaliar a preciséo do software em predizer
a composicdo das fases no processo. Os resultados obtidos pelos autores apresentaram
discordancia entre os dados experimentais e simulados. Os dados experimentais apresentaram
48,9%, 50,7% e 0,5% de recuperacdo de extrato. Ja os dados simulados mostraram cerca de
99% de recuperacdo. Duas hipéteses foram consideradas pelos autores como: a
impossibilidade de inserir os parametros de interacdo binarios no banco de dados de software
e o perfil de temperatura no interior do separador ndo ter sido homogénea, sendo a segunda
hiptese a de maior probabilidade de ser responsavel pela discrepancia entre o resultado
experimental e o dados simulados. Para os autores, o uso da simulacdo para prever o
comportamento do processo SFE necessita de mais estudo e desenvolvimento.

No estudo realizado por Prado et al. (2011), os autores avaliaram o aumento de escala
para extracdo supercritica de matérias-primas brasileiras. O critério escolhido pelos autores
para o0 scale-up consistiu em manter constante a relacdo solvente/massa. Para 0s autores, este
critério permite um scale-up rapido e simples, sendo util para o desenvolvimento da
tecnologia suprcritica em escala industrial.

De acordo com Martinez (2005), o grande desafio para 0 aumento de escala do

processo de extracdo com fluido supercritico reside na escolha de quais pardmetros e
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condigdes devem ser mantidos constantes, quais devem variar, € como devem variar para
reproduzir em grande escala as curvas de extragdo. Para o autor é importante que se encontre
as melhores condicBes operacionais que maximizem a taxa de extracdo e quantidade de
extrato obtido, condi¢cdes estas que influenciam diretamente a viabilidade econdmica do
processo.

Delgado e Pessoa (2014) utilizaram o SuperPro Designer® para simulacdo do
processo de producdo do butanol por fermentacao integrada usando a extracdo com dioxido de

carbono supercritico. Para os autores, o cenario obtido mostrou-se economicamente atraente.

6.3 Analise de Rentabilidade de um Processo

As técnicas utilizadas para avaliar a rentabilidade de projeto envolvem as despesas de
capital e os custos operacionais anuais. Na analise econémica do projeto, presume-se que
todas as novas compras de terras necessarias sdo feitas no inicio do projeto, isto é, no tempo
zero. Depois de ter sido tomada a decisdo de construir uma nova fabrica ou expandir uma
instalacdo existente, a fase de construcdo do projeto é iniciada. Dependendo do tamanho e do
alcance do projeto, esta constru¢do pode levar de seis meses a trés anos para ser concluido
(TURTON et al., 2009).

O fluxo de caixa de um projeto representa a resultante final de todas as entradas e
saidas de recursos monetarios gerados ao longo do tempo de duracdo de determinado
empreendimento. Pode ser representado num quadro contendo informacg6es ao longo da vida
do projeto, que comeca a partir de um instante zero considerado instante inicial até um outro
instante considerado final que define o tempo de duragdo do projeto (MENDES, 2002).

Os calculos da analise de rentabilidade gerados pelo SuperPro Designer®, consistem
em determinar o lucro anual bruto e o lucro liquido anual de um investimento, bem como os
principais indicadores econdmicos, como a margem bruta, o retorno sobre o investimento

(ROI), e o tempo de retorno. O calculo destes parametros econdmicos é descrito abaixo.

1. Lucro Bruto

O lucro bruto anual de um projeto é calculado subtraindo-se o custo operacional anual
(COA) do total das receitas anuais:

Lucro Bruto = Receita — COA (21)
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Os impostos sobre os rendimentos anuais séo calculados como uma porcentagem do

lucro bruto anual. O imposto sobre o rendimento padrdo é de 40%.

2. Lucro Liquido

O lucro liquido anual de um projeto é calculado como o lucro bruto anual, apos

deducéo dos impostos sobre os rendimentos anuais, mais a depreciacao anual:

Lucro Liquido = Lucro Bruto — Taxas + Depreciagdo (22)

A depreciacao anual, calculada com base no método linear, é uma deducdo do imposto
de renda que representa uma perda de capital fixo, que em grande parte é devido ao desgaste e
obsolescéncia de equipamentos. Pode ser considerada como o custo de funcionamento em

funcdo do tempo, ao longo de um periodo pré-definido de amortizacéo.

3. Margem Bruta

A margem bruta é uma medida da rentabilidade do lucro do projeto. E calculada

dividindo-se o lucro bruto anual pelas receitas anuais:

Lucro Bruto

Margem Bruta = ———  x 100 (23)

Receita

4. Retorno do Investimento

O retorno sobre o investimento (em inglés, return on investment ou ROI), tambeém
chamado taxa de retorno ¢ a relagdo entre a quantidade de dinheiro ganho (ou perdido) como
resultado de um investimento e a quantidade de dinheiro investido. E calculado dividindo-se

o lucro liguido anual sobre o investimento total de capital cobrado a este projeto:

Lucro Liquido

Retorno sobre o investimento = x 100 (24)

Investimento Total

5. Tempo de Retorno


http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dinheiro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Investimento
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O tempo de retorno do capital é definido como o tempo necessério para que o fluxo de
caixa gerado recupere 0 investimento, ou seja, o tempo em que o dinheiro da empresa
aplicado no projeto esta em risco. Ele é calculado dividindo-se o investimento total de capital

cobrado a este projeto pelo lucro liquido anual:

Investimento Total

Tempo de Retorno (anos) = (25)

Lucro Liquido

E desejavel que o tempo de retorno seja o menor possivel (Peters e Timmerhaus,

1991). Quanto menor o tempo de retorno, mais atrativo o projeto.

6. Taxa Interna de Retorno

A taxa interna de retorno (TIR) é a taxa de juros (desconto) que iguala, em
determinado momento do tempo, o valor presente das entradas (recebimentos) com o das
saidas (pagamentos) previstas de caixa. E calculada com base em fluxos de caixa antes e
depois de impostos de renda.

Os métodos usuais de previsdao de rentabilidade normalmente adotam uma taxa
minima aceitavel para o retorno do investimento conhecida como taxa minima de atratividade
(TMA) ou o custo do capital da empresa. A taxa interna de retorno (TIR) é comparada a taxa
minima de atratividade (PETERS E TIMMERHAUS, 1991).

Para Mendes (2002), a avaliacdo econémica é feita baseando-se praticamente na taxa
minima de atratividade (TMA) e no tempo de retorno do capital. A taxa minima de
atratividade € uma taxa de juros minima e no processo de avaliacdo de projeto deve ser
comparada a uma taxa de juros para que se possa tomar uma decisdo de aceitar ou rejeitar a
proposta. Ainda segundo a autora, quando a TIR for maior que a TMA significa que o
investimento é economicamente atrativo. Quando a TIR foi igual a TMA, o investimento esta
economicamente em uma situacdo de indiferenca, o que requer uma analise de sensibilidade.
A autora realizou um estudo da avaliagéo financeira do processo de concentracdo da vitamina
E presente no destilado da desodorizacao do éleo de soja com CO; supercritico. A viabilidade
financeira do processo foi apresentada em termos dos indices econémicos como a taxa de
retorno do investimento (TRI) e tempo de retorno de investimento (TR). Segundo o estudo,

ambos 0s processos analisados para a concentracao de vitamina E a partir do destilado da
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desodorizacao do oleo de soja, com reciclo e sem reciclo do solvente, foram viaveis

financeiramente.

7. Valor Presente Liquido

O valor presente liquido é o valor presente do investimento calculado, subtraindo o
valor inicial investido do valor presente total dos fluxos de caixa futuros, descontados a uma
taxa de juros especifica conhecida como custo do capital da empresa. Ele é calculado para trés

diferentes taxas de juros (baixa, média e alta), utilizando a seguinte formula:

— yN NCFi
VPL = k=1 (14i)k

(26)
sendo:

i € ataxa de juros, NCF é o fluxo de caixa liquido no ano k, e N é o tempo de vida do projeto
(em anos). Os valores padrdo para as taxas de juro baixas, médias e altas sdo 7%, 9% e 11%,

respectivamente.

Se o VPL € maior ou igual a zero aceita-se 0 projeto, pois 0os ganhos do projeto
remuneram o investimento inicial a taxa desejada. Quando o VVPL é igual a zero, significa que
o0 investimento é igual ao valor presente total dos fluxos de caixa futuros e o projeto é
considerado indiferente, havendo necessidade de se aprofundar o estudo econémico. Se 0
VPL é menor que zero, rejeita-se o projeto, pois o0 projeto ndo remunera o capital investido a
taxa desejada. Quanto maior o VPL, mais desejavel € o projeto para a empresa (PETERS e
TIMMERHAUS, 1991). De acordo com Mendes (2002), para que um investimento seja
atrativo, ele deve ser mais rentavel que as oportunidades apresentadas pelo mercado. Para
isso, a analise de investimentos abrange desde a definicdo do projeto a determinagdo de
alternativas até a tomada de decisbes. Ndo s6 a rentabilidade é importante em um

empreendimento, mas também a liquidez e a confiabilidade, ou seja, o risco do negdcio.

6.4 Avaliacdo econémica do processo de extracdo do ésteres de forbol com didxido de

carbono supercritico
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O simulador comercial SuperPro Designer v9.0 (Intelligen, Inc) foi usado para simular
0 processo de extracdo e para estimar o custo de producdo de ésteres de forbol extraidos com
diéxido de carbono supercritico. O critério adotado para o aumento de escala consistiu em
manter a relacdo massa de solvente e massa de matéria prima (S/F) constante. Este critério
assume que o rendimento do processo de extragdo supercritica possui 0 mesmo desempenho
nas escalas laboratorial e industrial para mesmas condigdes de processo: temperatura, pressao,
tempo e densidade do leito (ROSA e MEIRELES, 2005).

Com os dados inseridos no simulador, realizou-se o balanco de massa e energia. Os
resultados obtidos pelo simulador foram comparados aos resultados otidos em escala
laboratorial e pode-se observar que as composi¢Oes do extrato e solvente estavam na mesma
proporcéo, corroborando assim a capacidade de simulacdo do processo pelo simulador em

questdo. A Figura 27 ilustra o cenario do processo de extracdo estudado.

E-la

-1

E-Z &% -2

Figura 27. Representacdo da simulagdo do processo de extracdo dos ésteres de forbol com
CO; no SuperPro Designer®. E-1: alimentacdo da torta, E-2: alimentacdo de CO;, S-1:
corrente de extrato, S-2: corrente de torta residual

Uma simulacao foi realizada para assegurar a torta destoxificada, com a extracao total
do ésteres de forbol, até atingir o limite aceitavel de 0,11 mg/g na torta residual, recomendado
por Makkar et al. (1997). Considerou-se a melhor condi¢do operacional (70 °C - 500 bar)
obtido na etapa experimental. A simulagdo indicou que seriam necessarios uma unidade
industrial de extragdo composta por 24 extratores interligados (Figura 28), com entrada e
saida de torta, e sucessivas extracBes de 5 horas em cada extrator (tempo obtido na etapa

experimental) até que atingisse o limite de éster considerado.
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Figura 28. Fluxograma do processo construido no Superpro Designer: E-1: fluxo da torta de
pinhdo manso, E-2: fluxo do CO,, S-1: corrente de extrato e S-2: corrente de torta residual

Os resultados da simulacédo indicaram que seriam necessarios um ciclo de 60 horas até
obtencdo da torta destoxificada com rendimento de ésteres de 94,92%. Diante desta
informac&o, para analise econdémica do processo, considerou-se um extrator, nas mesmas
condi¢des operacionais, com tempo de extracdo de 60 horas. Com base nos dados do
simulador, considerou-se 7920 horas anuais, correspondentes a 330 dias, com producdo
continua de 24 horas, totalizando 132 bateladas/ano.

De acordo com Zibetti (2012) o investimento inicial para os processos de extracéo
supercritica referem-se principalmente a aquisicdo de uma unidade de extragcdo, composta por
todos 0s equipamentos necessarios para a operacao, constituindo de bombas, trocadores de
calor, extratores e separadores (vasos de pressdo), compressor, tubulagdes, vélvulas e
acessorios. Utilizou-se como referéncia o custo de uma unidade extracdo: US$ 540.040,00,
composta por dois extratores de 50 L (Zabotti et al., 2015), considerando-se uma taxa anual
de depreciagdo de 10%. Normalmente as unidades de extracdo supercritica séo compostas por
dois ou mais extratores, evitando-se uma possivel parada total do processo produtivo.

O custo da torta de pinhdo manso foi de U$$ 75/tonelada, conforme relatado por
Sriram (2014). O custo do CO, foi considerado US$ 2,65/Kg (White Martins, 2014),
adotando-se que o mesmo pode ser recirculado no processo sem tratamento adicional. Os
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custos das utilidades para os dados fornecidos no balanco energético do SuperPro Designer
foram: agua US$ 0,05/MT e eletricidade em US$ 0,20/kWh (ZABOTTI et al., 2015). O custo
com tratamento de residuos nao foi considerado, pois o0s residuos organicos gerados nédo
apresentam risco ao meio ambiente e podem ser vendidos para compostagem (BRAGA,
2005).

O custo de operadores baseou-se na quantidade de operadores necessarios para operar
a unidade de extracdo estudada. Para a operacdo considerou-se 3 operadores, um supervisor e
1 analista da qualidade. Utilizou-se como base de célculo o salario de US$ 6,90/h para
operadores, US$ 105,00/h para supervisor e US$ 84,62/h para analista da qualidade, valores
estes estimados pelo banco de dados do simulador.

A receita do processo consistiu de um extrato composto de ésteres de forbol como
produto principal e a etapa de purificacdo do mesmo néo foi considerada na simulacdo. N&o
existe no mercado ésteres de forbol especificos do pinhdo manso, diante disto, para fins da
analise econdmica, foi considerado como referéncia o custo do forbol 12-miristato 13-acetato
no valor de US$ 15/mg com 99,9% de pureza (LC Laboratério, US Canada). Os resultados da

avaliacdo econémica sdo apresentados a seguir.

6.5 Resultados da Analise Econémica

De acordo com os dados experimentais, para realizacdo do balanco de massa no
extrator: 1 g de torta possui 1,97 mg de ésteres de forbol. Nas condigdes supercriticas
consegue-se extrair 0,4370 mg de ésteres em um periodo de 5 horas, utilizando 536 g de CO..
Logo, considerando 0 aumento de escala e os resultados da simulacdo até obtencdo de torta

destoxificada, o balan¢o de massa do processo € apresentado na Tabela 17.

Tabela 17. Dados obtidos do balango do extrator por batelada

Torta pinhdo manso alimentada no extrator 10,00 Kg
Total ésteres de forbol na torta 0,0197 Kg
Esteres de forbol extraido 0,01870 Kg
Esteres de forbol residual na torta 0,0010 Kg
Rendimento 94,92%
Quantidade de CO; necessario 536,6 Kg
Tempo de extracdo 60 horas
Presséo 500 bar

Temperatura 70°C
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A producéo anual de ésteres de forbol foi de 2,47 kg/ano e a concentracdo em EF de
0,11 mg/g (por batelada) pode ser alcancada com a simulacdo. A torta residual pode ser
considerada atoxica com este nivel, confirmando a eficacia da metodologia estudada neste
trabalho. A Tabela 18 apresenta um resumo do material de consumo a partir do processo
simulado e a Tabela 18 apresenta os principais indicadores financeiros para obtencdo de

ésteres de forbol a partir da torta do pinh&o manso.

Tabela 18. Balanco geral do material de consumo do processo de simulacdo dos ésteres de
forbol com didxido de carbono supercritico

Matérias-primas  Consumo Anual ~ Consumo Custo Custo anual
(kg) Kg/batelada unitario (US$)
(US$)
Dioxido de carbono 70.831,00 536,60 2,65 187.703,00
Torta pinhdo manso 1320,00 10,00 0,075 99,00

Tabela 19. Indicadores econdmicos do processo de extracdo do ésteres de forbol com diéxido
de carbono supercritico

Investimento Total (US$) 5.533.000,00
Custo de Operacgdo (US$)/ano 4.906.000,00
Receita Total (US$)/ano 37.026.000,00
Taxa de producdo ésteres de forbol (Kg/ano) 2,47
Custo de Producéo unitario (US$/mg ester) 1,99
Margem bruta (%) 86,75
Retorno do Investimento (%) 355,20
Tempo de Retorno (anos) 0,28
IRR apds Taxas (%) 145,86
NPV (7%) US$ 133.069.000,00

De acordo com os resultados da simulagdo, para uma planta de capacidade de 42 L, é
necessario um investimento total de capital de aproximadamente US$ 5 milhdes. Conforme
citado no presente trabalho, a principal limitacdo da técnica de extragdo supercritica € o alto
custo do investimento inicial do processo, porém as pesquisas desenvolvidas intensificam a
busca por extratos de alto valor agregado para tornar a técnica cada vez mais atrativa.

Zaboti et al. (2015) apresentam a avaliacdo econdmica do processo de extracdo de
compostos do alecrim. O custo de operacdo para producdo de 35 toneladas/ano do extrato de
alecrim apresentado pelos autores foi de US$ 3,5 milhdes/ano, considerando um extrator com
capacidade de 100 L.
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Assumindo como receita 0 extrato composto de ésteres de forbol obtido apds a
extracdo e considerando o preco do TPA como referéncia (US$ 15/mg), o projeto produz uma
taxa interna de retorno (TIR) de 145,86% e um valor presente liquido (VPL) em torno de US$
133 milhdes. O VPL é um indicador de quanto o valor de um investimento contribui para a
indUstria. Neste caso, 0 VPL positivo, significa que o investimento agrega valor a inddstria e,
portanto, o projeto é economicamente viavel e pode ser aceito e implementado. Com relagéo
ao capital fixo direto, este refere-se aos custos fixos de um investimento, tais como o custo
dos equipamentos, tubulacdes do processo, instrumentacdo, edificacdes, instalacles, etc. Foi
estimado pelo simulador como a soma dos custos diretos, indiretos e custos variados que estdo
associados com o investimento de capital da planta. Os custos indiretos incluem os custos que
estdo indiretamente relacionados com um investimento, tais como 0s custos de engenharia e
construcdo. Os custos adicionais, tais como taxas e contingéncias do contratante sdo incluidos
nos custos diversos. Neste estudo, o capital fixo direto foi de, aproximadamente, US$ 4
milhdes. A Tabela 20 apresenta os custos individuais que contribuiram para o calculo do
capital fixo direto do processo de obtencdo dos esteres de forbol com dioxido de carbono

supercritico.

Tabela 20. Itens estimados para calculo do capital fixo da planta de obtencdo dos ésteres de
forbol com didxido de carbono supercritico

A. Custo Direto Total da Planta

1. Equipamentos 624.000,00
2. Instalacdo 305.000,00
3. Tubulacéo 194.000,00
4. Instrumentacao 81.000,00
5. Isolamento 19.000,00
6. Eletricidade 181.000,00
7. Construgéo 37.000,00
8. Melhorias no terreno 62.000,00
9. Instalagdes auxiliares 343.000,00
Total (A) 1848.000,00
B. Total de Custos Indiretos da Planta

10. Engenharia 591.000,00
11. Construgéo 628.000,00
Total (B) 1220.000,00
C. Custo Total da Planta (C = A + B) 3.067.000,00
D. Taxas e contingéncias do contratante 552.000,00
E. Custo Capital Fixo direto (E = C + D) 1.656.000,00

*(US$ em 2015)
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Observando os resultados de margem bruta, o retorno de investimento e o NPV,
observa-se que o investimento aplicado, apesar de alto, pode ser vantajoso apresentando
rentabilidade para o investidor.

O preco de comercializacdo do produto obtido na extracdo influéncia no desempenho
econémico do projeto, ja que faz parte da receita e modifica o fluxo de caixa. Um estudo de
sensibilidade através de variagdes em torno do preco do ésteres de forbol em relagdo aos
custos totais foi realizada. As influéncias do preco na taxa interna de retorno sobre as receitas

e 0 tempo de retorno do investimento sdo apresentados na Tabela 21 e Figura 29.

Tabela 21. Influéncia do custo do ésteres de forbol na taxa interna de retorno e no tempo de
retorno do investimento

PE Receita TIR (%) Tempo de Retorno
(US$/mq) (USS/ano) (anos)
5 12.342.000,00 61,33 0,97
10 24.684.000,00 115,08 0,42
15 37.026.000,00 153,20 0,28
20 49.368.000,00 184,61 0,20
25 61.710.000,00 211,64 0,15
30 74.052.000,00 235,70 0,13
250
—TIR
200 ——TMA
e\c: 150
nd
~ 100
50
0
0 10 20 30

Custo do Ester de forbol (USS/mg)

Figura 29. Influéncia do preco de venda do ésteres de forbol na taxa interna de retorno (TIR)

A Tabela 22 e a Figura 30, apresentam 0s custos e os lucros em funcéo da taxa de
producdo de ésteres de forbol. O ponto de nivelamento foi calculado em fungdo dos custos

fixos diretos, custos varidveis e receita. O ponto de nivelamento foi situado na Figura 30 em
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aproximadamente 13% da taxa de producéo. Isso significa que se a planta operar acima desta
taxa de producéo, os lucros serdo mais elevados do que os custos totais de produgéo.

Tabela 22. Analise do fluxo de caixa em funcdo da taxa de producéo da planta para obtengédo
de ésteres de forbol da torta do pinhdo manso

Taxa de

- Custos Fixos Custos Variaveis Custo Total Receita
Producéo (%)
0 4.724.000,00 0,00 4.724.000,00 0,00
25 4.724.000,00 202.250,00 4.926.250,00 9.256.500,00
50 4.724.000,00 404.500,00 5.128.500,00 18.513.000,00
75 4.724.000,00 606.750,00 5.330.750,00 27.769.500,00
100 4.724.000,00 809.000,00 5.533.000,00 37.026.000,00
40.000.000,00
= Custos Fixos - Custos Variaveis
35.000.000,00
Custo Total —Receita
30.000.000,00
= Ponto de Nivelamento
% 25.000.000,00
)
= 20.000.000,00
(@]
S 15.000.000,00
@)
10.000.000,00
5.000.000,00

0,00
0 10 20 30 40 50 60 /0 8 90 100

Taxa de Producéo (%)

Figura 30. Variagéo dos custos em funcdo da taxa de producédo da planta proposta

Devido a falta de informacGes na literatura sobre aspectos econdmicos da
destoxificacdo da torta do pinhdo manso, para efeitos de comparacéo, foi realizado um estudo
com o simulador Superpro Designer para avaliar o custo da dextoxificagdo quimica descrito
por Guedes et al. (2014) e o custo da destoxificacdo com dioxido de carbono supercritico. No
trabalho descrito por Guedes et al. (2014), os autores submeteram a torta do pinhdo manso a
extracdo no Soxhlet utilizando metanol com relagao soluto/solvente proporcao de 1:10 (w/v) e

tempo de extracdo de 8 horas. O teor de ésteres de forbol foi reduzido em 97,30% (0,10 mg
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/g). Os resultados mostraram que a destoxificagdo quimica apresentou maior custo
operacional de US$ 8.100.000,00/ano em comparagdo com 0 custo de operacdo da extracdo
com fluido supercritico de US$ 4.906.000,00/ano.

O dioxido de carbono em seu estado supercritico € um solvente promissor para 0s
processos de quimica verde devido as suas caracteristicas como a ndo toxicidade e ndo
flamabilidade enquanto que os solventes orgénicos precisam ser eliminados da torta para que
a mesma possa utilizada para alimentacdo animal. Residuos de solventes organicos geram
problemas para qualquer tipo de reaproveitamento, dificultando a reutilizagéo.

O custo de separagdo do éster de forbol presente no extrato ndo foi considerado no
processo de simulagdo, porém, os resultados obtidos foram satisfatorios e mais estudos devem
ser realizados, tais como a separacdo fracionada dos extrato. E importante ressaltar que, com a
planta instalada, a mesma pode ser multipropdsito, podendo processar diferentes matérias-

primas.
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CAPITULO VI: CONCLUSOES E SUGESTOES

No presente trabalho, avaliou-se pela primeira vez a viabilidade técnica e econémica
da extracdo de ésteres de forbol da torta do pinhdo manso, um co-produto da producéo de
biodiesel, utilizando didxido de carbono supercritico. As principais conclusées do estudo séo
citadas a seguir.

O melhor rendimento da extragdo ocorreu em pressdes altas nas condicOes
operacionais de 50 °C e 440 bar, 90 °C e 440 bar, 70 °C e 500 bar, apresentando rendimentos
de 7,9% 7,2% e 9,33%, respectivamente. Observou-se que o aumento do rendimento foi
influenciado pelo aumento da pressdo do sistema. A analise estatistica dos resultados
corroborou este comportamento.

A tecnologia com fluido supercritico apresentou ser uma técnica promissora para a
extracdo dos esteres de forbol, resultando em rendimentos em torno de 23% de ésteres.
Observou-se que a concentracdo de ésteres no extrato aumentou com o aumento do tempo de
extracdo. O uso do etanol como co-solvente melhorou a eficiéncia do processo.

Os modelos empiricos estudados, Esquivel et al. (1999), Reverchon & Osseo (1994) e
Zekovi¢ et al. (2003) e o modelo de transferéncia de massa de Sovova (1994),
correlacionaram com sucesso 0s dados experimentais, sendo 0 modelo de Sovova (1994) o
gue melhor se ajustou aos resultados da extracéo, apresentando menores desvios. Concluiu-se
que a melhor curva de ajuste com menor erro relativo foi a condi¢do operacional de 70 °C e
500 bar, com desvios relativos de 5,86% para o0 modelo de Sovova (1994), 3,42% para 0
modelo de Esquivel et al. (1999), 6,02 para 0 modelo de Reverchon & Osseo (1994) e 5,94%
para 0 modelo de Zekovi¢ et al. (2003).

A avaliacdo econdmica preliminar indicou que o processo pode ser rentavel para
obtencdo da torta destoxificada ou para agregar valor econdmico ao ésteres de forbol. A
extracdo do ésteres de forbol da torta do pinhdo manso proporciona novas oportunidades de
aproveitamento de compostos fito quimicos altamente bioativos e sua utilizacdo em
aplicacdes agro-farmacéuticas, podendo aumentar ainda mais a rentabilidade e viabilidade
econdmica de uma biorrefinaria de Jatropha.

Com base no que foi estudado até o presente momento, esse trabalho tem o pioneirismo
na extracao dos ésteres de forbol com diéxido de carbono supercritico. Este grupo de pesquisa
tem se motivado a investigar a extracdo de compostos bioativos a partir de diferentes matrizes
vegetais. A tese apresentada abordou os aspectos técnicos e econdémicos a partir de extratos da

torta do pinhdo manso, apresentando resultados consistentes com os objetivos esperados.
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Entretanto, o estudo deve ser continuado. Como complemento sugere-se: avaliagcdo
econdmica de extratos de ésteres de forbol purificados; continuacdo de novos ensaios
utilizando o etanol como co-solvente, visando aumentar o rendimento da extracdo com fluido
supercritico; avaliacdo de custos do processo para a extragdo utilizando o co-solvente;
realizacdo de andlises de cromatografia para quantificagdo do éster extraido em diferentes
pontos da curva da extragdo com fluido supercritico para verificar a influéncia do tempo de
extracdo na quantidade e qualidade dos compostos extraidos; parceria interdisciplinar com as
areas de quimica, toxicologia e bioguimica para estudos das bioatividades e estabilidade

destes compostos.
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APENDICE A - Cromatogramas das Analises

DAD1 A, Sig=280,8 Ref=off (001-2601.D)
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Figura 31. Cromatograma do padrdo 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) para
construcao da curva de calibragéo (2,5 ug)
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Figura 32. Cromatograma do padrdo 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) para
construcao da curva de calibracédo (1,25 ug)
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Figura 33. Cromatograma do padrédo 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) para

construcdo da curva de calibragéo (5,0 ug)
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construcdo da curva de calibracdo (10,0 ug)

Figura 34. Cromatograma do padréo 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) para
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DADT1 A, Sig=280,8 Ref=cff (001-3601.D)
mAL —

70
60
50
40—5
30—3

20

—33175

|
|II ||
e

— T T T
12.5 15

— T T — T
5 75 10 175 20

L B e e e e L e
225 25 mir

Figura 35. Cromatograma do padrdo 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) para

construcdo da curva de calibracdo (15,0 ug)
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Figura 36. Cromatograma do padrdo 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) para

construcdo da curva de calibracdo (20,0 ug)
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Figura 37. Cromatograma do pad

rdo 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) para
construcdo da curva de calibracédo (25,0 ug)
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Figura 39. Cromatograma obtido por CLAE para a extracdo a 50 °C e 160 bar
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Figura 40. Cromatograma obtido em CLAE para a extra¢do a 90 °C e 160 bar
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Figura 41. Cromatograma obtido por CLAE para a extracdo a 40 °C e 300 bar
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Figura 42. Cromatograma obtido por CLAE para a extragédo a 70 °C e 300 bar
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Figura 43. Cromatograma obtido por CLAE para a extracdo a 98 °C e 300 bar
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Figura 44. Cromatograma obtido por CLAE para a extracdo a 50 °C e 440 bar
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Figura 45. Cromatograma obtido por CLAE para a extracdo a 90 °C e 400 bar
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Figura 47. Cromatograma do padrdo 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), nas
condicdes de analise otimizadas por Ribeiro et al. (2014)
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Figura 48. Cromatograma da andlise de ésteres de forbol do extrato apds extracdo com etanol
como co-solvente (40 °C — 300 bar), nas condi¢des de analise otimizadas por Ribeiro et al.
(2014)
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Figura 49. Cromatograma da anélise de ésteres de forbol do extrato apds extracdo com etanol
como co-solvente (90 °C — 440 bar), nas condi¢des de analise otimizadas por Ribeiro et al.
(2014)
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Figura 50. Cromatograma da analise de ésteres de forbol do extrato apos extracdo com etanol
como co-solvente (50 °C — 440 bar), nas condi¢des de analise otimizadas por Ribeiro et al.
(2014)
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Figura 51. Cromatograma da anélise de ésteres de forbol do extrato apds extracdo com etanol
como co-solvente (70 °C — 300 bar), nas condi¢des de analise otimizadas por Ribeiro et al.
(2014).
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Figura 52. Cromatograma da analise de ésteres de fobol na torta residual, apos extracdo com
etanol como co-solvente (70 °C — 500 bar), nas condic¢des de analise otimizadas por Ribeiro et
al. (2014).



APENDICE B - Relatorios da Simulagéo e Anélise Econdmica do Processo

Itemized Cost Report

OVERALL PROCESS PARAMETERS

Ciperating Time 7.920.00 hiyr
Recipe Batch Time 60.00h
Recipe Cycle Time B60.00 h
Number of Batches Per Year 132.00

MP = Flow of Component 'ester de forbol' in Stream 'Ester de forbol + CG2'

Economic Evaluation Report

EXECUTIVE SUMMARY (2015 prices)

Total Capital Investment 5533 000%

Capital Investment Charged to This Project 5,533,000%
Operating Cost 4 906,000 $ryr
Revenues 37,026,000 $ryr
Cost Basis Annual Rate 2468400 mg MP iy
Unit Production Cost 199 $/mg MP
Met Unit Production Cost 1.99 $'mg MP
Unit Production Revenue 15.00 $fmg MP
Gross Margin 86.75 %
Return On Investment 38520 %
Payback Time 0.28 years
IRR (After Taxes) 145 BB %

MNPY (at 7.0% Interest) 133,069,000 %

MP =Flow of Companent 'ester de forhol' in Stream 'Ester de forbol + CO2'
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FIXED CAPITAL ESTIMATE SUMMARY (2015 prices in $)

JA Total Plant Direct Cost (TPDC) (physical cost)
1. Equipment Purchase Cod
2. Installation

3. Process Piping

4. Instrumentation

4. Insulation

6. Electrical

7. Buildings

8 Yard Improvement

9. Awiliary Facilities

TRDC

3B. Total Plant Indirect Cost (TPIC)
10. Engineering

11. Congriction

TRIC

3C. Total Plant Cost (TPC=TPDC+TPIC)
TPC

3D. Contractor's Fee & Contingency (CFC)
12, Contractor's F ee

13, Contingency

CFC=12+13

3JE. Direct Fixed Capital Cost (DFC = TPC+CFCj
DFLC:

LABOR COST - PROCESS SUMMARY

Unit Cost  Annual Amount

Labor Type ($7h)
Cperatar BG40
Superyisar 105,00
QC Analyst a4 62

TOTAL

(h)
47,520
19,800
13,200
80,520

Annual Cost
($)

327,888
2,079,000
1,116,998
3,823,886

111

F24,000
306,000
164,000
£1,000
19,000
151,000
37,000
£2,000
343,000
1,348,000

591,000
628,000
1,220,000

3,067,000

552,000
1,104,000
1,656,000

4,724,000

8.30
59.00
3.7

100.00
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PROFITABILITY ANALYSIS {2015 prices)

A, Direct Fixed Capital 4724000 &
B. Warking Capital 237,000 %
. Startup Cost 472000 %
] LUp-F rort RED 0%
E. Lp-F ront oy atties 0%
F. Taotal Irvestrment (A+B+C+0+E) 5,533,000 %
G, Investment Charged to This Project 5533000 %
H. Revenue/Savings Rates
ester de forhal in ‘Ester de forbal + COZ' (Main Revenue) 7 46 4pn 10 Ester de
fotaolir
L. Revenue/Savings Price
ester de forbol in 'Ester de forbol + CO2 (M ain Revenue) 15.00 § oy ester de forhol
J. Revenues/Savings
ester de forbol in 'Ester de forbal + CO2 i ain Revenue) 37,026,000 Fyr
1 Total Revenues 37,026,000 Siyr
2 Total Savings 0 Eryr

K. Annual Operating Cost (A0C)

1 Actual ADC 4,906,000 Fyr

2 Met AQC (K1-42 4 906,000 Fhvr

L. Unit Production Cost /Revenue
Lnit Production Cost 1.99 ¥y MP
Met Unt Production Cost 1.99 ¥ MP
Lnit Production Revenue 15.00 g MP

hl. Graoss Profit (J-k) 32,120,000 Fyr

I, Taxes (40%) 12,848,000 Hryr

n} et Profit (M- + Depreciation) 19,654,000 &yr
Gross W ardin 86,75 %
Return Qn lmvegment 35520 %
Favhack Time 023 vyears

MP = Flowy of Component 'ester de farbal' in Strearm 'Edter de forhol + CO2



Cash Flow Analysis Report

CASH FLOW ANALYSIS ({thousand $)

Year Capital D eht Sales Operating

Investment Finance Revenues Cost
1 - 1,417 1] i} 1]
2 - 1,888 0 a 0
3 - 1,754 0 6,171 4,309
4 0 0 a7,.026 4,906
5 1] 1] 37,026 4,506
&} 0 0 37,026 4,906
7 1] 1] 37,026 4,506
8 0 0 37,026 4,806
g 0 0 37,026 4,906
10 0 0 a7, 026 4906
1 1] 1] 37,026 4,506
12 0 0 37,026 4 906
13 0 0 37,026 4524
14 1] 1] 37,026 4,524
14 a0 0 37,026 4524
IRRNPY SUMMARY

IRR Before Taxes 191.02 %
IRR After Taxes 14586 %

Gross
Profit
0

0
1,862
32120
32120
32120
32120
32,120
32,120
2120
32120
32,120
32802
32,602
32,502

Interest %
MNP

Loan
Payments

e e e e e e e e e e e Y e

- Taxable
Depreciation | e——"
0 0
0 1}
383 1.862
383 32120
383 32120
383 32120
383 32120
383 32120
383 32120
383 32120
383 32120
383 32120
0 32,502
0 32,502
] 32,502
7.00
133,069.00

Taxes HNetProfit

]

0

745
12,648
12,548
12,648
12,548
12,648
12,848
12,648
12,548
12,648
13,00
13,001
13,00

9.00
115,185.00

]

0
1,500
19,654
19,654
19,654
19,654
19,654
19,654
19,654
19,654
19,654
19,501
19,501
19,501
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Net Cash
Flow
-1.417
1,859
- 255
19, 654
19,654
19, 654
19,654
18,654
18,654
19, 654
19,654
18,654
19,401
19,501
20,311

11.00
100,309.00



