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Palavras-chave

Resumo

Biorrefinaria, E. globulus, casca externa, acidos triterpenicos,

extracdo, solubilidade, liquidos ionicos, surfactantes.

Os recursos renovaveis tém sido um forte alvo de investigacao
cientifica nos Gltimos anos, onde o aproveitamento de biomassa e
seus residuos para a obtencdo de compostos de valor acrescentado,
combustiveis e energia tém sido abordados no conceito de
biorrefinaria integrada. As industrias de papel geram quantidades
significativas de residuos, nomeadamente a casca de eucalipto que
é atualmente queimada para a geracdo de energia. De forma a
valorizar este residuo, a presente dissertacdo teve como objetivo
extrair compostos triterpénicos, a partir casca externa de
Eucalyptus globulus, utilizando solventes de extracdo alternativos
- solugdes aquosas de liquidos idnicos (LIs) — para substituir os
solventes orgénicos actualmente utilizados. Os &cidos triterpénicos
apresentam um elevado interesse na inddstria cosmética,
farmacéutica e alimentar gracas as suas propriedades anti-
inflamat6rias, antitumurais, entre outras. Primeiramente,
caracterizou-se a casca externa de Eucalyptus globulus, e
posteriormente procedeu-se ao estudo de solubilidade de é&cido
ursolico (AU, utilizado como molécula modelo) a 25 °C em
solugdes aquosas de Lls e surfactantes de modo a selecionar os
solventes mais eficientes para a extracdo. Deste trabalho conclui-se
gue a capacidade surfactante das solugbes aquosas de Lls,
particularmente [C4C1im][CgH17SO4], [C16C1im]CI e [C14C1im]Cl,
desempenham um papel fundamental para a solubilizacdo de AU
em agua, podendo aumentar quase 16000 vezes a sua solubilidade,
e permitiu recuperar cerca de 89% deste composto com simples
adicdo de agua como anti-solvente. Por fim, compararam-se as
quantidades de acidos triterpénicos extraidas a partir da casca de
eucalipto com solugbes aquosas de [C14C1im]Cl, metanol e com

extragao em soxhlet com diclorometano.
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Abstract

Biorefinery, industry of paper pulp, E. globulus, outer bark,
triterpenic acids, ionic liquids, surfactants.

Renewable resources have been a hot topic of research, in which
the use biomass to obtain high-value compounds, fuels and
energy has been addressed within an integrated biorefinery
concept. Paper industries generate significant amounts of waste,
in particular, in outer barks of eucaliptus that is currently burned
to generate energy. In order to add value to this residue, the
objective of this thesis consisted on the extraction of triterpenic
compounds from the outer bark of Eucalyptus globulus, using
alternative and more benign extraction solvents — aqueous
solutions of ionic liquids (ILs) — to replace the commonly used
volatile organic solvents. Triterpenic acids display a high
interest o in the cosmetic, pharmaceutical and food industries
due to their anti-inflammatory and antitumural properties. The
characterization of the outer bark of Eucalyptus globulus was
firstly addressed followed by a study on the solubility of ursolic
acid (AU, used as model molecule) at 25°C in aqueous solutions
of ILs and conventional surfactants in order to select the most
efficient solvents for the extraction from biomass. It can be
concluded that the surfactant capacity of aqueous solutions of
ILs, particularly [CasC1im][CgH17SO4], [C16Ci1im]ClI and
[C14C1im]CI, plays a key role for the AU solubilization in water,
leading to an increase of almost 16,000 times in solubility and
allows to recover approximately 89% of the compound by a
simple addition of water as anti-solvent. Finally, the amounts of
triterpene acids extracted from the outer bark of Eucalyptus
globulus with aqueous solutions of [C14C1im]CI, methanol and a
Soxhlet extraction with dichloromethane were determined and

compared.
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1. Introducao







1.1. Motivagao e objetivos

Nas Ultimas décadas, tem emergido um elevado interesse na exploragéo integrada dos
recursos renovaveis como fontes de bioprodutos, bioenergia e biocombustiveis dentro do
conceito de biorrefinaria. As induastrias de pasta de papel tém atraido especial atencéo, uma
vez que geram quantidades significativas de residuos de biomassa e subprodutos que sdo,
atualmente, queimados para a producdo de energia em vez de serem, primeiramente,
valorizados através da extracdo prévia de compostos de elevado valor acrescentado (1,2).
Alguns desses residuos como, por exemplo, a casca externa de E. globulus, séo
particularmente ricos em &cidos triterpénicos (2,3). A fim de valorizar estes compostos,
tém sido aplicadas extracBes com diéxido de carbono supercritico ou em soxhlet com
solventes organicos volateis (4,5). Neste trabalho pretendem-se desenvolver técnicas de
extracdo mais rapidas, benignas e sustentaveis para extrair estes compostos presentes na
casca de eucalipto recorrendo a solugdes aquosas de liquidos idénicos que surgem como
uma alternativa ideal aos solventes organicos volateis.

Neste sentido, nesta tese caracterizou-se primeiramente a casca externa de Eucalyptus
globulus recolhida na regido de Aveiro, em particular no que concerne a sua Composi¢do
em &cidos triterpénicos e, determinou-se posteriormente a solubilidade destes compostos
em diferentes solucbes aquosas de liquidos ionicos de forma a permitir a escolha da melhor
estrutura idnica a ser empregue na extracdo. A partir dos resultados anteriores, por fim,
utilizaram-se solucdes aquosas de liquidos i6nicos para a extracdo de acidos triterpénicos a

partir da casca de Eucalyptus globulus visando a valorizacdo econdmica destes residuos.

1.2. Importancia da biomassa vegetal como fonte de compostos bioativos

As plantas sdo fontes potenciais de compostos biologicamente ativos que podem
desempenhar um papel importante na prevencdo e tratamento de diversas doengas.
Atualmente, mais de 50 mil espécies de plantas sdo utilizadas com fins nutracéuticos e
medicinais e, mais de 25% dos medicamentos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) partem de estruturas quimicas de compostos bioativos (6). Varios
sdo os exemplos de medicamentos derivados de plantas, entre os quais se destacam
analgesicos (morfina), anti-maléricos (artemisinina), anti-tumorais (vincristina e taxol),
entre outros (7,8). Em muitos casos, o isolamento destes compostos a partir de recursos
vegetais continua a ser a Unica opc¢do viavel devido a grande complexidade das suas

estruturas (6). Alguns destes compostos bioativos sdo também encontrados em grande



abundancia em subprodutos de industrias agro-florestais como, por exemplo, as industrias
de pasta de papel (4). Neste contexto, o desenvolvimento de tecnologias eficientes para a
extracao destes compostos a partir de residuos pode representar uma mais-valia inserida no

conceito de biorrefinaria.

1.3. Conceito de Biorrefinaria

De acordo com o Laboratério Nacional de Energia Renovavel (NREL), a “biorrefinaria
é uma instalacdo industrial que integra processos e equipamentos destinados a conversdo
sustentavel de biomassa em energia, combustiveis e produtos quimicos” (9). Apesar do
termo biorrefinaria ter ganho mais enfoque nos ultimos anos, este conceito ndo é
completamente novo. Atualmente, a novidade surge com o aproveitamento integral de
biomassa para a producdo de véarios produtos finais associada a uma combinagdo de
tecnologias e processos (quimicos, bioquimicos e fisicos) mais sustentaveis. Este processo
integrado assenta numa abordagem semelhante & usada nas refinarias convencionais
(Figura 1) (10-12).

Combustiveis E ia (eletricidad lor)
Petroleo bruto o el nergia (eletricidade, calor
fosseis > Refinaria de w-
Gas Natural petroleo Combustiveis (p.e, etanol)

Materiais (p.e., Plastico)

Arvores. ) Energia (eletricidade, calor)
Culturas agricolas Biomassa . . Produtos

Sivicultura > Biorrefinaria * | Combustiveis (p.e, etanol)
R?’S],dos agr1ga)l§s Produtos quimicos
Residuos animais

Residuos solidos urbanos Materiais (p.e., Plastico)

Figura 1: Conceito de biorrefinaria em comparagdo com a refinaria de petroleo [Imagem adaptada
de (12)].

As instalagdes industriais de biorefinaria devem ser otimizadas com o objetivo de
maximizar uma exploracdo integrada da biomassa, minimizando a producao de residuos
através do seu aproveitamento, visando a producgdo de novos produtos ou da sua conversdo
em bioenergia e biocombustiveis (9). O desenvolvimento de novos processos e produtos,
bem como a valorizacdo de subprodutos agroflorestais, sdo areas com elevado potencial de

inovacéo, especialmente quando estes resultam de processos industriais bem estabelecidos



fornecendo matéria-prima em abundancia, sem acarretar custos adicionais, prontamente
disponiveis e exploraveis sem afetar a linha de producgdo principal (11,13). Neste contexto,
a industria de pasta de papel em Portugal encontra-se, particularmente bem posicionada,
nomeadamente no que se refere a exploragdo dos subprodutos da exploracdo do E.

globulus, e em particular a casca.

1.4. O Eucalyptus globulus nas industrias de pasta de papel

O género Eucalyptus é considerado uma das fontes de fibras mais importantes para as
industrias de pasta de papel na Peninsula Ibérica, América do Sul (Brasil e Chile), Africa
do Sul e Japdo, entre outros paises (1,2). Este género pertence a familia Myrtaceae e
compreende mais de 700 espeécies, todas elas originarias da Australia (ou, num numero
bastante reduzido, dos arquipélagos da Nova Guiné e das Ilhas Molucas), que
posteriormente foram difundidas para o0s restantes paises tropicais, subtropicais,
mediterranios e temperados, dada a sua excecional capacidade de adaptacdo as mais
diversas condi¢cdes ambientais. Apesar da grande diversidade de espécies, apenas algumas
sdo amplamente utilizadas na produgdo de pasta de papel, entre as quais se destaca a
espécie mais comum em Portugal, o Eucalyptus globulus (2). O crescente interesse por esta
espécie esta relacionado com o seu rapido crescimento e disponibilidade, bem como com
caracteristicas excecionais da sua madeira para a producdo de pasta de papel (3,14).

O E. globulus assume uma posicdo relevante na economia nacional (1,2) ocupando
aproximadamente 26% da area do solo portugués (812 mil hectares) num territério cuja
area florestal representa cerca de 35,4% (Figura 2) (15).
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Figura 2: Distribui¢do da area total de Floresta por espécie dominante [Imagem adaptada de (15)].

A distribuicdo geografica do eucalipto predomina ao longo de toda a faixa litoral do
pais com maior incidéncia na regido Centro. Embora tenha sido introduzida no inicio do
século XIX, a sua expansdo é relativamente recente (meados do seculo XX) e coincide
com o desenvolvimento da industria de pasta de papel em Portugal (1,16). Esta espécie foi
utilizada pela primeira vez em 1956 nas instalacdes fabris de Cacia, Aveiro, tendo-se

demonstrado uma matéria-prima de exceléncia para a producgdo de pasta de papel (14).

1.4.1. Exploracéo de E. globulus nas industrias de pasta de papel dentro do contexto
biorrefinaria

As industrias de pasta de papel geram quantidades significativas de sub-produtos (como
folhas, ramos, frutos e, especialmente, a casca) que sdo atualmente incorporadas no solo
como fontes de nutrientes ou entdo queimadas para a producdo de energia (1,2). No
entanto, em 2002, Freire et al. (4) demostraram, pela primeira vez, que a casca externa de
E. globulus € uma fonte valiosa de compostos de valor acrescentado, particularmente, em
acidos triterpénicos (4) que apresentam um vasto leque de propriedades bioldgicas (2). A
extracdo destes compostos podera constituir entdo uma abordagem alternativa para a
valorizagdo integrada destes sub-produtos (2), sem com isso afectar a sua valorizagdo

energetica nem a principal linha de producéo (17) — Figura 3.
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Figura 3: Possivel abordagem para a exploragdo dos &cidos triterpénicos da casca de E. globulus
integrada numa industria de producédo de pasta de papel.

Desta forma, diversifica-se o tipo de produtos finais mas assegura-se que a principal linha
de negdcio deste sector ndo é afetada (17).

1.5. Compostos lipofilicos presentes na casca externa de Eucalyptus globulus e as suas
propriedades.
1.5.1. Metabolismo primario e secundario das plantas

O metabolismo € um conjunto de reag¢fes bioquimicas que ocorrem continuamente na
celula e pode ser dividido em metabolismo primério e secundario (18). O metabolismo
primario das plantas desempenha funcdes vitais nas mais diversas atividades fisiologicas
da célula, tais como a fotossintese, respiracdo, reproducado e transporte de nutrientes (18).
Os produtos envolvidos, como as proteinas, hidratos de carbono, acidos nucleicos e lipidos,
sdo responsaveis pela manutencdo e sobrevivéncia das células comuns a todos os
organismos sendo por isso de caracter conservativo (19). Além disso, alguns dos
metabolitos primarios apresentam-se como produtos de partida para as vias biossintéticas
que dao origem aos produtos do metabolismo secundario (Figura 4) (20). Por sua vez, 0s
metabolitos secundarios sdo de natureza restrita a um determinado grupo taxondémico, ou
exclusivos de uma determinada espécie, e compreendem uma grande variedade de
compostos organicos que podem variar consoante o tecido e o estado de desenvolvimento
da planta (19). Estas substancias, apesar de ndo apresentarem uma funcdo direta no
crescimento e/ou desenvolvimento das plantas, desempenham um papel fundamental na
resposta destas a fatores bioticos (organismos patogénicos e herbivoros e competicao entre

plantas), como também, contra o stress abidtico (deficiéncia de nutrientes e minerais do



solo, toleréncia a temperaturas extremas, processos de adaptagéo, radiacdo ultravioleta e
stress hidrico) (18).
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Figura 4: Vias principais do metabolismo secundario das plantas [Imagem adaptada de (18)].

Dada a importancia econémica que o E. globulus assumiu nas ultimas décadas, a sua
composi¢cdo quimica (e em particular a casca) tem vindo a ser estudada em detalhe,
nomeadamente no que concerne as suas fragdes lipofilicas e fendlicas. Estas duas grandes
familias de metabolitos secundarios representam a maior fracdo de produtos de valor

acrescentado no eucalipto.

1.5.2. Extrataveis lipofilicos da casca externa do E. globulus

Os extratos lipofilicos da casca de E. globulus sdo compostos, essencialmente, por
acidos gordos, alcoois alifaticos de cadeia longa, esterdis, terpenos e &cidos triterpénicos
(2,3). Estes sdo, geralmente, extraidos com o uso de solventes organicos, tais como o
diclorometano (4). Todavia, a quantidade de extrataveis varia entre diferentes espécies ou,
até, dentro da mesma espécie de Eucalyptus dependendo de factores como a idade,
condicGes ambientais (localizacdo geografica, clima e tipo de solo) e todos os fatores que

envolvem o stress bi6tico e abiotico (2,21).



Freire et al. (4) estudaram a fragdo lipofilica da casca de E. globulus e observaram que
a casca externa apresenta um teor de extrativos cerca de nove vezes superior a da casca
interna. Desde entdo, Freire et al. (4) e Domingues et al. (1,2) tém vindo a estudar
maioritariamente a casca externa de eucalipto uma vez que esta €, particularmente, rica em
acidos triterpénicos (22,8 g/kg), com estruturas do tipo lupano (&cidos betulénico e
betulinico), ursano (&cidos ursolico e 3-acetilursdlico) e oleanano (&cidos oleandlico e 3-

acetiloleanolico) - (Figura 5 Tabela 1).
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Figura 5: Estrutura dos acidos triterpénicos identificados na casca externa de E. globulus [Imagem
adaptada de (2,4)].

A Tabela 1 mostra as quantidades de acidos triterpénicos determinadas por Freire et al.
(4), sendo que as estruturas do tipo ursano (o &cido ursélico juntamente com a sua forma

acetilada) sdo as mais abundantes, representando até 12,1 g/kg (1,2).



Tabela 1: Principais componentes triterpénicos identificados na casca externa da E.globulus (g
/kg) (2).

Componentes E. globulus (g/kg)
Acidos triterpénicos maioritarios 21,3
Acido betulonico 2,6
*Acido oleandlico (AO) 41
Acido betulinico (AB) 2,6
*Acido ursélico (AU) 12,1
Outros triterpendides 1,5
Total de triterpenoides 22,8

* Incluindo os derivados acetilados

Com base no que foi reportado por Freire et al. (4), se uma fabrica de pasta de papel
produzir em meédia 500 mil toneladas/ano de pasta, geram-se cerca de 100 mil
toneladas/ano de casca. Este valor corresponde a um potencial anual de mais de 240
toneladas de acido ursélico (AU), 80 toneladas de acido oleandlico (AO), 53 toneladas de
acido betulinico (AB) e 50 toneladas de &cido betuldnico (1,2,22). Desta forma, este
residuo gerado por uma féabrica de papel parece ser uma matéria-prima promissora para o
desenvolvimento de um processo integrado visando a exploracdo de acidos triterpénicos
(13).

1.5.3. Terpenos e terpenoides e sua biossintese

Os terpenos encontram-se em abundancia em plantas superiores e sdo uma familia de
compostos organicos provenientes do metabolismo secundario das plantas, tendo sido
identificados, até ao momento, cerca de 30000 compostos (7,23). Estruturalmente, os
terpenos sdo constituidos por unidades de isopreno (CsHs), como representado na Figura 6
(19,24).

F

Figura 6: Estrutura do Isopreno.
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A biossintese de terpenos provém de duas vias distintas: a via do acido mevaldnico
(MVA) que ocorre no citoplasma e a via da 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP), também
conhecida por 2-C-Metil-D-Eritrol-4-fosfato (MEP), que tem lugar nos plastidios. Destas
duas vias derivam 0s percursores universais de isopreno biologicamente ativos, o
pirofosfato de isopentenilo (IPP) e o isomero pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP) (Figura
7) responsaveis pela formagdo de uma grande variedade de compostos com formas ciclicas
e aciclicas. Estas unidades ligam-se, na maioria das situacdes, segundo um mecanismo
tipico ‘cabe¢a-com-cauda’ e, consoante 0 nimero de unidades incorporadas, é possivel
classificd-los como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (24). Do
ponto de vista quimico, estes compostos sdo classificados como terpenos quando
apresentam na sua estrutura apenas carbono e hidrogénio, e como terpenoides quando

apresentam oxigénio na sua estrutura (22).
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Figura 7: Duas vias possiveis para a sintese de IPP (isopentenil difosfato) e DMAPP (dimetilalil
difosfato): Via Mevalonato (MVA) e via 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP) ou 2-C-Metil-D-
Eritrol-4-fosfato (MEP) [adaptado de (7)].

Muitos terpenos, especialmente os terpendides, tém-se mostrado Uteis para 0 Homem na
prevencdo e terapia de vérias doengas, nomeadamente contra o cancro, a maléria e uma
variedade de doencas infeciosas (virais, bacterianas e parasitarias), entre outras (7,24).
Como resultado, alguns destes compostos encontram-se atualmente disponiveis e sdo
comercializados pela industria farmacéutica, como € o caso do Taxol (farmaco

antitumoral) e a Artemisinina (farmaco antimalarico) (7).
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1.5.3.1. Triterpendides pentaciclicos

Os triterpenos sdo um grupo relevante de terpenos formados por seis unidades de
isopreno, de forma molecular C3oHas, € podem apresentar estruturas aciclicas ou mono-, bi,
tetra- e penta-ciclicas (23). Estes ocorrem amplamente na natureza e encontram-se em
diversas partes morfoldgicas das plantas, tais como na casca, na folha, e no caule (22,25).
Este grupo de metabolitos é constituido por duas unidades de pirofosfato de farnesilo
(FPP), condensados segundo um mecanismo “cauda-cauda” (a0 contrario do mecanismo
tipico “cabeca-cauda“ dos terpenos mais simples). Esta reacdo é catalisada por meio da
enzima esqualeno sintase com consequente formacdo do esqualeno, percursor dos

triterpenos (Figura 8) (23).
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Figura 8: Biossintese dos triterpendides pentaciclicos.



A ciclizacdo dos triterpenos advém de uma série de reacOes, as quais contemplam a
epoxidacdo seletiva na posicdo 2, dando origem ao 2,3-Oxido de esqualeno, que
posteriormente € ciclizado formando véarios conférmeros, e dependendo da sua
conformacdo, da-se a sintese de varios compostos, nomeadamente dos triterpendides
pentaciclicos (22). Os triterpendides pentaciclicos podem ser divididos em trés grupos
principais: os derivados da S-amirina, da a-amirina e do lupeol (23), como representado na
Figura 8.Entre estes, o acido betulinico, o acido oleandlico, o &cido ursélico e os seus
derivados acetilados sdo os que tém atraido maior interesse por apresentarem uma
variedade de atividades bioldgicas (anti-inflamatorios, anti-bacterianos, anti-virais, anti-
tumorais, entre outros) (22,23,25,26).

1.5.4. Triterpenos e atividade bioldgica
Existe um grande nimero de trabalhos publicados sobre as propriedades bioldgicas
dos triterpenos pentaciclicos, particularmente, daqueles com estruturas do tipo lupano,
ursano e oleanano (22,25-28). Por exemplo, o &cido ursélico e o seu isémero, acido
oleandlico, possuem atividades bioldgicas em comum, entre as quais hepato-protetora
(26,28,29), anti-tumoral (22,26,28), antimicrobiana (26,30), anti-inflamatoria (28,29) e
propriedades antioxidantes (25). Estes compostos sdo ainda conhecidos por apresentarem
toxicidade muito baixa (22,28). Por sua vez, o acido betulinico, além de exibir atividade
anti-inflamatoria (25,26,31), antioxidante (25) e anti-tumoral (22,26,28), também é
conhecido pelas suas propriedades anti-HIV (26,31), anti-bacteriana (26) e anti-maléria
(32).
De um modo geral, as propriedades anti-inflamatdrias atribuidas aos triterpenos devem-
se a sua elevada capacidade de suprimirem a expressdo de certas enzimas, nomeadamente a
INOS (Oxido nitrico sintase induzida), MMP-9 (metaloproteinase-9) (26,33), COX-2
(ciclo-oxigenase-2), citosinas pré-inflamatorias e moléculas de adesdo, via inibicdo do NF-
kB. Por outro lado, os triterpenos estimulam enzimas antioxidantes, tais como a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), permitindo deste
modo neutralizar as espécies reativas de 6xigénio (EROS) e assim prevenir e/ou retardar

deteminadas patologias (25).
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Estas atividades bioldgicas, juntamente com o caractér anti-proliferativo, anti-
metastastico e anti-angiogenénico tém sido estudadas conjuntamente com as suas
propriedades anti-tumorais (25,34). Os efeitos anti-tumorais devem-se a capacidade
seletiva dos triterpenos de induzirem as vias apoptoticas celulares (intrinseca e extrinseca)
através da permeabilizacdo mitocondrial e da producdo de espécies reativas de Oxigenio
(EROS). Em contrapartida, as células normais mostraram ser resistentes, o que aponta para
uma abordagem terapéutica especifica para tratamentos de tumores (22,27,31). No entanto,
entre eles, o0 AB tem sido o mais estudado (22,27,31) e encontra-se, atualmente, em fase Il
nos ensaios clinicos para o tratamentento ou prevencdo do melanoma (35).

Em particular, o acido ursélico mostrou efeitos benéficos contra a redugdo da massa
muscular esquelética relacionada com a idade e a atrofia muscular (36). Ebert et al. (36)
referiram a capacidade deste triterpeno em inibir um sub-conjunto de mMRNAs no musculo
envelhecido que sdo regulados positivamente pelo fator de transcricdo ATF-4 (proteina que
atua na fraqueza muscular como na atrofia impedindo/reduzindo a sintese de proteinas que
0s musculos necessitam para permanecerem fortes). A descoberta deste mediador-chave,
ATF-4, fornece uma base importante para pesquisas futuras neste dominio (36). Para além
disso, o &cido ursolico é atualmente usado como suplemento alimentar (37). Por outro lado,
0 acido oleandlico evidenciou um papel hepatoprotetor em lesdes hepaticas agudas
induzidas quimicamente, assim como na fibrose e cirrose causada por doencas cronicas
(29). Os seus efeitos protetores foram demonstrados pela capacidade combinada anti-
inflamatdria e antioxidante como também na modulacdo dos sistemas enzimaticos que
metabolizam drogas (28). Por exemplo, a presenca de muitos compostos hepatotdxicos
(como o alcool) requerem ativacao metabdlica dos sistemas hepaticos que podem induzir a
geracdo de EROS. Quando a capacidade de producdo de EROS é superior aos mecanismos
de defesa antioxidante da célula ocorre stress oxidativo que pode danificar varias
macromoléculas bioldgicas (proteinas, lipidos e ADN) (38). O éacido oleandlico é capaz de
ativar o fator nuclear eritréide, Nrf2, fator de transcricdao de genes codificantes de proteinas
antioxidantes que desempenham um papel fundamental na citoprote¢cdo contra a lesdo
oxidativa (29,38). De fato, este triterpeno é atualmente usado na China como um
medicamento oral para tratamento de doencas hepaticas, incluindo hepatite aguda e cronica
bem como outras desordens hepaticas (22,28,29).
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De um modo geral, os &cidos triterpénicos sdo utilizados como suplementos alimentares
e como agentes terapéuticos, sendo que alguns deles ja se encontram na fase Il de ensaios
clinicos (22,27). Assim, a extracdo de acidos tritepénicos a partir da casca de E. globulus
(residuo proveniente da inddstria da papel) pode representar uma contribuicdo importante
para a valorizacdo desta espécie (1,2,22) considerando os efeitos biolégicos benéficos e o
elevado valor comercial dos mesmos (AU = 9660 €/kg, AO = 7050 €/kg, AB = 5100 €/kg)
(39).

1.6. Métodos de extracao de acidos triterpénicos a partir da casca de eucalipto

O isolamento de &cidos triterpénicos a partir de residuos de biomassa é, geralmente,
conseguido por extracdes do tipo solido-liquido utilizando solventes organicos de
polaridade adequada. A abordagem mais comum e simples para obter estes compostos a
partir da casca de eucalipto, no entanto ainda a nivel laboratorial, tem sido a extragdo em
sohxlet com diclorometano (1,3,22). Contudo, a sua utilizacdo a larga escala é vista como
desvantajosa uma vez que se trata de um método moroso, trabalhoso e que requer um
elevado consumo energético e de solventes orgénicos volateis toxicos (40,41). A fim de
superar este problema, Domingues et al. (5) estudaram a extragcdo de acidos triterpénicos
com dioxido de carbono supercritico (SC-CO.). De salientar que apesar de ser um método
vantajoso do ponto de vista ambiental, apenas se consegue recuperar cerca de 80% dos
acidos triterpénicos a partir da casca de E.globulus, quando comparado com a extracdo em
soxhlet (5,22,42,43). Por outro lado, a sua utilizagdo exige equipamento e condi¢Oes
operacionais dispendiosas e, devido a sua reduzida polaridade, ndo descarta totalmente o
uso de co-solventes organicos, nomeadamente o etanol como forma de maximizar o
rendimento de extracdo (40).

De modo a ultrapassar as limitagdes e desvantagens dos solventes organicos e na
perspectiva de obter melhores eficiéncias de extracdo do que as obtidas com o SC-CO3, as

solucgdes aquosas de liquidos idnicos surgem como solventes alternativos (40).

1.7. Liquidos lonicos

Os liquidos idnicos (LIs) sdo sais organicos com um ponto de fusdo inferior a 100°C,
sendo que um numero consideravel se encontra no estado liquido a temperatura ambiente.
Os seus baixos pontos de fusdo, comparativamente com sais comuns, deve-se as suas

fracas ligagOes electroestaticas e baixa simetria, o que dificulta o seu empacotamento e
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inibe a formacdo de uma rede cristalina (40,44,45). Estes sais sdo constituidos pela
combinacdo de catifes organicos, geralmente bastantes volumosos e assimétricos, e anifes
que podem ser organicos ou inorganicos, tipicamente mais pequenos (46,47). Apesar de
existir uma grande variedade de LIs, os mais utilizados sdo baseados num numero restrito
de familias de catifes, como o imidazolio, pirrolidinio, piridinio, piperidinio e amonios
quaternérios, combinados com uma enorme variedade de anides, desde o cloreto, brometo,
hexafluorofosfato e tetrafluoroborato, entre outros (40,48). Algumas destas estruturas

i0nicas estdo representadas na Figura 9.

Catides
/ \ \ R1
R1/N N\Rz ®N ®N—R, R l!l&) R
—Ry Rg— 2
\ R, R, = \R2 |
R2 R3
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Brometo F
T Nitrato Hexafluorofosfato Sulfato  Tetrafluoroborato Trifluorometilsulfonato
Todeto [NO;I [PFq] [SO,T [BF,I [CF5S0;]

Figura 9: Estruturas quimicas de alguns catides e anides de liquidos i6nicos.

Ao contrario dos solventes tradicionais, os liquidos i6nicos apresentam uma série de
propriedades fisico-quimicas Unicas, como um reduzida pressdo de vapor, elevada
condutividade idnica, elevada estabilidade quimica e térmica, sdo ndo-inflamaveis e
apresentam elevada capacidade de solvatagdo para os mais diversos compostos (orgénicos,
inorganicos e organometalicos) (46,48,49). No entanto, estas propriedades podem ser
moduladas através da combinacdo de diferentes anides e catides e, assim, regular
determinada propriedade de acordo com o objetivo da aplicacdo (40,48). Esta capacidade

ajustavel, através da selecdo especifica dos seus ifes, contribuiu para a sua classificagdo
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como ‘designer solvents’. Para além disso, propriedades como a baixa volatilidade e o fato
de serem ndo-inflaméveis permitiram o seu reconhecimento como “green solvents”) e,
portanto, uma alternativa ideal a utilizacdo dos solventes organicos volateis e toxicos
(48,49). Adicionalmente, devido a possibilidade de serem reciclados, por serem n&o-
volateis, torna-os ainda mais sustentaveis minimizando o impacto ambiental (40,49). Todas
estas caracteristicas fazem dos liquidos ionicos solventes extremamente atrativos numa
diversidade de aplicagdes, nomeadamente na area de sintese organica, catalise/biocatalise,
eletroquimica, quimica analitica e em técnicas de extracdo e separacédo (44,49).

Apesar de todos os beneficios ambientais que os LIs possam apresentar, estes ndo sdo
completamente desprovidos de toxicidade (44,47,50). Embora eles possam diminuir o risco
de poluicdo atmosférica devido a sua baixa pressdao de vapor, alguns podem ter uma
solubilidade significativa em &gua podendo representar uma potencial ameaca para 0s
organismos aquaticos (44,50). Segundo alguns estudos, a toxicidade dos LIs é determinada
primordialmente pela natureza do catido e estd diretamente correlacionada com o
comprimento da cadeia alquilica lateral (44,50). No entanto, a procura de anides e catides
mais biodegradaveis, biocompativeis, menos toxicos e menos dispendiosos tem recebido
um especial destaque nos Ultimos anos (40). Alguns exemplos incluem Lls obtidos, por
exemplo, a partir de &cidos carboxilicos (ex. &cido lactico), aminoécidos, colina, etc (40).

1.8. Liquidos i6nicos como solventes alternativos para a extracdo de compostos

naturais

Um dos principais desafios para uma exploragéo eficiente de compostos naturais incide
na substituicdo dos sistemas de extracdo e purificacdo atualmente conhecidos por
processos mais sustentaveis. A utilizacdo de LIs como solventes de extracdo ndo é
novidade. Na verdade, nos ultimos anos, demonstrou-se que os LIs sdo solventes
alternativos e que permite uma extracdo eficiente de uma variedade de metabolitos
secundarios, tais como alcaldides, flavondides, terpendides, entre outros, a partir de fontes
vegetais (40,49). No entanto, até ao momento, apenas foi reportado um estudo sobre a
utilizacdo de LIs puros para a extragdo de um &cido triterpénico - betulina - a partir da
bétula (51). De um modo geral, os LIs conduziram a elevados rendimentos de extracao
guando comparados com solventes convencionais (51,52).

Tal como acontece com solventes convencionais, 0S processos de extracdo a partir de

biomassa envolvendo LIs sdo do tipo sélido-liquido, e dependem de uma grande variedade
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de factores tais como: a concentracdo de LI, pH, tempo e temperatura de extracgéo, razao
solido-liquido, tamanho de particula, entre outros (49). No entanto, a verdadeira forca
motriz para um processo eficiente esta relacionada com a selecdo adequada da estrutura do
LI (tipo de anido e catido) (40,49). Tal como mencionado por Claudio et al. (53), que
investigaram a extracdo da cafeina a partir de sementes de guarand utilizando solugdes
aquosas de LIs, os mecanismos e eficiéncias de extracdo séo regidos pela estrutura do LI e
sua influéncia sobre a estrutura morfologica da biomassa. Os mesmos autores (53)
enfatizaram a capacidade melhorada das solugdes aquosas de LIs, face a LIs puros, na
extracdo de compostos de valor acrescentado a partir da biomassa. No mesmo sentido,
Passos et al. (40) reportaram que as solucdes aquosas de LIs sdo mais vantajosas, ndo so
por serem menos viscosas, mas pelo fato de se utilizar agua como solvente primordial o
que reduz o impato ambiental e o custo associado. Para além destas vantages, alguns
autores mostraram a capacidade de LIs atuarem como surfactantes (54,55) ou hidrotropos
(56) quando em solucdo aquosa, 0 que permite aumentar significativamente a solubilidade
de compostos pouco solUveis em agua e por sua vez aumentar o rendimento de extracdo
(56).

Apesar de serem solventes mais dispendiosos, 0s LlIs permitem aumentar
consideravelmente a eficiéncia de extragdo contribuindo assim para reduzir
consideravelmente o custo associado ao processo (40,49). Segundo Passos et al. (40) ‘os
LIs apresentam inimeras vantagens e nao devem ser descartados com base apenas no seu
preco’. A decisdo de se utilizar LIs como solventes alternativos deve ter em conta a
eficiéncia do processo, o custo do LI, a possibilidade de o reutilizar e reciclar, e o valor
comercial dos produtos de valor acrescentado a extrair.

Face ao exposto, nesta tese € proposta, pela primeira vez, a utilizacdo de solucdes
aquosas de LIs como alternativa aos solventes organicos volateis para a extracdo seletiva

de &cidos triterpénicos a partir da casca de eucalipto.
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2. Procedimento experimental







2.1. Amostras e reagentes

2.1.1. Colheita da casca externa de E. globulus

A casca externa de eucalipto foi recolhida na zona da Gafanha da Nazaré, Aveiro, em
Janeiro e em Outubro de 2015. As amostras foram mergulhadas em azoto liquido e
seguidamente trituradas num moinho Dietz-motoren GmbH & Co. KG. As amostras com
um didmetro entre 0.4 mm < d <1.0 mm foram armazenadas a temperatura ambiente e

utilizadas.

2.1.2. Reagentes

Os liquidos idnicos selecionados neste trabalho, e a estudar como solventes alternativos,
foram o acetato de 1-etil-3-metilimidazolio, [C.C1im][CH3CO.]; dicianamida de 1-butil-3-
metilimidazolio,  [C4C1im][N(CN)2];  etilsulfato  de  1-butil-3-metilimidazdlio,
[C4C1im][C2H5S04]; tiocianato de 1-butil-3-metilimidazdlio, [C4C1im][SCN]; tosilato de
1-butil-3-metilimidazolio, [CsC1im][TOS]; cloreto de 1-butil-1-metilipirrolidinio,
[C4Cipyrr]Cl; dicianamida de 1-butil-3-metilpiridinio, [C4Cipy][N(CN)2]; cloreto de 1-
metil-3-octilimidazolio, [CsCi1im]Cl, cloreto de 1-decil-3-metilimidaz6lio, [C1oC1im]Cl;
cloreto de 1-dodecil-3-metilimidazélio, [C12C1im]CI; cloreto de  1-metil-3-
tetradecilimidazolio, [C14C1im]Cl; cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazdlio, [C16C1im]Cl;
cloreto de 1- metil-3-octadecilimidazdlio, [C1sC1im]Cl; octilsulfato de 1-butil-3-
metilimidazolio, [C4C1im][CeH17SO4]; e cloreto de tributiltetradecilfosfonio, [Paas 14]Cl.
Todos os LlIs derivados de imidazdlios foram adquiridos comercialmente a lolitec e o
[P444,14]CI for fornecido pela Cytec Industries Inc.. Todos os Lls apresentam um grau de
pureza superior a 98 wt% de acordo com a informacdo dada pelos fornecedores. Para além
dos LlIs, também se estudaram surfactantes convencionais, nomeadamente o dodecilsulfato
de sodio (SDS) da Alfa Aesar, dodecilfenilsulfato de sddio (SDBS) da Sigma Aldrich e o
brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB) proveniente da Fluka. Todos os surfactantes
convencionais apresentam um grau de pureza superior a 99 wt%. As estruturas quimicas
dos catides e anibes que compdem a lista de ILs e os surfactantes investigados neste
trabalho estdo representados na Figura 10.0 &cido ursélico, betulinico e oleandlico foram

fornecidos pelo Sigma, todos com pureza superior a 98 %.
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Figura 10: Estrutura quimica dos catifes e anibes que compdem os liquidos idnicos [A] e dos

surfactantes convencionais [B] usados neste trabalho.
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2.2. Caracterizacao da casca externa de Eucalypus globulus
2.2.1. Teor de humidade

Foram pesadas e colocadas na estufa a uma temperatura de 105 °C durante 72 h (até a
massa final se manter constante) cerca de 2 gramas de casca externa de eucalipto de modo
a determinar o teor de humidade das amostras. Esta determinacdo foi realizada em
duplicado.

2.2.2. Caractericacdo da casca externa de E. globulus por GC-MS

Para a identificacdo e quantificacdo dos compostos lipofilicos presentes na casca
externa de E. globulus (3 g) foi realizada uma extracdo (em duplicado) em soxhlet com
diclorometano durante 6 h de uma amostra. O solvente foi removido recorrendo a um
evaporador rotativo, e 0 extrato foi pesado e quantificado em percentagem por peso seco
de biomassa. O diclorometano foi selecionado por ser um solvente com afinidade para
compostos lipofilicos (1-3). Posteriormente e, visando a caracterizagdo do extrato por GC-
MS, duas aliquotas de cada extrato seco foram submetidas a um processo de derivatizacao.
Cerca de 15 mg de extrato foi dissolvido em 250 puL de piridina com padrdo interno
(tetracosano) numa concentracdo de 2,42 mg/mL e foi trimetilsililado pela adi¢do de 250
uL de N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) ¢ 50 uL de trimetilclorossilano
(TMSCI), como catalisador. A mistura reacional foi colocada em banho de 6leo a 70 °C
durante 30 m. A analise por GC-MS foi realizada com recurso a um “Trace gas
chromatograph” equipado com um espetrémetro de massa “Thermo Scientific DSQ 117, A
separacdo dos compostos foi realizada numa coluna capilar DB-1 J&W (30 m x 0.32 mm
de didmetro interno e 0.25 pm de espessura de filme), utilizando hélio como gas de arraste
(35 cm/s). As condicBes cromatograficas foram as seguintes: temperatura inicial 80°C
durante 5 min; aumento de 4°C/min até aos 260 °C, seguido de um aumento de 2°C/min até
aos 285°C, temperatura que foi mantida durante 20 min; temperatura do injetor 250°C;
temperatura de “transfer-line” 290°C; razdo de separacdo 1:50. O espectrometro de massa
foi usado no modo de impacto eletrénico a uma energia de 70 eV e os dados obtidos foram
recolhidos a uma taxa de 1 scan/s, na gama de m/z 33-700. A fonte de ionizacdo foi
mantida a 250°C.

Os compostos foram identificados como derivados de TMS por comparacdo dos seus

espectros de massa e tempos de retencdo caracteristicos com dados da literatura (4,22). As
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amostras foram injetadas emn triplicado. As condigdes aqui descritas foram adaptadas a
partir da literatura (1-3).
2.3. Quantificacao de acidos triterpénicos por HPLC-UV
2.3.1. Condicgbes cromatograficas

A quantificacdo dos &cidos triterpénicos, quer nos ensaios de solubilidade quer na
extracdo, foi realizada com um HPLC Gilson equipado com termostato de coluna de fase
reversa kinetex C18 100A (dimensdes da coluna: 250x4.6mm; tamanho do poro: 174)
acoplado a um forno e com injetor manual. A aquisicdo dos dados e avaliagdo foram
realizados utilizando o software Jasco-Borwin 1.21. A fase movel é constituida por um
gradiente de 13 % de solucdo aquosa de TFA (acido trifluoracético) e 87% de metanol,
com um fluxo de 1 mL/min em ambiente isocratico. Antes da utilizacdo, a fase movel foi
desgaseificada recorrendo a ultra-sons.A temperatura da coluna foi mantida a 30°C, e o
detetor fixado a um comprimento de onda de 210 nm. O tempo de corrida de cada amostra
teve duracdo de 12 min. Todas as solugdes padrdo e amostras foram filtradas através de um
filtro 0,20 um antes de cada injecdo. De salientar que se utilizou previamente um
espetrofotometro UV-Vis, Shimadzu UV-1800, para inferir sobre o comprimento de onda

de absor¢ao méaxima do &cido ursolico no intervalo de 190-400 nm.

2.3.2. Curvas de calibracéo dos acidos ursolico, oleandlico e betulinico
As solugbes padrdo dos acidos ursolico, oleandlico e betulinico foram preparadas por
diluicdo de uma solugdo mae em metanol a 1 mg/mL conforme representado na Tabela 2.

Cada solucdo-padréo foi injetada em triplicado para gerar a curva de calibracdo pretendida.
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Tabela 2: Preparacéo das solugdes padrdes.

Solugéo Diluices [AU)/[mg/mL]
A 5,0 mgem 5,0 mL 1,000
B 1,0mL Aem 2,0 mL 0,500
C 1,0 mL Aem 5,0 mL 0,200
D 0,5mL Aem 5,0 mL 0,100
E 0,5mL Bem 5,0 mL 0,050
F 0,5mL Cem5,0 mL 0,020
G 0,5mLDemb5,0mL 0,010
H 0,5mL Eem5,0 mL 0,005

De modo a validar as curvas de calibracdo estabelecidas e o efeito do LI sobre a
quantificacdo, prepararam-se solucdes de &cido ursolico em triplicado com concentracdes
conhecidas (0,056; 0,5; 1,0 e 1,5 mg/mL) em solucdes aquosas de [C14C1im]Cl a 500 mM.
Apos os calculos efetuados com a recta de calibracdo, verificou-se que o método de
quantificacdo era reprodutivel sendo possivel quantificar estas amostras com um erro
maximo de 3%.

O limite de detecdo (LD) do método analitico foi determinado através da equacéo
LD =3 xSbr/b onde LD é expresso em concentracdo, B é o declive da reta de calibracédo
e Sbr é uma estimativa da dispersdo do branco determinado pelo desvio padrdo da
ordenada na origem. O limite de quantificacdo (LQ) foi avaliado de acordo com a equacao
LQ =10 x Shr/b.

A precisdo e exatiddo do método analitico foram avaliadas através da repetibilidade das
amostras de concentracbes conhecidas de &cido ursélico em solucdes aquosas de
[C14C1im]Cl a 500 mM. As amostras foram injetadas 3 vezes consecutivas e quantificadas
por HPLC-UV. A precisdo é expressa pelo desvio padréo relativo (RSD (%)) e a exatidao

pelo erro relativo (ER (%)).

2.4. Solubilidade do é&cido ursélico em solugbes aquosas de LIs e surfactantes
convencionais

Para o0 estudo da solubilidade do acido ursélico foram preparadas solu¢fes aquosas de
LIs e surfactantes convencionais a 50, 150, 250, 500, 750 e 1000 mM. Depois de
homogeneizadas, foram transferidas para diferentes eppendorfs 1250 pl de cada solucdo e,
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de seguida, adicionada uma quantidade em excesso de cido ursélico puro (até a solugdo
ficar saturada pela visualizacdo de duas fases, solido-liquido). Os eppendorfs foram
colocados num Thermomixer Comfort, com uma velocidade de agitacdo de 750 rpm a
30°C durante 72 horas. Foram preparadas amostras em triplicado. Por fim, as amostras
foram cuidadosamente filtradas com o auxilio de uma seringa e de um filtro de 0,20 um e,
posteriormente, quantificadas por HPLC utilizando as condicdes referidas anteriormente.
Cada amostra foi injetada pelo menos 3 vezes. Este procedimento foi adaptado a partir da
literatura (56).

O pH das solugdes aquosas de liquidos ionicos ([CsC1im]Cl, [C10C1im]Cl, [C12C1im]Cl,
[C14C1im]Cl, [C16C1im]CI, [C18C1im]Cl, [C4C1im][CgH17SO4] € [Paas,14]Cl) foi, também,
determinado usando um medidor de pH (Digimed, modelo DM21), previamente calibrado
com solugdes tampao pH 7,0 e pH 4,0 (QM Reagentes), a temperatura ambiente. O pH de
todas as solugdes de LlIs foram medidos a uma concentracdo de 500 mM, excepto para o
[C18C1im]CI que foi medido a 150 mM.

Apds a saturacdo das solucdes aquosas de LIs com acido ursélico, e visando a
recuperacdo do mesmo tendo por base o perfil de solubilidade versus concentracdo de LI
obtido, preparou-se uma solucdo aquosa de [C4C1im][CgH17SO4] a 250 mM com uma
concentracdo conhecida de 2,5 mg/mL de &cido ursolico a temperatura ambiente. Apos a
homogeneizacdo adicionou-se agua até se observar a formacdo de um precipitado. De
seguida, procedeu-se ao isolamento do acido ursolico precipitado por filtracdo a vacuo com
um funil de placa porosa, lavando o precipitado sucessivas vezes com agua fria, e depois

secando-o na estufa a 30 °C.

2.4.1. CMC dos LIs estudados

A concentracdo micelar critica (CMC) dos LlIs estudados [C10C1im]ClI, [C12C1im]ClI,
[C14C1im]Cl, [C16C1im]CI, [C18Ciim]Cl, [C4Cimim][CsH17SOs] € [Pa4s14]Cl) foi
determinada por condutividade em funcdo da concentracdo utilizando um condutivimetro,
modelo Russel RL105, a 25 °C. Adicionaram-se, sucessivamente 400 pL da solucdo
aquosa de LI a (250; 80; 20; 5,0; 2,5; 250 e 1200 mM, respetivamente) al0 mL de agua
Mili-Q, a solucédo foi agitada para assegurar uma mistura homogénea e, determinou-se a
condutividade ap6s cada adi¢do. A condutividade foi registada quando se observaram
variagOes inferiores a 1% durante 2 minutos, procedimento adaptado a partir da
bibliografia (57).
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2.5. Extracao dos &cidos triterpénicos da casca de eucalipto

O processo de extracdo dos &cidos triterpénicos a partir da casca de eucalipo foi
realizado com: i) uma solugéo aquosa de [C14C1im]Cl a 750 mM, ii) metanol e iii) com
uma extracdo sequencial de [C14C1im]CI seguida de metanol. A Figura 11 mostra a placa
utilizada para o efeito que permite temperatura e agitagdo controladas. As condicOes
operacionais para a extracdo foram as seguintes: razdo sélido/liquido (Rsw) de 1:10, e
tempo de extracdo de 1 e 4 h sob agitacdo a 750 rpm. Para as solucbes aquosas de
[C14C1im]Cl a 750 mM a temperatura utilizada foi de 70 °C, e para o metanol foi de 40
°C. Por fim, as amostras foram centrifugadas e filtradas com o auxilio de uma seringa e de
um filtro de 0,20 um e, posteriormente, os &cidos triterpénicos foram quantificados por
HPLC-UV.

Figura 11: Placa de aquecimento/agitagéo utilizada nas extracoes.

2.6. Microscopia eletronica de varrimento (SEM)

As amostras de casca externa do eucalipto apds a extracgdo com i) metanol, ii) solucao
aquosa de [C14C1im]Cl, e iii) [C14C1im]CI e metanol foram lavadas com &gua vérias vezes
e secas a temperatura ambiente. Depois de secas, estas amostras foram analisadas por SEM
usando um microscopio Hitachi SU-70 a 15 kV, ap6s a deposi¢do de uma camada de
carbono. Aléem disso, uma amostra sem ter sido submetida a extracao foi também analisada

nas mesmas condicdes para ser usada como branco.
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3. Resultados e discusséo
3.1. Caracterizagao da casca externa de E. globulus

Antes de iniciar o estudo dos novos processos de extracdo com solucbes aquosas de Lls,
0 primeiro passo consistiu na determinacéo do teor de humidade e de extrataveis presentes
nas amostras de casca externa de E. globulus (Tabela 3). Para tal, efectuaram-se duas
extragOes, simultaneamente, em soxhlet com diclorometano (Figura 12). De seguida
determinou-se o rendimento de extracdo (Tabela 3), e procedeu-se a identificacdo e

caraterizacdo dos acidos triterpénicos presentes nos extractos por GC-MS (Tabela 4).

Figura 12: Extracdo em soxhlet com CH:Cl da casca externa de E. globulus.

Tabela 3: Teor de humidade e rendimentos de extragdo obtidos da casca externa de E. globulus. Os

valores apresentam um desvio padréo associado resultante da analise de pelo menos duas réplicas.

Espécie Amostras % Humidade Rendimento de Colheita
extracao (%)

Casca externa 1 9,24 + 0,33 3,29+0,29 Janeiro
Eucalipto

Casca externa 2 8,85+ 0,38 0,86 + 0,078 QOutubro

De acordo com a Tabela 4, o rendimento de extrataveis obtido para a casca externa 1
corresponde a um valor de 3,29 %. Este resultado é concordante com os valores reportados
por Freire et al. (4) que obtiveram um rendimento de 3,93%.

A identificacdo dos acidos triterpénicos foi realizada por analise dos cromatogramas

(Figura 13 A) e espectros de massa (Figura 14) obtidos por GC-MS e, através das suas
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areas, confirmou-se que o &cido ursélico € o componente maioritario da casca externa 1.
No Anexo A (Tabela 1) encontram-se apresentdas as areas e a composi¢do dos respectivos
acidos triterpénicos identificados na casca externa 1. Com base nesta analise procedeu-se
ao estudo da solubilidade do acido ursolico, abordado na sec¢édo 3.2, com solucdes aquosas
de liquidos idnicos de modo a selecionar o catido e 0 anido mais adequado para, entdo,
proceder aos processos de extracao.

Devido ao término desta biomassa, foi necessario proceder a uma nova colheita durante
0 més de Outubro (casca externa 2). Curiosamente, ap0s a extracdo em soxhlet, observou-
se uma diferenca consideravel na percentagem de extrataveis obtidos (Tabela 3). Esta
variacdo poderd estar relacionada com diversos fatores, tais como o clima, o estado de
desenvolvimento da planta, o stress hidrico, entre outros, que directa ou indirectamente
influenciam a quantidade de metabolitos secundarios produzidos pela propria planta.

Na Figura 13 encontram-se dois cromatogramas representativos dos extratos obtidos
para a casca externa 1 (Figura 13, A) e para a casca externa 2 (Figura 13, B), onde é
possivel observar a presenca maioritaria de acidos gordos, alcoois alifaticos de cadeia
longa, esterdis e acidos triterpénicos. Contudo, apenas a casca externa 2 foi quantificada no
que concerne a quantidade de acidos triterpénicos, uma vez que foi com esta biomassa que

se realizaram os estudos de extragdo destes compostos (Tabela 4).
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Figura 13: Cromatogramas dos extratos: [A] da casca externa 1 e [B] da casca externa 2 (acidos

gordos, AG; alcoois alifaticos de cadeia longa, AACL e acidos triterpénicos,TTs).

Tabela 4: Identificacdo dos acidos triterpénicos (mg/kg de casca) presentes no extrato obtido a

partir da casca externa 2 e respetivos tempos de retencdo e quantidades obtidas.

Compostos da casca Tempo de retengéo Composicéo (mg/kg de
externa 2 casca externa seca)
Triterpenoides
Acido betulonico N.D.!
Acido oleandlico N.D.!
Acido betulinico 64,47 772,22
Acido ursélico 68,40 224,09
Acido 3-acetil oleanolico 69,05 121,00
Acido 3-acetil betulinico N.D.!
Acido 3-acetil ursélico 70,77 441,81
Total de compostos triterpénicos identificados 1559,12
Total de compostos detetatos no extrato 6239,71

1 N.D. = Nio detectavel
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De acordo com a Tabela 3 e 4, o rendimento de extrativeis obtidos com diclorometano
para a casca externa 2 corresponde a 0,8621 % com uma fragdo total de &cidos
triterpénicos de 24,3% em peso seco. No entanto, contrariamente ao que é reportado na
bibliografia (14), a casca externa 2 contém quantidades elevadas de acido betulinico (0,77
g/kg), quantidades reduzidas de &cido ursolico (0,22 g/kg) e, para além disso, ndo foi

detetada a presenca do &cido oleandlico e betulinico.
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Figura 14: Espectro de massa dos acidos triterpénicos: [A] acido ursolico, [B] acido oleandlico e
[C] &cido betulinico.

Embora o acido ursolico e oleandlico sejam isémeros posicionais, com estruturas muito
semelhantes (Figura 14), eles podem ser facilmente distinguidos com base nos seus
padroes de fragmentacdo e ordem de diluicdo (58). Apesar destes dois compostos
possuirem um fragmento comum a m/z 320 nos espectros de massa, esta intensidade é
superior no caso do acido ursolico, gracas a clivagem do anel C, que ocorre com maior
facilidade naquele composto. No entanto, os principais ides resultantes da fragmentagéo
destes compostos encontram-se a m/z 600 [M]*, m/z 585 [M-CHs], m/z 482 [M-
COOTMS) e m/z 393 (M-COOTMS-TMSO) (Figura 14) (58). Por sua vez, 0s sinais mais
intensos encontram-se em m/z 320, 279, 203 e 133 sendo caracteristicos de clivagens dos
anéis A e B e, eventualmente, parte do anel C. As formas acetiladas, na posicdo 3, destes
dois &cidos triterpénicos diferenciam-se essencialmente pelo ido molecular que surge a m/z
570 em vez de 600.

Relativamente ao &cido betulinico podem observar-se fragmentos caracteristicos a m/z
189, 203 e 320, que correspondem a clivagem do anel C (Figura 14). Outros fragmentos

relevantes do acido betulinico encontram-se a m/z 585 e 557, referentes as perdas dos
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grupos metilo e isopropilo, e a m/z 510 e 483, resultantes da perda dos grupos TMSO e
COOTMS (58).

De salientar que a diferenca consideravel na composicdo das duas amostras teve
obviamente impacto na conclusdo do trabalho, uma vez que todo este foi desenvolvido
com base na composi¢do da amostra 1, e a fase final foi realizada com a amostra 2 com

uma composicgéo consideravelmente diferente.

3.2. Validacéo da quantificacdo dos acidos triterpénicos por HPLC-UV

Antes de iniciar o estudo da solubilidade e dos processos de extracdo dos acidos
triterpénicos usando solucbes aquosas de Lls, é necessario um metodo analitico simples,
com exactiddo e reprodutivel para a quantificacdo destes compostos. Apesar dos acidos
triterpénicos serem, geralmente, quantificados por GC-MS (3,4), o uso de solucdes aquosas
de LlIs acarreta bastantes inconvenientes neste equipamento. Por sua vez, técnicas como a
espectroscopia de UV-Vis ndo sdo adequadas quando se pretende analisar misturas de
compostos com perfis espetroscopicos semelhantes. Neste sentido, as técnicas
cromatograficas, como o HPLC, parecem ser as mais adequados para este fim. Inclusive ja
foi descrita a utilizacdo de HPLC-UV para quantificar acido betulinico (AB) extraido de
biomassa com LIs puros (51). Com base nestas informacoes, selecionou-se o0 HPLC-UV
para quantificar o acido ursolico (AU) durante o estudo da solubilidade, assim, como para
a quantificacdo dos &cidos triterpenicos resultantes dos processos de extracdo com o uso de
solugdes aquosas de Lls.

De forma a estudar a solubilidade do AU foi adquirido, previamente, 0 seu espetro de
UV-Vis em metanol (Figura 15), onde se observou um méaximo de absorcdo a 210 nm,
selecionando-se este comprimento de onda para a sua detecdo por HPLC-UV. Deve-se
salientar que o AU é uma molécula muito pouco sollvel em &gua, razdo pela qual se
utilizaram solucGes de metanol. Apesar de na bibliografia ndo se ter encontrado nenhuma
informacdo disponivel sobre a sua solubilidade em agua, alguns estudos reportaram que a
solubilidade do AB em &gua é cerca de 2 x10° g/L (35) a 25 °C e, com base nesta

informacao, admitiu-se que a solubilidade do AU seria da mesma ordem de grandeza.
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Figura 15: Espectro de absor¢do do AU em metanol na regido UV.

De seguida, através de uma concentracdo conhecida de &cido ursélico numa solucéao
aquosa de [C14C1im]Cl a 500 mM, as condic¢bes de HPLC foram optimizadas no que diz
respeito a composicdo da fase movel e caudal. Primeiramente, foram estudados diferentes
solventes (acetonitrilo, metanol, solu¢do aquosa de TFA e uma solugédo aquosa de tampao
fosfato). A fase movel composta por metanol e solugdo aquosa de TFA (0,1%) num
gradiente de 87:13 (v/v) mostrou ser a mais adequada relativamente a identificacdo e a
resolucdo do pico de AU. Posteriormente, a resolucdo do pico do AU foi otimizado através
do ajuste da taxa de fluxo da fase movel; observou-se que a medida que se aumenta o fluxo
da fase moével, o tempo de retencdo reduz significativamente, bem como a resolucdo do
pico. As condicBes isocraticas estabelecidas para o0 HPLC permitiram, desta maneira, uma
boa separacao e quantificacdo do AU.

A curva de calibragio do AU foi determinada numa gama de concentragdes
compreendida entre 0,0005 e 1 mg/mL, que esta representado no Anexo Al (Figura 1).
Com base na curva de calibracdo, o limite de detecdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram
estimados fornecendo informacg6es sobre qual a menor concentragcdo de AU que pode ser

distinguida do sinal/ruido e a concentracdo quantificAvel mais baixa (Tabela 5).
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Tabela 5: Equacédo da curva de calibracdo do acido ursélico (area versus concentracao), coeficiente

de correlacdo (R?), limites de detecdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) e respetivo tempo de retencéo.

Gama Curva de calibracéo R? LOD / LOQ/  Tempo de
linear (mg/mL) (mg/m  retengdo /
(mg/mL) L) min

0.005-1 Y=18091584,20x+13269,38 0,9998 0,017 0,056 11,23 +0,04

Apbs a otimizagdo das condicbes de analise, as amostras de concentracdes conhecidas
(0.056; 0,5; 1,0 e 1,5 mg/mL) de &cido ursélico em solugdes aquosas de 500 mM de
[C14C1im]Cl foram quantificadas, através da  curva de calibracdo, previamente,
estabelecida e, comparadas com a concentracdo real de forma avaliar a exactiddo e
precisdo do método analitico. As amostras de concentracdo conhecida em solugdes aquosas
de [C14C1im]CI foram injetadas e quantificadas em triplicado. A Tabela 6 indica que o
método desenvolvido por HPLC-UV é preciso e fidvel evidenciando o grau de

proximidade bastante elevado entre a concentracdo de AU quantificada e o valor real.

Tabela 6: Resultados de precisdo (% RSD), da exatiddao (% ER) e tempos de retencdo do acido

ursélico.
Ensaio Repetibilidade (n=3)

Creal(mg/mL) Ceeterminada / (Mg/mL) RSD (%) ER (%) Tempo de
retencdo / min

0,056 (LOQ) 0,057 + 0,001 1,96 3,19 11,37 + 0,07

0,510 0,520 + 0,015 2,94 0,90 11,33+ 0,06

1,010 1,026 + 0,023 2,26 0,99 11,30 + 0,07

1,520 1,531 + 0,014 0,93 0,96 11,37 + 0,07

RSD (%)= (Desvio padrdo/média) x100

ER (%)= ((média da concentragdo determinada- concentracdo real)/concentracéo real ) x 100

E importante realcar, que acido ursolico foi inicialmente escolhido por existir em maior
quantidade na casca externa 1. No entanto, e de forma a garantir a correta separacéo e
quantificacdo dos trés &cidos triterpénicos identificados na casca externa de eucalipto
foram determinadas também curvas de calibracdo para os acidos betulinico e oleandlico.

Na Tabela 7 estdo representados os tempos de retencdo dos diferentes padrdes e no Anexo
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Al estdo representadas (Figura 1, 2 e 3) as curvas de calibragdo dos trés &cidos

triterpénicos.

Tabela 7: Média e desvio padrdo dos tempos de retencdo do acido betulinico, oleandlico e ursolico

para as solucBes padrdo em metanol.

Acidos Triterpénicos

Tempos de retengdo/ RSD (%)

min
Acido betulinico 9,96 + 0,05 0,49
Acido oleandlico 10,84 + 0,35 0.36
Acido ursélico 11,23 + 0,04 0,34

As condicBes isocraticas estabelecidas para 0 método de HPLC-UV permitiram: i) uma
boa separacdo e quantificacdo do &cido ursdlico, e ii) uma separacdo adequada entre 0s

acidos ursélico, oleandlico e betulinico.

3.3. Solubilidade do &cido ursdlico
3.3.1. Efeito da estrutura dos liquidos idnicos de cadeia alquilica curta

Esta etapa teve como objetivo: i) avaliar a solubilidade do AU em solugdes aquosas de
LlIs, ii) compreender o comportamento de solvatacdo (por hidrotropia ou surfactante) das
solucdes aquosas de LlIs durante a solubilizacdo do AU, e iii) selecionar o(s) LI(s) mais
adequado(s) para extrair acidos triterpénicos da casca de E. globulus.

Numa primeira abordagem e tendo como base o trabalho publicado por Claudio et al.
(56) que mostrou a excelente capacidade hidrotropica de um conjunto de solu¢bes aquosas
de LIs na solubilizacdo de duas biomoléculas (vanilina e &cido galico), os ILs inicialmente
selecionados para este trabalho foram o [C4Ciim][N(CN)2], [C4Ciim][TOS],
[C4C1im][SCN], [C4C1im][C2H5S04], [C4Cipy][N(CN)2] e [C4Cipyrr]Cl (Tabela 8). No
entanto, por HPLC-UV néo se detectou nenhum sinal correpondente ao composto alvo
nestas solucgdes (LIs a 750 e 1000 m M). Contudo, deve-se mencionar que,
estruturalmente, o AU e esses dois compostos fendlicos sdo bastantes diferentes e, para

além disso, enquanto o primeiro € uma molécula bastante hidrofobica, os segundos
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apresentam uma solubilidade moderada em &gua (solubilidade da vanilina = 12.78 g/L e
acido gélico = 12.14 g/L a temperatura ambiente) (56).

Uma vez que com as outras solu¢bes aquosas dos LIs, descritos anteriormente, ndo se
conseguiu observar nenhum aumento na solubilidade do AU, outra abordagem foi utilizada
com base no artigo publicado por Ressmann et al. (51). Os autores (51) extrairam &cido
betulinico com um LI puro - [C2Cimim][CH3CO2]. Deste modo, efetuou-se um novo
ensaio de solubilidade com uma solugéo aquosa de [C2Cimim][CH3CO2] a 750 e 1000 mM
saturado com AU onde, mais uma vez, ndo foi detetado nenhum pico. A Tabela 8 resume
as diferentes solucdes aquosas de LI’s estudadas e incapazes de solubilizar &cido ursoélico a

uma concentracdo superior ao limite de detecdo do HPLC-UV utilizado.

Tabela 8: Diferentes solugdes aquosa de liquidos ionicos de cadeia curta estudados (em solugdo
aquosa entre 750 e 1000 mM) na dissolugédo do UA.

Solucdes aquosas de liquidos ionicos de cadeia
curta (750 e 1000 mM)

[C2C1im][CH3CO,]
[C4Cipy][N(CN)]
[C4Cypyrr]CI
[C4C1im][TOS]
[C4Caim][N(CN)2]
[C4C1im][SCN]
[C4C1im][C2HsSO4]

Perante as estruturas dos LIs testados (Tabela 8) concluiu-se que a hidrotropia ndo é um
fenémeno relevante na dissolucdo do AU. Assim, de seguida, foi avaliado o efeito do
aumento da cadeia alquilica do LI, nomeadamente com solu¢bes aquosas de
[C4C1im][TOS] e [CsC1im]Cl) a uma concentragdo de 750 mM, a que se adicionou uma
pequena quantidade de AU. Este ensaio permitiu observar que um LI com uma cadeia
alquilica maior, neste caso o [CgC1im]Cl, tornava a solucdo menos turva e, portanto,

conseguia dissolver melhor o AU que o [C4C1im][TOS], como observado na Figura 16.

42



AR 0

)
)

{
Iy !
£

Figura 16: Dissolucdo de AU em solucdes aquosas de Lls de: [A] [C 4Ciim][TOS] e [B]
[CsCiim]ClI.

Com base nesta observacdo inferiu-se que o aumento da cadeia alquilica do LI faz
aumentar a solubilidade do AU em solucdo aquosa, sugerindo que o caracter anfifilico dos
LIs tem um papel relevante. Desta forma, 0 passo seguinte consistiu no estudo da
solubilidade do &cido ursélico em solucgdes aquosas de LIs de cadeia longa.

3.3.2. Efeito da concentracdo e da estrutura dos liquidos i6nicos de cadeia alquilica
longa

O estudo da solubilidade do AU foi avaliado para um conjunto de solugdes aquosas de
LIs a base de sais alquilmetilmidazélios de cadeia longa ([CnC1im]Cl com n = 8, 10, 12,
14, 16 e 18), com caracteristicas de tensioactivos conhecidas (54,59,60), bem como um LI
derivado de um fosfonio quaternério ([Ps4s,14]Cl), numa gama alargada de concentragdes
(de 50-1000 mM). A Figura 17 representa as curvas de solubilidade do AU nas diferentes

solucdes aquosas de LI testadas a temperatura de 25 °C.
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Figura 17: Influéncia da concentragéo e da estrutura dos liquidos ionicos sobre a solubilidade do

acido ursolico a temperatura de 25 °C.

De acordo com os resultados da Figura 17, as solu¢gbes aquosas de LIs mostraram, de
um modo geral, um bom desempenho em solubilizar o AU. Entre as demais, as solugdes
aquosas de LlIs que se destacaram foram as de [C4C1im][CgH17SO4], [C16C1im]Cl e de
[C14C1im]CI. Desta forma, pode-se concluir que, por exemplo, uma solucéo de 250 mM de
[C4C1im][CgH17SO4] aumenta cerca de 15650 vezes a solubilidade do AU em solucéo
aquosa (assumindo a solubilidade do acido betulinico a mesma temperatura tal como
descrito anteriormente), refletindo o elevado potencial de solu¢des aquosas de LlIs para a
extragdo deste composto.

De um modo geral, quanto maior é a cadeia alquilica do LI do catido, maior é a sua a
capacidade de solubilizar o AU (Figura 17), contudo, foram observados problemas
associados a viscosidade durante a preparacdo de solucGes de LIs de cadeia alquilica longa.

Por exemplo, durante a preparacdo das solugdes aquosas de [C1sC1im]Cl saturadas com
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AU verificou-se que acima de 150 mM estas apresentam um aspeto gelatinoso (Figura 18),

impedindo, desta forma, a sua posterior quantificacdo por HPLC.

Figura 18: Aspeto gelatinoso das solugdes aquosas de [C1sC1im]Cl a 250 e 500 mM

Com base no caracter anfifilico dos LlIs estudados, que séo estruturalmente semelhantes
aos surfactantes ionicos (Figura 19), determinou-se experimentalmente a concentracdo
micelar critica (CMC) através de condutividade. Os gréaficos resultantes destas medicbes
encontram-se no Anexo 3A (Figura 1) e os dados das CMCs medidos estdo descritos na
Tabela 9.

Cabeca Hidrofilica

-=~J Cadeia Hidrofdbica

— o -
R R B B i

Figura 19: Estrutura molecular do cloreto de 1-metil-3-tetradecilimidazélio ([C14C1im]Cl).
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Tabela 9: Valores de condutividade reportados na literatura e obtidos experimentalmente, ambos

foram determinados por condutividade a uma temperatura de 25 °C.

CMC

Valores da literatura Valores experimentais
(referéncia)

57,20 (61)
55 (59)
62,00 (60)
40,47 (62)

[C1Ciim]CI 58,70

15,10 (59,63)

[C12C1im]CI 14,00 (60) 15,20
13,47 (62)

3,68 (62)

[C14C1im]CI 3,80 (60) 3,90
4.00 (59)

1,14 (59)

[C16C1im]CI 0,86 (59,62)

0,95

0,40 (61)

[Clgcllm]C| 0,45 (59)

0,30

[C4C1im][CsH17S04] 31,00 (64) 43,30

Néo disponivel

[Pa4s,14]Cl 260,00

Por anélise da Tabela 9 observou-se que os valores de CMC determinados se encontram
na faixa de intervalos com os valores reportados na literatura, com a exce¢do do
[C4C1im][CgH17SO4]. No entanto, para este LI, apenas, foi encontrado um valor de
referéncia de CMC e, para além disso, nenhuma informacdo foi encontrada sobre o
[P244,14]Cl. Desta forma, determinou-se por tentativa erro o CMC deste LI tendo como
referéncia a curva de solubilidade do AU uma vez que esta permitiu indicar se a sua CMC
estaria muito proximo do CMC do [CsC1im]Cl e [C10C1im]CI .

Ainda, foi possivel observar que a medida que a cadeia alquilica do catido aumenta, o
valor da CMC diminui, Figura 20. Este resultado é o esperado uma vez que, quanto mais

longa a cadeia hidrofébica maior a tendéncia para a organizacdo das moléculas em &gua,
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promovendo mais rapidamente a sua associagdo resultando, assim, na formacdo de

agregados (Figura 21).
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Figura 20: Influéncia da cadeia alquilica na formag&o de agregados micelares

Com base nos valores de CMC apresentados na Tabela 9 e na estrutura anfifilica dos
diferentes Lls, é possivel justificar que o aumento da solubilidade do AU deveu-se a
formacdo de agregados micelares (Figura 21). Na verdade, varios autores ja demonstraram
a formacdo de micelas de LIs em solucdes aquosas (55,60-65) e a sua aplicacdo para a

extracao de produtos de valor acrescentado a partir da biomassa.
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Figura 21: Exemplo de alguns agregados micelares: [A] [Csmim][CsH1;SO4] e [B]
[C16C1im]CI.
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O pH de cada solugdo aquosa de LI foi determinado a uma concentracdo de 500 mM (a
excecdo do [C18C1im]Cl) (Figura 22) de modo a se verificar a influéncia deste pardmetro
na solubilidade do AU.
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Figura 22: Solubilidade do &cido ursolico utilizando soluges aquosas dos de liquidos iénicos a
uma concentra¢do de 500 mM (a excecdo do [C1sC1im]Cl, a 150 mM) e o respetivo pH.

Segundo os resultados apresentados na Figura 22, pode-se verificar que a medida que a
cadeia alquilica aumenta o pH tém uma tendéncia em diminuirna solubilidade do AU. No
entanto, o pH de todas as solugbes de LIs (a excecdo do [C10C1im]Cl) esta abaixo do pKa
do AU (pKa = 4,90) logo, o AU encontra-se maioritariamente na sua forma neutra (66). No

entanto, ndo se verifica qualquer correlagdo ou efeitos do pH sobre a solubilidade do AU.

3.3.3. Comparacao da solubilidade do acido ursolico em solugbes de surfactantes
convencionais e solugdes aquosas de liquidos i6nicos

Tendo-se verificado que a dissolugdo do AU em solugbes aquosas de LlIs estd
relacionada com a formacdo de agregados micelares, considerou-se nesta fase testar a sua
solubilizacdo utilizando surfactantes convencionais, tais como o dodecilsulfato de sodio
(SDS), dodecilfenil sulfato de sodio (SDBS) e o brometo de hexadeciltrimetilamonio

(CTAB). Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Figura 23.
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Figura 23: Solubilidade de AU em soluc¢des aquosas de liquidos idnicos e surfactantes

convencionais a 25°C.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 23), observou-se um aumento significativo
da solubilidade do AU nas diferentes solucBes aquosas de surfactantes convencionais, em
particular com o SDBS a 50 mM. A esta concentracao, a solubilidade do AU aumentou
cerca de 62000 vezes em &gua, enquanto que em solugdes de [C4C1im][CsH17SO4] a 50
mM aumentou cerca de 8950 vezes. Desta forma, concluiu-se que o0s surfactantes
convencionais mostraram ser bastantes satisfatorios em aumentar a solubilidade do AU a
baixas concentragdes. Contudo, ndo se conseguiu preparar solugdes dos surfactantes SDS,
CTAB e SDBS a concentracdes mais elevadas devido a sua pouca solubilidade em agua
(solubilidade em &gua do SDS corresponde a 150 g/L( 38), do CTAB a 36,4 g/L (39) e do
SDBS nédo foram encontrados dados disponiveis na literatura). Por sua vez, com as

solugdes aquosas de LI’s conseguiu-se garantir solugdes liquidas numa gama alagrada de
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concentragdes. Além disso, uma das grandes vantagens com o uso destes sais idnicos deve-

se a facilidade de recuperacdo do compostos de interesse como abordado na sec¢éo 3.4.

3.4. Recuperacao do &cido ursolico a partir de solucGes aquosas de liquidos idnicos

O estudo da solubilidade do &cido ursélico em diferentes solucGes aquosas de LIs € um
factor importante de modo a maximizar a eficiéncia de extracdo, como também para
otimizar a posterior recuperacdo deste composto a partir das mesmas solucdes. Uma vez
que a solubilidade do AU em &gua é muito baixa, a sua recuperacdo a partir de solucgdes
aquosas de LI pode ser facilmente conseguida por adicao de &gua, como anti-solvente. Para
confirmar a eficiéncia desta abordagem, preparou-se uma solucdo aquosa de
[C4C1im][CgH17SO4] a 250 mM com 2,5 mg/mL de AU, a temperatura ambiente (Figura
24). A posterior adi¢do de dgua, com objetivo de diminuir a concentracdo do LI, permitiu
demonstrar a formacdo de um precipitado, (Figura 24) que foi, seguidamente, recuperado
por filtracdo e lavado vérias vezes com agua fria. A diminuicdo da concentracdo da solucao
aquosa de LI a partir de 250 mM para 50 mM permitiu recuperar 89 % do AU

relativamente ao valor inicial.

4,0 -
Adicdo de 4gua como anti-solvente

3,0
_|
>
2 20 - -
< Solubilidade de AU

1,0 A

4 Precipitado Agua
0,0 > o ¢ & & *
0 250 500 750 1000

[Solucdes aquosas de LIs]/ mM

Figura 24: Acido ursdlico dissolvido numa solucio aquosa de [C4C1im][CsH17SO4] a 250 mM e,

formac&o de um precipitado resultante da adicdo de agua.
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Este ensaio permitiu confirmar a possibilidade de recuperar o AU a partir das solucGes
aquosas de liquidos ionicos apds a extracdo, apenas, por adicdo de agua como anti-
solvente. Alem disso, esta estratégia pode ser aplicada para recuperar 0s compostos de
valor acrescentado extraidos a partir da biomassa usando soluc¢des aquosas de Lls.

Em suma, o estudo da solubilidade do &cido ursélico permitiu, assim, elucidar sobre
qual o melhor LI a ser empregue nos processos de extracdo dos acidos triterpénicos a partir
da casca externa do eucalipto. Apesar da solucdo aquosa de [C4C1im][CgH17SOs4] a 250
mM se ter destacado na solubilizacdo do AU (Figura 17), por questdes econdmicas e de
sintese mais demorada, 0 [C16C1im]Cl e [C1C1im]Cl mostraram ser os Lls mais
convenientes a ser utilizados nos processos de extracdo abordados na Sec¢édo 3.4. Contudo,
entre estes dois altimos, o [C14C1im]CI foi o LI selecionado, ndo s pelas quantidades
disponiveis no laboratério, como também pelo fato de possuir uma menor cadeia alquilica

e, assim, uma menor viscosidade.

3.5. Extracdo dos acidos triterpénicos a partir da casca externa de E. globulus usando
solucdes aquosas de liquidos ionicos

Uma vez identificadas as solu¢fes aquosas de LIs mais promissoras para solubizar o
AU (Figura 17), assumiu-se que estas sdo também as mais promissoras para a solubilizacdo
dos restantes acidos triterpénicos, e respetiva extracdo a partir da casca de E. globulus.
Contudo, deve-se ter em conta que, durante a caracterizacdo das amostras da casca externa
2, observou-se a presenca maioritaria de AB (0,77 g/kg), seguida de AU (0,22 g/kg) e a
auséncia de &cido oleandlico.

Com o objetivo de extrair os dois &cidos triterpénicos existentes a partir da casca de
eucalipto selecionou-se uma solugdo aquosa de [C14C1im]CIl a 750 mM, como referindo
anteriormente. Para comparacdo foi realizada, também, a extracdo dos acidos triterpénicos
com metanol (apesar do diclorometano ser o solvente mais comum para extrair estes
compostos devido a sua maior elevada volatilidade optou-se pelo metanol). As condicdes
operacionais foram idénticas para cada solvente, ou seja, uma razdo solido-liquido (Rs.)
de 1:10 de casca:solvente e com um tempo de extracdo de 1 e 4 horas. No entanto, a
temperatura de extragdo variou, enquanto para as solucdes aquosas [C14C1im]Cl a 750 mM
a temperatura utilizada foi de 70° C, para o metanol foi de 40° C (uma vez que a

temperatura de ebulicdo deste € 64,7 °C) (66). Apds a extracdo, cada solucgdo foi filtrada e
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% Acido triterpénicos

injetada no HPLC-UV. Estas condic¢des de extracdo foram estabelecidas de acordo com o
trabalho realizado por Claudio et al. (53) que mostraram uma boa eficiéncia na extracdo de
cafeina a partir de sementes de guarana.

A identificacdo dos picos correspondentes aos acidos triterpénicos foi efetuada por
comparacdo dos tempos de retencdo (Tabela 11) e por intensificacdo do sinal de uma
amostra-teste com padrdes dos &cidos ursélico, betulinico e oleandlico.

Tabela 10: Tempos de retencdo do acido betulinico e acido ursolico.

Tempos de retencdo / min

Extracdo com metanol a 40 °C Extracdo com solucdo aquosa de LI a 70 °C
Compostos
1 Hora 4 Horas 1 Hora 4 Horas
AB 9,98 £ 0,02 9,93+0,07 9,92 £0,05 9,88 £0,01
AU 11,01 £0,03 10,99 + 0,03 10,90 £ 0,03 10,92 + 0,02

Na Figura 25 esta apresentado os rendimentos de extracdo dos acidos triterpénicos

(AB e AU) em solucbes aquosas de [C14C1im]Cl a 750 mM e metanol. De forma a

comparar com a técnica usada para extrair estes compostos, utilizou-se como valores de

referéncia os rendimentos dos acidos triterpénicos obtidos em soxhlet com diclorometano.
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Figura 25: Rendimentos de extracdo obtidos por: [A] soxhlet com diclorometano, e [B] acido

betulinico (AB) e [C] acido ursolico (AU) a partir da casca de eucalipto 2 utilizando uma solucédo

aquosa de [C14C1im]Cl a 750 mM e metanol.
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De acordo com os resultados, observou-se que as solu¢fes aquosas de LIs mostraram
um bom desempenho em extrair os &cidos triterpénicos (AB e AU) quando comparado
com o metanol e com o diclorometano (extragdo em soxhlet). Todas as extraccdes
efectuadas mostraram a existéncia de uma maior quantidade de AB do que do AU nas
amostras da casca externa 2.

Os rendimentos de extracdo do AB e AU representaram 0,08 e 0,02 % do teor estimado
com base na extracdo com diclorometano (DCM). No entanto, a partir da Figura 25 foi
possivel verificar que as solucdes aquosas de [C14C1im]Cl a 750 mM mostraram ser mais
eficientes em extrair estes dois compostos, particularmente, o AB com um rendimento de
0,32 % durante 1 hora. Contudo, uma redugdo no seu rendimento foi observada entre 0s
tempos de 1 a 4 horas, sendo este um resultado ndo espéctavel. Em contrapartida, ndo se
observou nenhuma variacao significativa nos rendimentos do AU quando se usou solugdes
aquosas de [C14C1im]Cl e metanol entre 1 e 4 hora (Figura 25,C). Face aos resultados
obtidos, claramente, sdo necessarios mais ensaios futuros na extracdo destes compostos
com o uso de solucdes aquosas de Lls.

De forma a complementar os dados obtidos, foi realizada uma extracdo sequencial, com
uma solucéo aquosa de [C14C1im]Cla 750 mM a 70 °C de 1 a4 h, seguida de metanol a 40
°C de 1 a 4 h, respetivamente . Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Figura
27.
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Figura 26: Rendimentos de extracdo de [A] acido betulinico e [B] acido ursélico a partir da casca
de eucalipto com solugdes aquosas de [C14C1im]Cl seguida de extragdo com metanol.

Na Figura 26, observou-se que ap0s a extracdo sucessiva das amostras com metanol
apenas se verificam alguns vestigios de AB (Figura 26,A) e nada foi observado
relativamente ao AU (Figura 26,B). evidenciando assim a boa capacidade das solucbes
aquosas [C14C1im]Cl para extrair estes compostos. Desta forma, é possivel prevér que estes

solventes extraem eficazmente os compostos triterpénicos da casca de eucalipto.

3.6. Microscopia eletrdnica de varrimento (SEM)

Com o objetivo de avaliar o impacto das extracdes sobre a morfologia da biomassa
foram adquiridas imagens de SEM da amostra apenas triturada (sem nenhum tipo de
extracdo - branco) e dos residuos sélidos das extragdes com metanol, com solucdo aquosa
de [C14C1im]Cl e ainda da extracdo sequencial com [C14C1im]Cl e metanol. As quatro

amostras estéo representadas na Figura 27.

Figura 27: Imagens de SEM das amostras de casca [A] ndo sujeitadas a extracéo;apds a extracdo

com: [B] metanol, [C] solucéo aquosa de [C14C1im]Cl e [D] re-extracdo com metanol.

As imagens de SEM ndo mostraram ser muito conclusivas, uma vez que ndo se

verificou nenhuma alteragcdo morfologica significativa entre as diferentes amostrastanto
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para as amostras que sofreram extragdo como a original. Portanto, pode-se inferir que o
rompimento das células observado na Figura 27 deriva de um processo mecanico

(momento em que foram tratadas com azoto e trituradas) e ndo devido aos solventes.
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4. Conclusao Final







A presente tese teve como objetivo a extracdo de acidos triterpénicos (AU, AB e AO)
da casca externa de E. globulus, recorrendo a solugdes aquosas de liquidos ionicos. Para
tal, o trabalho envolveu 4 etapas fundamentais: 1) caraterizacdo prévia da casca externa
do E. globulus utilizando diclorometano; 2) desenvolvimento do método analitico para
quantificacdo; 3) estudo da solubilidade do AU em diferentes solu¢des aquosas de LIs e
comparagdo com surfactantes convencionais, e 4) extragdo dos &cidos triterpénicos da
casca de eucalipto utilizando solucbes aquosas de [C14C1im]Cl, metanol e extracdo
sucessiva destes dois compostos.

Em relagdo a primeira etapa, duas colheitas de biomassa foram realizadas (em
Janeiro e em Outubro de 2015) e as amostras resultantes foram devidamente
caraterizadas, observando-se uma variacdo significativa na sua composicao,
essencialmente, no que concerne a quantidade de acidos triterpénicos. Verificando-se,
assim, que a segunda amostra apresentava uma composi¢do substancialmente diferente
da habitual. As condicGes isocraticas estabelecidas para 0 métodos de HPLC-UV
permitiram uma boa separacdo e quantificacdo dos &cidos triterpénicos em solucdes
aquosas de Lls.

Desta forma, através do estudo da solubilidade do AU foi possivel confirmar que LIs
com atividade surfactante sdo os mais promissores no aumento da solubilidade deste
composto em solucdo aquosa. Os melhores resultados foram obtidos com solucdes de
[C4C1im][CgH17SO4], [C16C1im]CI e [C14C1im]Cl onde, por exemplo, a solucdo aquosa
de [C4C1im][CgH17SO4] aumentou cerca de 16000 vezes a sua solubilidade em &gua.
Apesar dos surfactantes convencionais terem mostrado ser mais eficazes em solubilizar
este composto, num intervalo de concentracdes mais baixas, as solu¢des aquosas de LIs
permitiram o seu estudo numa gama mais alargada. Além disso, foi demonstrado que é
possivel precipitar/recuperar cerca de 89 % de AU por simples adicdo de dgua

Com base nos resultados anteriores, selecionou-se 0 [C14C1im]Cl para os ensaios de
extracdo, uma vez que € o mais barato, mais facil de sintetizar e encontrava-se em maior
quantidade no laboratério. Os resultados obtidos nos processos de extragdo mostraram
um o seu bom desempanho em extrair o AB e AU (0,32 e 0,26% durante 1h
respetivamente) em relacdo ao metanol e ao soxhlet realizado com diclorometano.
Além disso, através das extracgdes sucessivas, verificou-se que o [C14C1im]Cl extraia
todo o AU existente na amostra e quase todo o AB.. Contudo, 0s ensaios de extracéo

devem ser mais alargados no futuro de forma a inferir quais as condigdes de extragéo.
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5. Trabalho Futuro







Com vista a uma futura valorizacdo da casca externa de Eucalyptus globulus como
fonte de acidos triterpénicos seria pertinente estudar ainda:
i. A solubilidade dos trés acidos triterpénicos em solucdes aquosas de liquidos
ionicos. Para além disso, devera ser efetuado futuramente o estudo da solubilidade e
extracdo dos triterpenos com solucGes aquosas de liquidos i6nicos mais baratos e
benignos (como por exemplo, liquidos id6nicos derivados de colinas e &cidos
carboxilicos) de modo a diminuir os custos associados assim como a sua toxicidade
(quer na perspectiva da adequacdo dos extratos a aplicagcbes nutracéuticas, quer de
modo a reduzir o seu impacto ambiental);
ii. A otimizacdo das condicdes operacionais de extracdo de modo a se obterem
elevados rendimentos de extracdo de &cidos triterpénicos, assim como avaliar a
recuperacao dos solventes de forma a garantir a sustentabilidade de todo o processo para
uma aplicacdo de larga escala. E também imprescindivel desenvolver o método de
isolamento e a purificacdo dos trés acidos triterpénicos assim como avaliar a sua
atividade bioldgica utilizando solucGes aquosas de Lls.
iii. Uma valorizagdo mais eficiente da casca externa de eucalipto recorrendo a um
processo integrado de extracdo de acidos triterpénicos e compostos fenolicos a partir da

casca de E. globulus, utilizando em ambos os casos solu¢des aquosas de Lls.
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Anexo A - Caracterizacéo dos acidos triterpénicos da casca externa de Eucalypus
Globulus

Tabela 1 - Tempos de retencdo e areas dos picos correspondentes aos acidos
triterpénicos dos extratos da casca externa 1, por GC-MS.

Compostos da casca externa 1 Tempo de retencé@o / min Area

Acido betulénico -

Acido oleanclico 67,25 1488412865
Acido betulinico 67,88 5354648181
Acido ursolico 68,63 5717307186
Acido 3-acetil oleanolico 69,33 5352722804
Acido 3-acetil betulinico -

Acido 3-acetil ursélico 71,25 22060004946
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Anexo Al - Validacdo do método
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Figura 1: Curva de calibracdo para o &cido ursélico (&rea do sinal versus concentracéo).
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Figura 2: Curva de calibracdo para o &cido betulinico (area do sinal versus concentragao).
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Anexo A3 - Condutividade versus concentracéo para as diferentes
solucdes aquosas de liquidos ionicos
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Figura 1: Condutividade especifica (x) em funcdo da concentracdo de surfactante a 308,15 K:
(A) [C401im][C8H17SO4]; (B) [C10C1im]CI; (C) [CmCﬂl’ﬂ]Cl , (D) [014C1im]C| (C = 0,02 M);
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