UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE CIENCIAS AGRARIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

MICHELLE FERNANDA FAITA RODRIGUES

AVALIACAO DE TECNOLOGIAS AMBIENTALMENTE
SUSTENTAVEIS PARA EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

TESE

PATO BRANCO
2018



MICHELLE FERNANDA FAITA RODRIGUES

AVALIACAO DE TECNOLOGIAS AMBIENTALMENTE
SUSTENTAVEIS PARA EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Agronomia da Universidade Tecnolégica Federal do
Parana, Campus Pato Branco, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Doutora em Agronomia - Area de
Concentragdo: Producdo Vegetal.

Orientador: Prof. Dr. José Abramo Marchese
Coorientadores: Prof®. Dr®. Mary Ann Foglio

Prof®. Dr®. Maria Angela de Almeida Meireles Petenate

PATO BRANCO
2018



RE96Ga

Rodrigues, Michele Fernanda Faita.

Avaliacéo de tecnologias ambientalmente sustentaveis para extracéo de
compostos bioativos / Michele Fernanda Faita Rodrigues. -- 2018.

115f 2l ; 30 cm.

Orientador: Prof. Dr. José Abramo Marchese

Coorientadora: Profa. Dra. Mary Ann Foglio

Coorientadora: Profa. Dra. Maria Angela de Almeida Meireles Petenate

Tese (Doutorado) - Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Programa
de Pés-Graduacdo em Agronomia. Pato Branco, PR, 2018.

Bibliografia: f. 73 - 98.

1. Didxido de carbono. 2. Macerac@o. 3. Destilacdo. 4. Compostos bioativos
das plantas. |. Marchese, José Abramo, orient. Il. Foglio, Mary Ann, coorient. [l
Petenate, Maria Angela de Almeida Meireles, coorient. IV. Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Programa de Pas-Graduacdo em Agronomia.

V. Titulo.
CDD (22. ed.) 630

Ficha Catalografica elaborada por
Suélem Belmudes Cardoso CRB9/1630
Biblioteca da UTFPR Campus Pato Branco




Ministério da Educacgéo
Universidade Tecnolégica Federal do Parana
( Campus Pato Branco

Diretoria de Pesquisa e P6s-Graduacao
PPGAG Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

CAMPUS PATO BRANCO
UTFPR

TERMO DE APROVACAO
Titulo da Tese n° 36

AVALIACAO DE TECNOLOGIAS AMBIENTALMENTE SUSTENTAVEIS PARA
EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

por
MICHELLE FERNANDA FAITA RODRIGUES

Tese apresentada as 8 horas 30 min. do dia 15 de Mar¢o de 2018 como requisito parcial para obtencdo
do titulo de DOUTORA EM AGRONOMIA, Linha de Pesquisa — Sistemas de Producdo Vegetal,
Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia (Area de Concentracdo: Producdo vegetal) da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parand, Campus Pato Branco. A candidata foi arguida pela
Banca Examinadora composta pelos membros abaixo designados. Apos deliberagdo, a Banca
Examinadora considerou o trabalho APROVADO.

Banca examinadora:

Prof. Dr. José Donizetti de Lima
UTFPR

Dra. Maria das Dores Dutra Behrens
Fiocruz

Prof. Dra. Sirlei Dias Teixeira
UTFPR

Prof. Dr. José Abramo Marchese
Orientador

Prof. Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques
IAC

Prof. Dr. Moeses Danner
Coordenador do PPGA

“O Termo de Aprovacéo, devidamente assinado, encontra-se arquivado na Coordenacao do



Dedico esta tese as pessoas boas e solidarias, pois 0 mundo

precisa de gente que se preocupa com 0 proximo!

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar a Deus que sempre esteve comigo e iluminou o caminho

durante a jornada de trabalho.

A minha familia que é minha base e sempre me deu o suporte necessario para atingir

meus objetivos.

Ao meu marido e a filha amados, que sempre me apoiaram, tiveram paciéncia e

compreenderam 0s momentos em que precisei estar ausente.

Ao orientador Dr. José Abramo Marchese pela orientagdo e oportunidade em

crescimento pessoal e profissional.

As coorientadoras Dr®. Mary Ann Foglio e Dr®. Maria Angela de Almeida Meireles

Petenate pela orientacdo, contribui¢do e aprendizado ao longo da realizagéo deste trabalho.

As pesquisadoras da Faculdade de Engenharia de Alimentos - Unicamp, Dr®. Renata
Vardanega e Dr?. Gislaine C. Faria, e M? llza Maria de Oliveira Sousa CPQBA/FCF - Unicamp pelo

excelente auxilio na condugdo do trabalho.

Aos meus colegas de doutorado, alunos de iniciacdo cientifica e aos amigos

encontrados ao longo do caminho, pela parceria e suporte.

Aos professores do programa de Pés-Graduacdo em Agronomia da UTFPR pelos

conhecimentos passados, fundamentais para a execucao do trabalho.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES pela

bolsa estudantil de auxilio financeiro, essencial para a execucao do trabalho.

A UNICAMP que através da FEA, CPQBA e FCF possibilitaram acesso as

tecnologias necessarias para a execucao do trabalho.



As Professoras Dr®. Anelise Tessari Perboni e Dr®. Sirlei Dias Teixeira pelas
participacOes e contribuicdes na Banca do Exame de Qualificagéo.

Aos professores Dr. José Donizetti de Lima e Dr® Sirlei Dias Teixeira pela
participacdo na banca de avaliacdo de tese, e pela contribuicdo de ambos no desenvolvimento do
trabalho.

As convidadas externas Dr?. Maria das Dores Dutra Behrens e Prof®. Dr. Marcia Ortiz
pela participagdo na banca de defesa de tese.

E agradeco a todos que, de maneira direta ou indireta, contribuiram e fizeram parte

desta fase de grande crescimento pessoal e profissional.



‘O sucesso nousce do querer, da deferminacio e
persisténcio emv se chegowr av uwv objetivo. Mesmo- ndo-
atingindo- o- alvo; quem busca e vence obstaculos; no-

Jose de Alencar



RESUMO

RODRIGUES, Michelle F.F. AVALIACAO DE TECNOLOGIAS AMBIENTALMENTE
SUSTENTAVEIS PARA EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS. 115 f. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Programa de P6s-Graduacio em Agronomia (Area de Concentragio: Producao vegetal),
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2018.

Extratos, 6leos essenciais e compostos quimicos isolados de origem vegetal tém sido cada vez mais
utilizados, ndo s6 como matéria-prima para industrias de diversos ramos, mas também como
alternativa no tratamento de problemas da saude pela populacdo em geral. Considerando a expressiva
importancia de producdo destas substdncias com qualidade elevada e preco acessivel, o presente
trabalho teve como objetivo a analise técnica e econdmica na obtencéo de compostos bioativos a partir
das espécies vegetais Artemisia annua e Varronia curassavica. Visando selecionar e testar trés
tecnologias de extracdo ambientalmente sustentaveis, dioxido de carbono supercritico, maceracéo a
frio com o solvente etanol e destilagdo com arraste a vapor, um protocolo de alto rendimento e baixo
custo para obtencdo de compostos bioativos de plantas foi proposto. Para a extracdo com diéxido de
carbono supercritico foi realizada a investigacdo da influéncia da temperatura, pressdo e volume de
cossolvente (etanol) no rendimento de extracdo e pureza dos extratos. Trés experimentos com
delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial foram realizados. Para 0 experimento com
A. annua foram testadas 3 temperaturas (40/50/60 °C), 3 pressdes (200/250/300 bar) e 3 niveis de
cossolvente (0/15/25%); e para V. curassavica 2 temperaturas (40/60 °C), 5 pressGes
(100/150/200/250/300 bar) e extracdo fracionada. As extragdes com destilagdo por arraste a vapor
foram conduzidas a pressdo ambiente por 3 - 4 h. E a maceracdo a frio com etanol foi realizada em
série, a pressao ambiente por 6 h, condicdes estas as 6timas referenciadas. Ao fim dos experimentos 0s
rendimentos e pureza dos extratos e Oleo essencial foram comparados e utilizados para a
implementacdo de industrias de producdo de biocompostos utilizando as tecnologias testadas. Por
meio de pesquisa de custos envolvidos na implementacdo do projeto, uso de planilhas no Microsoft
Office Excel, do Software SuperPro Designer® e do Aplicativo Web $AVEPI, foi possivel estimar os
Custos de Producdo e Manutencédo, Capital Fixo Direto, e, na sequencia simular computacionalmente
0s cenarios econdmicos, gerando os indicadores de viabilidade e riscos de implantacdo das industrias
de extracdo de artemisinina a partir de A. annua, e 6leo essencial a partir de V. curassavica.
Observou-se que a extracdo de artemisinina com diéxido de carbono supercritico obteve menores
rendimentos de extrato que a extragdo com etanol, porém com maior pureza do composto alvo e custos
menores de produgdo. Na producdo de 0Oleo essencial de V. curassavica a extracdo com dioxido de
carbono supercritico alcangou 0s mesmos rendimentos e pureza obtidos por destilagdo com arraste a
vapor. No cenério estudado os custos de operacdo e manutencdo da producdo de extratos com etanol,
diéxido de carbono supercritico, para A. annua, e diéxido de carbono supercritico para V. curassavica,
revelaram ser maiores que o preco de revenda dos extratos. Para a planta A. annua tais resultados
foram atribuidos aos altos custos da matéria-prima, e para V. curassavica aos baixos rendimentos de
extrato. O projeto de investimento utilizando destilacdo com arraste a vapor para obtencdo de 6leo
essencial de V. curassavica mostrou ser promissor devido a alta rentabilidade e baixo risco associado
Nos senarios previstos.

Palavras-chave: A. annua. V. curassavica. Didxido de carbono supercritico. Maceragdo a frio com
Etanol. Destilagdo com arraste a vapor. Avaliagdo econdmica.



ABSTRACT

RODRIGUES, Michelle F.F. EVALUATION OF ENVIRONMENTALLY SUSTAINABLE
TECHNOLOGIES FOR BIOACTIVE COMPOUNDS EXTRACTION. 115 p. Thesis (Doctor in
Agronomy) — Graduate Program in Agronomy (Concentration Area: Plant production) Federal
Technological University of Parana. Pato Branco, 2018.

Extracts, essential oils and isolated chemical compounds of vegetable origin have been increasingly
used, not only as raw material for industries of different branches, but also as an alternative in the
treatment of health problems by the population in general. Considering the expressive importance of
producing these substances with high quality and affordable price, the present work had the objective
of the technical and economic analysis in obtaining bioactive compounds from the plant species
Artemisia annua and Varronia curassavica. Aiming to select and test three environmentally
sustainable extraction technologies, supercritical carbon dioxide, cold maceration with the ethanol and
steam distillation, a protocol of high yield and low cost to obtain bioactive compounds of plants was
proposed. For the supercritical carbon dioxide extraction, the influence of temperature, pressure and
volume of cosolvent (ethanol) on the extraction yield and purity of the extracts was investigated. Three
experiments with a completely randomized design in factorial arrangement were performed. For the A.
annua, three temperatures (40/50/60 °C), 3 pressures (200/250/300 bar) and 3 levels of cosolvents
(0/15/25%) were tested; and for V. curassavica 2 temperatures (40/60 °C), 5 pressures
(100/150/200/250/300 bar) and fractional extraction. The extractions with steam distillation were
conducted at ambient pressure for 3 - 4 h, and cold maceration with ethanol was carried out in series,
at ambient pressure for 6 h, conditions being the best referenced. At the end of the experiments the
yields and purity of the extracts and essential oil were compared and used for the implementation of
industries of biocomposites production using the technologies tested. Through the research of costs
involved in the project implementation and the use of spreadsheets in Microsoft Office Excel, it was
calculated the Costs of Production and Maintenance and Direct Fixed Capital; on the sequence, using
the Software SuperPro Designer® and the Web Application $SAVEPI, the computational simulations
were conducted generating the economic indicators on the feasibility and risks of implantation of the
industries of extraction of artemisinin from A. annua, and essential oil from V. curassavica. It was
observed that the extraction of artemisinin with supercritical carbon dioxide obtained lower yields of
extract than the extraction with ethanol, but with higher purity of the target compound and lower costs
of production. In the production of essential oil of V. curassavica the extraction with supercritical
carbon dioxide reached the same yields and purity obtained by steam distillation. In the scenario
studied the costs of operation and maintenance of the production of extracts with ethanol, supercritical
carbon dioxide for A. annua, and supercritical carbon dioxide for V. curassavica, were shown to be
greater than the revenue price of the extracts. For the A. annua plant, these results were attributed to
the high costs of the raw material, and to V. curassavica the low yields of the extract. The investment
project using steam distillation for the obtaining of V. curassavica essential oil showed to be
promising due to the high profitability and low risk associated in the expected scenarios.

Keywords: A. annua. V. curassavica. Supercritical carbon dioxide. Ethanol extraction. Steam
distillation. Economic assessment.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais e aromaticas estdo presentes como matéria-prima em diversos
ramos das industrias farmacéutica, alimenticia, cosmeética, agrogquimica, entre outras. A
utilizacdo dessas plantas, no tratamento para cura e/ou prevencdo de doencas, € uma das mais
antigas praticas medicinais de populacdes de diferentes culturas (VEIGA Jr et al., 2005).
Segundo a ANVISA, plantas medicinais séo definidas como aquelas capazes de aliviar ou
curar enfermidades e tém tradicdo de uso como remédio em uma populacdo ou comunidade, e
fitoterapicos sdo obtidos empregando-se, como principio-ativo, exclusivamente derivados de
drogas vegetais (ANVISA, 2016).

Em 1979, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) e o Fundo das Nac¢des Unidas para
a Infancia (Unicef) relataram a necessidade da tomada de algumas medidas para proteger e
promover a saude dos povos do mundo: “formulacdo de politicas e regulamentagdes nacionais
referentes a utilizacdo de remédios tradicionais de eficacia comprovada e exploracdo das
possibilidades de se incorporar os detentores de conhecimento tradicional as atividades de
atencdo primaria em saude, fornecendo-lhes treinamento correspondente” (OMS, 1979).
Entretanto, no Brasil, somente em 2006 ocorreu a aprovacao da Proposta de Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Medicamentos Fitoterapicos, por meio do Decreto n° 5.813, de 22 de
junho de 2006, a qual visou a implementacdo de acGes capazes de promover a melhoria das
condi¢cdes de assisténcia a saide da populacdo, trazendo a seguinte diretriz: “devera ser
continuado e expandido o apoio a pesquisas que visem o0 aproveitamento do potencial
terapéutico da flora e fauna nacionais, enfatizando a certificacdo de suas propriedades

medicamentosas” (Portal Brasil, 2012).

Segundo a OMS, 80% da populacdo mundial utilizam praticas tradicionais nos seus
cuidados bésicos de satde e 85% destes utilizam plantas ou preparacfes destas (Brasil, 2016).
De 1940 até 2012 estimava-se que 74,8% dos medicamentos mundiais eram sintéticos e
48,6% eram efetivamente produtos naturais ou diretamente derivados (NEWMAN &
CRAGG, 2012).
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Um exemplo de medicamento fitoterapico é o Acheflan®, produto j& comercializado,
cujo principio ativo é extraido da planta Varronia curassavica Jacg. (sinonimia: Cordia
verbenacea DC.). O Acheflan® é utilizado como anti-inflamatério de uso tépico e foi o
primeiro medicamento com pesquisa e desenvolvimento realizados inteiramente no Brasil. De
acordo com o diretor de marketing dos Laboratérios Aché, a patente internacional do
medicamento ja foi obtida e, atualmente, a empresa ja estd com estudos em fase avancada
para o desenvolvimento de sua versdo oral. Este fator aumenta ainda mais a importancia da
planta frente a inddstria farmacéutica, gerando forte demanda para estudos de otimizacdo na
obtencdo de metabdlitos de interesse da planta, como o 6leo essencial padronizado (Aché,
2011).

Outro medicamento de grande importancia e de fonte de obtengdo natural € 0 ASMQ
(artesunato de sodio + mefloquina). A combinacdo desses dois principios ativos é definida
como Terapia Combinada de Artemisinina (TCA) e tem sido utilizada para o tratamento
contra a malaria ndo complicada causada por Plasmodium falciparum com eficacia em 95%
dos casos. O artesunato é um Ingrediente Farmacéutico Ativo (IFA) derivado da semi-sintese
de artemisinina e seus analogos, isolados das folhas da planta Artemisia annua L.. A espécie é
utilizada ha séculos na medicina tradicional chinesa para o tratamento de febre e malaria
(MARCHESE & REHDER, 2001; ENSERINK, 2005; MARCHESE & FIGUEIRA 2005;
MARCHESE et al., 2010; OMS, 2016), e, em estudos recentes tem mostrado sucesso no
tratamento do cancer (IVANESCU & CORCIOVA, 2014; TRAN et al., 2014; MONDAL &
CHATTERIJI, 2015).

Apesar da relevancia positiva na pesquisa, industrializacdo e utilizacdo desses
medicamentos, 0 mercado tem sido atendido, na maioria das vezes, por matéria-prima sem
padronizacdo, de qualidade duvidosa e proveniente de extrativismo predatério (NEVES,
2001). Com isso, a medida que aumenta a demanda por plantas medicinais, para qualquer que
seja sua utilizagdo, cresce o risco de extingdo ou de diminuicdo de sua variabilidade genética
(HOAREAU & da SILVA, 1999). Um dos principais obstaculos para o processamento nas

industrias de fitomedicamentos e de IFA é a minimizacdo de influéncias negativas e a
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otimizacdo da producdo desses compostos a fim de agregar ainda mais valor para 0 mercado
(ZARONI et al., 2004).

O estimulo a pesquisa e inovacdo no setor se torna valido frente a importancia do
mercado destes medicamentos no Brasil e no mundo. Devem ser priorizados estudos que
possam fornecer base a produgdo comercial e industrial com qualidade, seguranca e eficacia

frente ao potencial econdmico das plantas medicinais e seus derivados.

Nesse contexto, o presente trabalho foi desenvolvido a fim de testar diferentes
processos industriais de obtencdo do 6leo essencial da planta V. curassavica e 0 composto
quimico artemisinina a partir de A. annua, determinando o rendimento de extracdo e pureza
dos extratos para as duas espécies vegetais com as tecnologias de extracdo ambientalmente
sustentiveis. O metodo de extracdo com dioxido de carbono supercritico foi utilizado para
investigacdo da influéncia da temperatura, pressdo e volume de cossolvente durante as
extracOes e comparar com as tecnologias convencionalmente empregadas, destilacdo com
arraste a vapor para obtencdo de 6leo essencial e extracdo com maceracdo a frio com etanol
para artemisinina. Além disso, busca-se realizar estudo técnico-econémico, fazendo uso das
metodologias de estudo econémico com o auxilio do software SuperPro Designer® e o
aplicativo web $AVEPI (Sistema de Analise de Viabilidade Econémica de Projetos de
Investimento) na instalacdo de planta de extracdo dos constituintes quimicos das espécies A.

annua e V. curassavica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MERCADO DE BIOMOLECULAS

O aumento da utilizagdo de matérias-primas naturais deve-se a valorizacdo destes
produtos pelos consumidores e seus efeitos satisfatorios no tratamento de doencas. Em 2016
foi registrado nos Estados Unidos um incremento de 9% no mercado de produtos naturais
(Global Cosmetic, 2017) indicando um crescimento robusto nesta area. O mercado mundial
de fitoterapicos também cresce em taxas altas, préximas a 20% ao ano, resultado da busca da
populagcdo por tratamentos mais naturais e sem tantos efeitos adversos dos medicamentos
sintéticos (NEVES, 2001).

Além da iniciativa em buscar uma vida mais natural, 0 governo nacional também
oferece desde 2006, outra forma de tratamento aos cidaddos com o uso de medicamentos
naturais. Desde 2012 estdo disponiveis 12 medicamentos fitoterapicos, 0s quais sao
oferecidos pela rede publica em 14 estados (Portal Brasil, 2012), com tendéncia de que cada
vez mais estes produtos sejam empregados na assisténcia a salde da populagdo brasileira.
Além disso, a cadeia produtiva de plantas medicinais é altamente agregadora de valor.
Exemplo disso é o valor de venda do quilograma de guaco (Mikania laevigata Schultz), que
de acordo com Matsushita et al (2015), é de R$ 20,00 com uma producéo de 3.300 kg.ha,
totalizando uma receita por hectare de R$ 66.000,00. J& a soja, na mesma epoca, gerou R$
3.450,00 de faturamento por hectare (AEN — PR, 2015).

Muitas empresas privadas brasileiras jA desenvolveram ou estdo desenvolvendo
medicamentos e terapias inovadoras a base de biomoléculas obtidas a partir de plantas
medicinais, ja que o mercado farmacéutico nacional € um dos mais promissores e atraentes
para investimentos (DE CASTRO & ALBIERO, 2016), encontrando-se entre 0os dez maiores
mercados farmacéuticos do mundo. Outra razdo para incentivar a industria de fitoterapicos no
Brasil é a riqueza de biodiversidade, com milhares de espécies de plantas conhecidas e ainda

milhares mais para se identificar.
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Apesar da expectativa de crescimento positiva, a industria fitofarmacéutica no Brasil
enfrenta algumas dificuldades. O desenvolvimento de novos produtos e padronizacdo da
matéria-prima € bastante oneroso (JUNIOR et al., 2013), além de na maioria das vezes ser
atendido por matéria-prima de qualidade duvidosa e proveniente de extrativismo predatério
(NEVES, 2001). Além do elevado investimento para descoberta de novos farmacos e os
marcos regulatérios rigidos das agéncias reguladoras, os quais fazem com que o processo de
exploracdo de novas biomoléculas seja um investimento de risco elevado que exige
expressivo aporte de capital (PINTO & BARREIRO, 2010).

Dessa forma, se tornam necessarias a elaboracdo de estratégias capazes de viabilizar a
producdo de farmacos no Brasil compativeis com as demandas de saude da populacdo e com a
realidade de mercado do setor, que envolverdo o estabelecimento de parcerias entre o
governo, setor industrial e instituicfes de pesquisa (PINTO & BARREIRO, 2010; NEWMAN
& CRAGG 2012).

E importante ressaltar que a qualidade das plantas medicinais e aromaticas é obtida
durante todo o processo produtivo, desde a identificacdo botanica, escolha do material
vegetal, época e local de plantio, tratos culturais, determinagdo da época e melhor horéario de
colheita e, cuidados na colheita e pés-colheita de modo a garantir o maximo de qualidade da
matéria-prima, (MARCHESE & FIGUEIRA, 2005; TANKO et al., 2005; TEIXEIRA et al.,
2016) até seu uso final na industria, a qual deve garantir maximo aproveitamento do material

vegetal de alta qualidade recebido.

Diante do exposto, é de extrema importancia realizar estudos de otimizacdo industrial
de rendimento dos biocompostos obtidos a partir de matrizes vegetais padronizadas, para que
0s investimentos realizados em boas praticas de cultivo, manejo e técnicas pds-colheita ndo
sejam desperdicados, evitando gastos e perdas desnecessarias. E, além disso, sdo necessarios

trabalhos que realizem estudos econdémicos desses investimentos.



2.2 ESPECIES VEGETAIS UTILIZADAS COMO MATERIA-PRIMA

2.2.1 Artemisia annua L.

A. annua, mostrada na Figura 1, é uma planta herbacea, aromatica, nativa da Asia e
aclimatada no Brasil. O habito de crescimento da espécie é determinado, com altura variando
de 2,0 a 3,05 m (FERREIRA & JANICK 2005; MARCHESE, 2006; BRISIBE et al. 2009;
BOLINA et al. 2014). Suas folhas séo simples e alternadas, e suas flores sdo pequenas (entre
2,0 e 3,0 mm), amarelo-esverdeadas e cercadas por diversas bracteas imbricadas reunidas em
capitulos (WETZSTEIN et al., 2014; TOWLER & WEATHERS, 2015).

PG —
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Figural - A. annua culad na area xperimental da UTFPR — Pato Branco. UTFPR Campus Pato Branco,
2016.

A. annua ¢é fonte de inimeros compostos bioativos incluindo flavonoides, cumarinas,
esteroides, fendis, purinas, lipidios, compostos alifaticos, além de terpenos (BRISIBE et al.,
2009; ELLMAN 2010; LIU et al. 2013; SADIQ et al., 2014). Esta planta vem sendo utilizada
ha anos pelos chineses no tratamento de vérias doencas e, atualmente, ao menos 40 compostos
volateis e varios ndo volateis ja foram extraidos e identificados (AFTAB et al., 2014). O 6leo
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essencial da A. annua possui compostos volateis com valor na industria cosmética. Na area da
medicina vém sendo testados para o controle de algumas estirpes de Candida spp.
(SANTOMAURO et al., 2016), no combate a Leishmaniose visceral (ISLAMUDDIN, et al.,
2014), obesidade (HWANG et al., 2016); e tem demonstrado potencial uso como agroquimico
com comprovada agdo alelopética (MAGIERO et al., 2009; MORVILLO et al., 2011) e
inseticida (BAGCHI et al., 2003).

As folhas da A. annua séo fonte de artemisinina. Em 1971, quimicos chineses isolaram
esta substancia, descrevendo-a como lactona sesquiterpénica com um grupamento
endoperdxido-1,2,4-trioxano que tem o diferencial de ndo possuir nitrogénio na estrutura
como 0s outros antimalaricos. O composto demonstrou sucesso no tratamento em milhares de
pacientes na China, incluindo aqueles acometidos com ambas as cepas do P. falciparum, a
resistente e a sensivel a cloroquina (ACTON et al., 1985). Desde sua obtencdo, varios
derivados da artemisinina foram sintetizados, obtendo-se substancias mais ou menos ativas do
que a mesma. Entre os derivados mais comuns estdo a diidroartemisinina (DQHS), arteméter,
artemisiteno e artesunato de sodio, cujas estruturas quimicas séo exibidas na Figura 2, todas
contendo o grupamento perdxido. Estes compostos foram denominados de endoperoxidos de
primeira geracdo e sdo empregados na quimioterapia da maléria na Tailandia, Vietnd, Africa,
Brasil e China, paises nos quais a resisténcia ao parasita € comum (MARCHESE, 2006;
OMS, 2016).

A maléria é uma doenca infecciosa provocada por protozoarios parasitas do género
Plasmodium, principalmente P. falciparum e P. vivax. Geralmente é transmitida para os seres
humanos por meio da picada de mosquitos do género Anopheles. Até 1960, o combate a
malaria era baseado no exterminio do mosquito vetor com diclorofeniltricloroetano (DDT) e
no tratamento da doenca com drogas a base de quinina e seu derivado, cloroquina. Contudo,
com a ocorréncia de efeitos negativos do DDT sobre animais, a presenga persistente do
pesticida nas cadeias alimentares e o desenvolvimento de resisténcia do P. falciparum as
drogas comumente utilizadas, houve a necessidade da introducdo de novas estratégias para o
controle da doenca (AFTAB et al., 2014). De acordo com o Relatorio Mundial de Malaria de
2016 (OMS, 2016), em 2015 foram relatados 212 milhGes de novos casos de malaria e
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429.000 mortes no mundo. A regido mais afetada pela doenca é a Africa Sub-Saariana, a qual
foi cenario de 90% dos casos de malaria de 2015 e detentora de 92% das mortes ocorridas

pela doenca. Dentre o total do nimero de mortos, aproximadamente 70% sao criancas

menores de 5 anos e vulneraveis a doenga.
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Figura 2 — Representagdo das moléculas de Artemisinina e alguns de seus derivados semissintéticos
antimalaricos. Rodrigues, UTFPR Campus Pato Branco, 2015.

Em 2002, o tratamento de combinacdo de dose fixa Artesunato + Mefloquina (ASMQ
FD) foi desenvolvido no Projeto Fixed-dose Artesunate Combinatio Therapy coordenado
pela Research and Training in Tropical Deseases, sob a protecdo da Medicins San Frontiers e
Drugs for Neglected Deseases initiative (DNDi, 2015). Desde que a ASMQ FD foi indicada
em 2002 pela OMS como tratamento de primeira linha para malaria, a demanda pela
biomolécula artemisinina tem crescido (OMS, 2002; UNITAID, 2016), € o que pode ser
observado na Figura 3, a qual destaca que em 2015 a demanda de TCA era de 1,36 milhdo de

doses e salta para uma estimativa de 1,46 milhdo em 2018.



1,500
1,400 -
1,300 A
1,200 -

1,100 4 j

200 T

\

ACT Need, by region, 2015 - 2018 (millions)

. [Tl .
Global Africa Americas  Eastemn Europe South- Western
Mediterranean East Asia Pacific

2015 2016 M 2017 [l 2018

Figura 3 - Estimativa de demanda de Terapia Combinada de Artemisinina por regido de 2015 a 2018.
UNITAID, 2016.

Além de atividade antimalarica, a artemisinina tem provado ser efetiva no tratamento
de varios parasitas protozoarios do sangue; células cancerigenas, incluindo cancer de mama,
leucemia humana, de célon, de pulm&o, e canceres resistentes a outras drogas (EFFERTH,
2005; CHATURVEDI et al., 2010; LAI et al.,, 2013; IVANESCU & CORCIOVA, 2014;
TRAN et al.,, 2014; MONDAL & CHATTERJI, 2015), aumentando a demanda pela
molécula. No entanto, um mercado préspero transformou-se em um mercado com demanda,
mas com incertezas de entrega e com elevada flutuacdo no preco do produto devido a
combinacgéo de poucos produtores de A. annua e fabricante de artemisinina, longos prazos de
entrega e flutuacGes no preco da matéria-prima (SHRETTA & YADAYV, 2012).

O mercado mundial de artemisinina teve seu apice no ano de 2013 (A2S2, 2014), com
picos de producdo de mais de 16 toneladas na india, principal produtor mundial. Em 2014
houve o ingresso de artemisinina semissintética no mercado, produzida pela Sanofi (OMS,
2013), a qual objetivava exclusivamente regular o preco de mercado, evitando oscilagdes
causadas pela retencéo da producao por produtores, especialmente chineses, os quais levaram

os valores do quilograma da molécula a patamares de US$ 1.000,00.
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Apesar das perspectivas de produgdo da molécula semi-ssintética, a empresa Sanofi,
Unica responsavel em produzir a molécula no mundo, apresentou dificuldade e resisténcia
perante 0 mercado mundial. Segundo Peplow (2016), ao ser implantado comercialmente, o
produto ndo sofreu o impacto esperado. A producdo em 2015 ndo atingiu sua meta para a
producdo da Terapia Combinada de Artemisinina (TCA) e, portanto esta se desfazendo do
protocolo de producdo e de sua induastria localizada em Garessio, na Italia. O principal
obstaculo encontrado pela Sanofi foi a oferta da artemisinina agricola e o seu valor de
mercado: enquanto o quilo da artemisinina produzida naturalmente custava aproximadamente
US$ 250 kg™ em 2015 (Figura 4) com queda gradativa, a indUstria consegue oferecer a
molécula semissintética por US$ 350-400 kg™. Com os precos em baixa, e a safra abundante,

a empresa ndo observa necessidade de fomento da tecnologia para 0 mundo.
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Figura 4 - Perspectiva de produgdo e preco da artemisinina no periodo de 2014 a 2016. A2S2, 2017.

Mesmo a TCA sendo mais efetiva contra a maléria causada pelo P. falciparum, ela
possui um custo 10 a 20 vezes maior que a terapia com cloroquina. O apoio financeiro aos
paises atingidos pela enfermidade pelo Fundo Global para Luta contra AIDS, Tuberculose e
Maléria (GFATM) também aumentou rapida e consideravelmente a demanda por TCA
(ENSERINK, 2005; DIOP, 2017). E temendo a resisténcia do agente causal a cloroquina e

sulfadoxina-pirimetamina, ja em 2004, oito dos nove paises amazonicos, exceto Brasil,



11

haviam modificado suas politicas farmacéuticas para tratar a malaria ndo complicada causada
por P. falciparum com TCA (OMS, 2005). Atualmente a contencdo da doenca tem como
prioridade o controle do vetor, por meio da utilizacdo de redes mosqueteiras impregnada com
inseticida piretroide para a prevencdo da transmissdo do P. falciparum pelo mosquito (OMS,
2017a). Os relatorios mostram alta eficiéncia desta acdo, conforme pode ser observado na

Figura 5, corroborando para reducao de casos da doenca.

® Redes impregnadas com inseticidas ® Spray interno residual
Tratados com TCAs Casos evitados por outros métodos
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Figura 5 - Nimero de casos de Maléria evitados por meio de Redes impregnadas
com inseticidas, Tratados com TCAs, Spray interno residual.
OMS, 2017a.

A TCA também continua apresentando papel fundamental na luta contra a malaria,
mesmo com preocupacgdes com aparecimento de resisténcia ao TCA em algumas regides. A
OMS afirma que as TCAs sdo o melhor tratamento para a malaria ndo complicada, e a rotina
de monitoramento deve continuar a fim de garantir que os TCAs recomendados sejam
eficazes para que a resisténcia a artemisinina possa ser detectada cedo e medidas possam ser
tomadas na regido de resisténcia (OMS, 2017b). Os beneficios da TCA séo a sua alta eficécia,
a acdo rapida e, apesar de existir chances, a probabilidade reduzida de desenvolvimento de
resisténcia. Para fazer melhor uso destes beneficios é imprescindivel resolver problemas de
acesso e custo a TCA e consequentemente a reducdo do fornecimento de lotes fraudados do

medicamento enviados as regides afetadas pela doenca.
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No Brasil, a Fundagéo Oswaldo Cruz por meio de umas de suas unidades, o Instituto
de Tecnologia em Farmacos — Farmanguinhos — produz o antimalarico ASMQ (Artesunato de
sodio + Mefloguina) desde 2008 (DNDi, 2015), pre-qualificado em 2012 pela OMS. A
Organizacdo Pan-Americana da Salde (OPAs) em parceria com o Nucleo de Assisténcia
Farmacéutica no Brasil sdo apoiadores no combate a maléaria nos paises latino-americanos
(FIOCRUZ, 2011). Além disso, o Brasil atende paises vizinhos que demandam o

medicamento para o tratamento adulto e infantil (DNDi, 2015).

A Fiocruz atende a programas especificos do Ministério da Saude que tratam de
problemas endémicos, e entre os principais produtos fornecidos ao governo estd 0 ASMQ. A
artemisinina encontra-se na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) nas
formas de Artemer 80 mg.mL™ solucéo injetavel, Artesunato 60 mg.mL™ pé liofilizado,
Artemer/Lumefantrina 20/120 mg comprimido, Artesunato/Mefloquina 100/220 mg e 25/55
mg comprimido. A RENAME possibilita a orientacdo da prescri¢do e do abastecimento da
rede do Sistema Unico de Saude (SUS), portanto, medicamentos padronizados, seguros e
eficazes nela listados atendem enfermidades prioritarias em salde publica e sdo componentes
estratégicos da Assisténcia Farmacéutica no pais, além de terem prioridade em serem
fabricados, para reducdo de custos de producdo com importacbes e direcionamento de

investimentos para outras areas da satde (FRAGOSO, 2014; Fiocruz, 2015).

O ASMAQ esta incluso desde 2008 na lista de produtos estratégicos, no ambito do SUS,
com a finalidade de colaborar com o desenvolvimento do Complexo Industrial da Saude, e a
Portaria N° 2.531, de 12 de Novembro de 2014 redefine as diretrizes e os critérios para a
definicdo da lista de produtos estratégicos para o SUS e o estabelecimento das Parcerias para
0 Desenvolvimento Produtivo (PDP) e disciplinam os respectivos processos de submisséo,
instrucdo, decisdo, transferéncia e absorcéo de tecnologia, aquisicdo de produtos estratégicos
para 0 SUS no a&mbito das PDP e o respectivo monitoramento e avaliagdo. Farmanguinhos,
nesse aspecto, representa um importante papel no fortalecimento das industrias farmacéuticas
nacionais e na regulacdo de precos do mercado farmacéutico brasileiro. E apesar de da alta
demanda sendo prioritaria a producdo nacional, o artesunato utilizado na fabricacdo do



13

ASMQ ¢é oriundo 100% de importagdo (BEHRENS, M.D.D.!), devido ao alto custo de

producdo nacional.

A planta medicinal A. annua, Unica fonte viavel de obtencdo de artemisinina e seus
precursores, vem sendo alvo de diversos estudos para o aumento do rendimento dos bioativos
de interesse na planta, assim como o aumento de massa seca de folhas. O gendtipo de alto
rendimento da planta utilizado como material vegetal no presente trabalho, B24 selecionado
da variedade 2/39x5x3M oriunda do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas CPQBA — Campinas, € resultado do trabalho do grupo de pesquisa
Bioprospecgdo de Moléculas e Fisiologia da Inducéo de Resisténcia em Plantas, do trabalho
de Bolina et al. (2014), onde os autores selecionaram o geno6tipo como promissor em termos
de rendimento de artemisinina. Varios outros trabalhos do grupo tém gerado informacGes
relacionadas a caracterizacdo do metabolismo fotossintético e as respostas da espécie a fatores
ambientais e nutricionais (MARCHESE, 2006; PALADINI, 2012); a determinacdo da época
de cultivo ideal para a espécie em Pato Branco-PR, visando a obtencdo de maior rendimento
de artemisinina (MARCHESE, 2006); a verificacdo da influéncia de moléculas eliciadoras na
inducdo de resisténcia a doencas e pragas e crescimento das plantas (MARCHESE 2006;
MAGIERO, 2009; PALADINI, 2012); a densidade de plantio adequada para o maior
rendimento de 6leo essencial e teor de artemisinina (CAPELIN, 2012).

2.2.2 Varronia curassavica Jacq.

A planta medicinal Varronia curassavica Jacg., pertencente a familia Boraginacea é
nativa do Brasil (JOLY, 1987). E um arbusto perene ocorrendo em quase todo o pais,
principalmente no litoral e nas areas de floresta tropical atlantica (SILVA Jr et al., 1995;
LADEIRA, 2002), cerrado e caatinga (MENDES et al, 2015), muito comum em estados do

1 BEHRENS, M.D.D. (Fundagdo Oswaldo Cruz, Departamento de Produtos Naturais de Farmanguinhos/FIOCRUZ)
Comunicacao pessoal, 2017.
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Sul, como Santa Catarina (SILVA Jr et al., 1995). Popularmente, a espécie € conhecida como
erva-baleeira podendo ser encontrada com as seguintes sinonimias botéanicas: Cordia
verbenacea, Cordia curassavica, Cordia salicina, Cordia cylindristachia, Lithocardium

fresenii, Lithocardium salicinum e Lithocardium verbaceum (CARVALHO Jr et al., 2004).

As plantas de V. curassavica sao arbustivas, conforme ilustra a Figura 6, muito
ramificadas e atingem cerca de 1,5 a 2 metros de altura (MARQUES & OLIVEIRA, 2005),
apresentando folhas aromaticas simples, alternas, lanceoladas, com base acuminada, apice
agudo e margens dentadas (LORENZI & MATOQOS, 2008). A propagacdo de V. curassavica
ocorre por sementes (VAZ et al.,, 2006; ARAUJO, 2007), mas pode ser realizada
vegetativamente por diversas técnicas como a estaquia (LADEIRA, 2002; MONTANARI Jr,
2000).

O dleo essencial da V. curassavica inibe o crescimento de bactérias gram-positivas
(CARVALHO JUr. et al., 2004), sendo formado principalmente de mono e sesquiterpenos, com
0s componentes a-pineno, p-cariofileno e aloaromadendreno, seguidos por a-humuleno, f-
gurjuneno e epoxicariofileno encontrados em maior porcentagem (CARVALHO Jr. et al.,
2004). Contudo, a principal aplicacdo do 6leo essencial da erva baleeira é na fabricacdo de um
antinflamatério fitoterapico de uso tépico, registrado como Acheflan®, dos laboratérios Aché.
Os terpenos a-humuleno e, p-cariofileno (Figura 7 a e b) proporcionam a planta atividade
anti-inflamatoria e analgésica comprovadas (MEDEIROS et al., 2007; PASSOS et al., 2007;
RYAN, 2010), sendo eles os principios ativos do fitoterapico.
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Figura 6 - Planta de V. curassavica cultivada a area experimental da UTFPR — Pato Branco (2016). UTFPR
Campus Pato Branco, 2016.
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Figura 7 - Representa¢do das estruturas moleculares dos sesquiterpenos (a) S-cariofileno e (b) a-humuleno.
UTFPR Céampus Pato Branco, 2016.

O Acheflan® medicamento fitoterapico, cuja composicdo apresenta 5,0 mg de 6leo
essencial de V. curassavica por grama de creme. O 6leo essencial é padronizado em 2,3 -
2,9% de a-humuleno. O Acheflan® foi lancado em 2005 em forma de creme (Noticias, 2005)
e em 2006 na versao aerossol (Noticias.MED.BR, 2007) e desde entdo € utilizado como anti-
inflamatorio de uso tdpico. Testes clinicos junto a centenas de pacientes mostraram que 0

creme da erva baleeira é tdo eficaz para casos de dores musculares quanto o principal anti-
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inflamatdrio do mercado apresentando menos efeitos colaterais, como a vermelhiddo na pele
(SUGIMOTO, 2005; Anti-Inflamatorios, 2017).

A principal importancia do fitomedicamento no mercado brasileiro, associada a
obtencdo de sua patente internacional, resultou na perspectiva de ampliacdo a area de cultivo
de V. curassavica nos proximos anos. No Brasil, o produto é lider de prescricdo médica para
tendinites cronicas e dores musculares, com mais de 25% de participacdo de mercado
(ACHEFLAN, 2015) e em 2016 saltou para 27,6% de vendas de um pouco mais de 1 milhdo
de unidades, resultando em R$ 30,3 milhdes de faturamento (FAPESP, 2017). Em segundo no
mercado, com 14,78%, esta o Flexive, produzido pela Merck, um fitoterapico feito com
confrei (Symphytum officinale). A exportacdo do Acheflan para Japédo, Chile, México, Costa
Rica, Equador e Peru representa 10% do faturamento do produto. O desenvolvimento do
fitomedicamento contou com a parceria de pesquisadores da Universidade Estadual de

Campinas e da Universidade Federal de Santa Catarina

Internacionalmente esta ganhando espaco e sendo comercializado no México, segundo
maior mercado Farmacéutico da Ameérica Latina, por meio de parceria entre Aché e Silanes
(Noticias, 2015). A Aché também exporta 0 medicamento para os Estados Unidos, maior
mercado consumidor de medicamentos do mundo, a empresa norte-americana RFI
Ingredients, sediada em Blauvelt (NY), licenciou o medicamento e o distribuiu no pais
(Noticias, 2015). Além da Aché, a empresa americana PhytoRich (EMERSON ECOLOGICS,
2015) estd produzindo o produto Cordia Extreme™ com as mesmas indicagdes do

Acheflan®.

Atualmente, o valor de venda do litro do dleo essencial de V. curassavica, no varejo,
varia de 3,5 a 8 mil reais (HERBIA, 2017; LAZSLO, 2017; Harmonia Natural, 2017). O
crescimento da demanda comercial pelo éleo é real, considerando sua ampla e efetiva
aplicacdo medicinal. Todos os esfor¢os em viabilizar sua produgédo sdo validos e de grande

interesse comercial.
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2.3 METODOS AMBIENTALMENTE SUSTENTAVEIS DE OBTENGAO DE SUBSTANCIAS
DE INTERESSE FARMACEUTICO

A obtencdo de moléculas a partir de plantas medicinais emprega diversos processos
(LAPKIN et al., 2006; AFTAB et al., 2014), como por exemplo, a destilagdo por arraste a
vapor, hidrodestilagdo, maceracdo a frio e a quente com solventes organicos, extracdo com
fluido supercritico, entre outros. Alguns desses processos classicos estdo sendo estudados ha
muitos anos e atingiram elevado grau de maturidade tecnoldgica, enquanto outros sao técnicas
ainda recentes, cujas possibilidades e aplicagfes ainda estdo sendo aprimoradas (AFTAB et
al., 2014).

Segundo Al-Jabari (2002), a determinacdo do método mais adequado de obtencdo de
biocompostos deve levar em consideragdo o rendimento, a rapidez e seletividade para 0s
compostos alvo, para cada matéria-prima utilizada e produto final desejado. A capacidade e
rapidez em produzir a maior quantidade de extrato, tém fortes implicacbes econdmicas e
determinam a viabilidade industrial da maioria dos processos (QUISPE-CONDORI, 2005a).

E tratando-se de tecnologias de extracdo ambientalmente sustentaveis, de acordo com
Chemat et al. (2012): “Extracdo verde estd baseada na descoberta ou planejamento de
processos de extracdo que reduzirdo consumo de energia, permitirdo o uso de solventes
alternativos e produtos naturais renovaveis, e assegurardo um produto/extrato de alta
seguranga e qualidade”. Portanto uma tecnologia de extragdo ambientalmente adequada pode
se tratar de processos mais recentes, como a extracdo com dioxido de carbono supercritico;
utilizacdo de solventes de fonte renovavel como o etanol; e a utilizacdo de uma técnica antiga,
como a destilacdo por arraste a vapor utilizando matéria-prima vegetal de qualidade para

otimizar o uso da energia gasta no processo além da reutilizagcdo da 4gua de resfriamento.

A seguir séo descritos alguns dos principais processos utilizados para a extracdo de

Oleos essenciais e preparacdo de extratos a partir de tecidos vegetais. Os selecionados como
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tecnologias “verdes” foram: a destilacdo por arraste a vapor, maceragdo a frio com etanol e

extracdo com didxido de carbono supercritico.

2.3.1 Destilagdo com arraste a vapor

A destilacdo com arraste a vapor € um processo tradicionalmente utilizado para
obtencéo de 6leo essencial a partir de material vegetal (REVERCHON & SENATORE, 1992;
MASANGO, 2005), o qual consiste na percolacdo de uma corrente de vapor de agua de forma
continua pelo leito da matéria-prima vegetal, arrastando os componentes volateis que sao
condensados e decantados na sequéncia de operacdes (SERAFINI, 2001; OLIVEIRA &
JOSE, 2007).

Industrialmente a destilagdo com arraste a vapor é bastante utilizada por ser um
método simples e econémico quando aplicado em grande escala, este resulta em uma boa
recuperacdo do 6leo essencial (MASANGO, 2005). As limitacbes da técnica sdo os altos
gastos energéticos, para espécies vegetais com baixo rendimento de 6leo essencial, e impacto
ambiental em sistemas de arrefecimento do condensador sem reaproveitamento da agua
corrente. Estas limitacbes podem ser amenizadas com otimizacdo do uso de energia no

processo e o reaproveitamento da agua de resfriamento.

Para as espécies vegetais em estudo, A. annua e V. curassavica, a destilacdo com
arraste a vapor € utilizada como técnica de extracdo do 6leo essencial, sendo inclusive efetiva
na extracdo dos terpenos de interesse na V. curassavica, com rendimentos de 6leo essencial
que variam de 0,23 a 0,55% (QUISPE-CONDORI, 2005; CARVALHO Jr. et al., 2004,
GILBERT & FAVORETO, 2013). J4 para a matriz vegetal A. annua o 6leo essencial é
extraido com efetividade, com rendimentos de 0,24 a 0,94% (TELLEZ et al., 1999; JUTEAU
et al., 2002; QUISPE-CONDORI, 2005; BOLINA et al., 2013), porém, as altas temperaturas
utilizadas na técnica causam a degradacdo da molécula de artemisinina (CHRISTEN &

VEUTHEY, 2001), ndo sendo viavel sua aplicacdo para a extragdo da mesma.
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2.3.2 Extragdo com Solventes Organicos Convencionais

Comercialmente a extracdo de constituintes quimicos de matrizes vegetais é
geralmente realizada utilizando grandes volumes de solventes organicos nocivos a saude
humana e ao meio ambiente. Os solventes organicos disponiveis mais amplamente utilizados
nos procedimentos de extracdo sdo hexano, éter de petroleo, cloroférmio, acetonitrila, acetona
e etanol (STARMANS et al., 1996; TOKUOKA et al., 2010; AFTAB et al., 2014). Quando se
trata de custos de producdo este método de extracdo é mais vantajoso quando comparado as
outras tecnologias, porém longos tempos de extracdo sdo necessarios, demanda de otimizacéao
para a recuperacdo dos compostos de interesse, e faz uso solventes toxicos que requerem um

passo de evaporagdo/condensagao para recuperacio (GIL-CHAVEZ et al., 2012).

O solvente hexano € amplamente utilizado para extracdo de compostos naturais na
industria, pois € barato, possui estreita faixa de ebuli¢do e é imiscivel com a agua, o que evita
misturas azeotropicas (MORETTO & FETT, 1998) dificeis de separar. No entanto, sua
inflamabilidade e potencial poluidor, justificam o estudo de solventes que substituam o seu

uso.

A artemisinina também vem convencionalmente sendo isolada a partir da A. annua por
maceracdo a frio com os solventes hexano e éter de petroleo, a eficiéncia de extracdo desta
técnica atinge 60%, e envolve grandes volumes de solventes com altos riscos a salde humana
e ao meio ambiente (ELSOHLY et al., 1990; CHRISTEN & VEUTHEY, 2001; LAPKIN et
al., 2006; AFTAB et al, 2014).

O etanol pode ser uma alternativa ao processo de extracdo (FOGLIO et al., 2002). E
estudos tém demonstrado que ele apresenta um poder extrativo, em geral, semelhante aos
demais solventes usados (hexano, diclorometano, metanol etc), porém com menor toxicidade,
oferecendo menores riscos operacionais por apresentar maiores temperaturas de inflamacao e
menor toxicidade (MERCK, 2006a; 2006b). Em trabalho realizado por Rodrigues et al.
(2006), o processo de maceracdo a frio com etanol 96° GL revelou alta eficiéncia de extracéo,

sendo esta superior a obtida com hexano. Além disso, 0s autores propuseram um protocolo
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otimizado para a extracdo e purificagdo da artemisinina, chegando a uma reducéo de 65% do

consumo do solvente para extracdo e uma economia de 2,7 vezes no processo de purificacao.

O processo de extracdo com etanol 96 °GL consiste no uso de dois tranques extratores
em série, sendo que no primeiro tanque é alimentado com a droga vegetal seca e moida mais
etanol 96 °GL mantendo-se agitacdo mecénica continua por 1,5 h a temperatura ambiente. O
extrato resultante do tanque um é filtrado e transferido para o tanque dois, sendo utilizado
como liquido extrator para uma nova porcao de material vegetal cru; enquanto o tanque um é
alimentado novamente com mais uma carga de etanol 96 °GL, e o processo (dois tanques)
mantido em agitacdo por mais 1,5 h. A operagdo é conduzida trés vezes, totalizando trés

extratos 0s quais sdo reunidos para posterior evaporagéo e purificacao.

Além da alta eficiéncia na obtencdo de extratos vegetais, o etanol é potencialmente
atraente devido a sua ampla producdo a partir de matérias-primas renovaveis e locais, com
precos de compra mais baixos. Isto é especialmente importante para 0s processos que Sao
predominantemente focados no uso de materiais de origem local para melhorar a
sustentabilidade global do processo. Lapkin et al. (2006) compararam o processo de obtengédo
de artemisinina, por maceracdo a frio, com hexano e com etanol e obteve eficiéncia de

extracdo de 73%, menor toxicidade e custos.

No caso da V. curassavica, 0s solventes usados para obtencdo de extratos (QUISPE-
CONDORI et al.,, 2008) sdo etanol, acetona e diclorometano, € como mencionado

anteriormente, o 6leo volatil pode ser obtido por destilacdo com arraste a vapor.

2.3.3 Extracdo com Dioxido de Carbono Supercritico (CO,Sc)

A Extracdo com Fluido Supercritico (EFS) é uma tecnologia limpa e ambientalmente
adequada. Suas vantagens séo a alta seletividade na extracdo e pureza dos extratos, reduzindo
consideravelmente as etapas de purificagio com solventes organicos. Os extratos sdo

considerados de alta qualidade sem o0s residuos remanescentes de processos com grandes
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volumes de solventes e com tempo de extracdo moderados (PEREIRA & MEIRELES, 2010;
FORNARI et al., 2012; AFTAB et al., 2014).

O processo que utiliza o didxido de carbono consiste na operacdo unitaria de contato,
no qual o CO, é elevado acima da temperatura e pressao criticas (T, = 31,06 °C e P, = 73,4
bar), regido na qual o CO, é considerado um fluido supercritico (solvente) (QUIPE-
CONDORI, 2005). Um fluido supercritico apresenta forca solvente significante quando séo
comprimidos a densidades da fase liqguida (MCHUGH & KRUKONIS, 2013). Uma das
principais vantagens dessa tecnologia é que a densidade do fluido supercritico (solvatacdo)
pode variar com mudancas da temperatura e pressao de operacgdo, possibilitando a alteracdo
das condicbes operacionais para facilitar a extracdo de compostos com caracteristicas
especificas (MEIRELLES, 2013). Tal caracteristica também possibilita a otimizacdo das
condicdes ideais para o processo (QUIPE-CONDORI, 2005).

A EFS consiste basicamente em duas etapas principais, conforme ilustra a Figura 8.
Na primeira ocorre a extracdo das substancias solUveis do substrato sélido pelo solvente
dioxido de carbono supercritico e na segunda etapa é realizada a separagdo dos compostos do
solvente supercritico depois da expansdo (PEREIRA & MEIRELES, 2010; MEIRELLES,
2013).

III
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Figura 8 - Diagrama do processo de extragdo com fluido supercritico; o sistema contém controladores de
temperatura e pressdo ndo mostrados. MEIRELES, 2013.
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De acordo com Martinez et al. (2007) e Pereira & Meireles et al. (2010), estudos sobre
EFS revelaram investimentos relativamente elevados, o que mantiveram a tecnologia longe de
ser considerada uma alternativa. Mas apesar da EFS estar associada a elevados investimentos,
outros estudos recentes tém demonstrado que a tecnologia é uma opgdo economicamente
vidvel para extragdo de produtos a partir de matérias-primas vegetais em escala industrial com
alto valor agregado, desde que em condigdes otimizadas de operacdo (PRADO et al., 2012;
LEITAO et al., 2013; MARTINEZ-CORREA et al., 2016). Santos (2011), afirma que a EFS
tem sido uma boa escolha para quem trabalha em condic¢des de temperaturas brandas, o que
resulta na reducdo da degradacdo do produto obtido. O diéxido de carbono € inerte, ndo

inflamavel, ndo explosivo e possui baixo custo de aquisi¢éo.

As substancias de interesse neste estudo foram anteriormente isoladas com fluido
supercritico e avancos ja foram obtidos: Christen et al. (2001) testou novas tendéncias na
extracdo, identificacdo e quantificacdo de artemisinina e seus derivados, a extracdo com
dioxido de carbono supercritico (CO,Sc) com o cossolvente etanol ofereceu rendimentos de
0,50% em base seca (b.s.) e segundo Tzeng (2007), a adicdo de 16,25% de etanol como
cossolvente (pressdo 240 bar e temperatura 40 °C) resultou no maior rendimento de
artemisinina com recuperacdo de 96%. Posteriormente, Quispe-Condori et al. (2005)
extrairam a artemisinina a partir da A. annua com CO,Sc e determinaram as isotermas de
rendimento global de artemisinina nas temperaturas e 30 °C e 50 °C e pressdo na faixa de 75 —
400 bar, também cinética de extracdo. Os rendimentos globais maximos foram obtidos a 30
°C e 150 bar (0,62% b.s.) e 50 °C e 300 bar (0,70% b.s.).

Para a V. curassavica (QUISPE-CONDORI, 2005), o maximo de rendimento de
extrato obtido (3,6% b.s.), em etapa Unica de extracdo, foi na temperatura de 60 °C e pressao
de 300 bar. Ja na extracdo em trés etapas o rendimento global foi de 3,1%, sendo a maior
parte do extrato (48,4%) obtida a 200 e 300 bar. Michielin et al. (2009) encontrou

rendimentos de extrato de 5,0% (b.s.) para pressao de 300 bar e temperatura de 50 °C.
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2.4 PURIFICACAO DE COMPOSTOS DE ORIGEM NATRURAL - ARTEMISININA

O processo de purificacdo de determinadas substancias envolve uma série de etapas
sucessivas que além de causar perda o composto alvo até sua purificacdo total, pode tornar o
processo de obtencdo invidvel financeiramente. Para que o custo do produto ndo atinja valores
altos, estas etapas devem ser convenientemente planejadas, visando a obtencdo do méximo de
rendimento e pureza, além de custos compativeis com os de mercado. Para a extracdo e
cristalizacdo de artemisinina de alta pureza, obtida da planta A. annua com o solvente etanol
(RODRIGUES et al., 2005), o processo de purificagdo otimizado conta com sucessivas etapas
de filtracdo com carvao ativo, uso de coluna cromatografica entre outras etapas. Para extratos
preparados a partir de dioxido de carbono supercritico, Meireles & Rosa (2010) descrevem a
sequéncia de etapas necessarias para a obtencdo de extratos com alto teor de artemisinina, no
qual apéds a extracdo com CO,Sc obtém-se CO; e droga vegetal dissolvida; uma segunda etapa
de purificagdo que consiste em um contato entre CO, e extrato vegetal dissolvido com uma
fase fixa polar em uma coluna fracionadora ; e uma terceira etapa de elui¢do que consiste em

um contato entre mistura de CO; e co-solvente com fase fixa polar na coluna fracionadora.

Quando se trata de processos de sintese de moléculas naturais, a quantidade do
composto alvo, geralmente € muito baixa dificultando o processo de extracdo. Além disso, o
extrato € formado frequentemente por centenas de compostos que dificultam a separacao
quimica entre os constituintes bioativos e os demais componentes. E a associacdo de
compostos com propriedades quimicas e fisicas semelhantes as do composto alvo influenciam
significantemente o desempenho dos processos de separacdo (TZENG et al., 2007; QU et al.,
2009; MALWADE et al., 2013).

Cada método de purificacdo tem suas peculiaridades operacionais. Quanto maior a
complexidade de composicdo do extrato mais etapas de purificacdo sdo necessarias, e a cada
etapa acrescida ocorre a perda de parte do produto desejado e o aumento do custo de
producdo. Tais processos envolvem ciclos de cristalizagdo, adsor¢cdo com carbono ativado,

extragdo liquido-liquido com solventes e coluna cromatogréafica com silica gel ou outro
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material adsorvente etc (ELSOHLY et al.,, 1990; HAYNES & VONWILLER, 1994;
CHRISTEN & VEUTHEY, 2001; LAPKIN et al., 2006; CUTLER & LAPKIN, 2007; KUHN
& WANG, 2007; BRIARS & PANIWNYK, 2014).

A cristalizacdo é um método mais efetivo e barato para purificacdo de produtos solidos
naturais com alta qualidade. Todavia, o seu desempenho € fortemente dependente da presenca
e tipo de impurezas no extrato a ser purificado, lubrificagcdo dos compostos alvo e
transformacédo da fase cristal (QU et al., 2009; RODRIGUES et al., 2006). A utilizacdo da
concentracdo exata de carvao ativado é fundamental para o sucesso da cristalizagdo, pois
carvdo ativado em excesso pode remover tanto parte da artemisinina extraida bem como
impurezas (BRIARS et al., 2014)

A particdo de Sistemas Aquosos Bifasicos (SAB) vem sendo empregada com sucesso
na purificacdo de proteinas e de outros materiais de origem biolégica (ZUNIGA et al., 2003).
E uma técnica com execucdo simples, ndo exige equipamento especial e além ser de simples
operacdo, é ampliavel e os solventes sdo selecionados de acordo com a mistura a ser
purificada. Suas limitacdes sdo o poder de separacdo limitada e formacdo frequente de
emulsdes problematicas com dificuldade em automagdo (MALWADE et al., 2013).

A separacdo por cromatografia € uma técnica de separacdo de biocompostos bastante
eficiente para uma ampla gama de biomoléculas (MALWADE et al., 2013). As separacdes
cromatograficas consistem na particdo do soluto entre uma fase movel e outra estacionaria.
Comumente, a fase estacionaria é solida, sendo formada por matriz de particulas empacotadas
em coluna de forma tubular. A fase movel que contém a mistura de componentes a serem
separados passa através da coluna. A alimentacdo €é introduzida na coluna como um pulso e 0s
componentes individuais sdo separados devido a sua distribuicdo diferencial entre as fases
(ZUNIGA et al., 2003). Como desvantagem, a utilizacdo da cromatografia no procedimento
de separacdo de moléculas consome grandes volumes de solvente o que pode elevar os custos
para o particionamento, e cromatografia em coluna de gel de silica é dispendiosa e trabalhosa,
devido a exigéncia para uma elevada proporcdo de soluto: gel de silica de 01:44 (KUHN &
WANG, 2007; LIU et al., 2011; MALWADE et al., 2013; TZENG et al., 2007).
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2.5 SEMISSINTESE DE ARTEMISININA

A artemisinina tem acdo antimalarica potente comprovada. Contudo, devido a sua
baixa solubilidade em agua e em Oleo, varios analogos modificados foram sintetizados
(VIEGAS Jr et al., 2006). Atualmente ela é utilizada como IFA na fabricacdo da TCA em
vérias formas semissintéticas: Artemer 80 mg.mL™ solucéo injetavel, Artesunato 60mg.mL™
po liofilizado, Artemer/Lumefantrina 20/120 mg comprimido, Artesunato/Mefloquina
100/220 mg e 25/55 mg comprimido (FRAGOSO, 2014). Gilmore et al (2014), reporta o
processo continuo de semissintese de artemisinia, ilustrado na Figura 9, o qual garante
aumento de qualidade e seguranca do produto e menor impacto ambiental. O artesunato de

sodio € soltvel em &gua e é rapidamente hidrolisado ap6s a ingestéo.

MODULO 1 ) MODULO 2
Fotooxidacdo @ Reducgio

Artemisinina

Acido
dihidroartemisininico
Dihidroartemisinina

as
g Residuo
aquoso

MODULO 4 ) H,0
Purificagao Residuo
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a-Artesunato diluidos  perivatizagio
(Alimentagdo B,g) ‘l: ‘L MODULO 3
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-Arti til
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Figura 9 - Sistema de quatro modulos para sintese e purificagdo continua de artemisinina (em vermelho). TFA:
Acido trifluoracético, EtOH: Etanol. Gilmore et al. (2014).



26

2.6 AVALIACAO ECONOMICA

A avaliacdo econdmica € um tema de grande importancia na area de Engenharia
Econdmica, e trata-se da andlise de viabilidade econdmica de um projeto de investimento
(PI). Ela realiza a andlise das informacdes referentes ao projeto em questdo e define se o
mesmo é rentavel a curto ou longo prazo. Este Pl pode estar relacionado a qualquer ramo de
atividade, desde industrias de transformacdo de matéria-prima até comércio em geral, e pode
estar situado na area de empresas publicas quanto privadas, pois o0 objetivo principal do
projeto é geracao de receita e lucro (SCHMIDELL et al., 2001).

Para a execucdo das avaliacBes econdmicas existem metodologias de analise de
rentabilidade e de riscos associados ao PI, como a metodologia classica de analise de
investimentos e Metodologia Multi-indice Ampliada. Além de ferramentas como o aplicativo
web Sistema de Analise de Viabilidade Econémica de Projetos de Investimento (SAVEPI) e o
software SuperPro Designer® 8.5, os quais auxiliam e agilizam a conducdo do estudo

econdmico.

2.6.1 Método classico de analise de investimentos

Este método avalia o risco envolvido na execucdo do Pl pela Taxa Minima de
Atratividade (TMA) e a andlise da viabilidade econémica do investimento geralmente é
centrada em trés indicadores: Valor Presente Liquido (VPL), cujo critério de aceite do projeto
basta que o VPL supere zero (VPL > 0); Taxa Interna de Retorno (TIR), sendo que sempre
que a condicdo TIR resultar maior que a TMA (TIR > TMA) o projeto mostra-se viavel e é
recomendado; e o Pay-back, como medida do tempo necessario para recuperar o capital
investido (HARZER, 2015).
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2.6.2 Metodologia Multi-indice de analise de investimentos (MMI)

A MMI (SOUZA e CLEMENTE, 2009) consiste em avaliar os graus de retorno e
risco do Pl conjuntamente, analisando dois grupos de indicadores e proporcionando maior
clareza em aceitar ou rejeitar a execucdo do PI. Os indicadores de retorno utilizados sédo VPL,
VPLa, IBC e ROIA. Os de risco sdo TMA/TIR, Payback/N, Grau de Comprometimento da
Receita (GCR), Risco de Gestdo e Risco de Negdcio. Os indicadores oscilam de 0 (auséncia

de risco) a 1 (risco maximo) em uma escala numérica (DAROS et al., 2017).

2.6.3 Metodologia Multi-indice Ampliada (MMIA)

A MMIA é uma ampliacdo da MMI de andlise de investimentos (SOUZA e
CLEMENTE, 2009), e teve a incorporacdo de Limites de Elasticidade (LES) e Valores-Limite
(VLs) para melhorar a percepcdo dos riscos por meio da Analise de Sensibilidade (AS)
(DAROS et al., 2017). Ela é a ampliagdo dos indicadores de viabilidade econémica do Pl da
MMI por Lima et al. (2015) e Lima et al. (2017a). A MMIA pode ser empregada em estudos
econémicos de Pl utilizando a abordagem deterministica ou estocastica com Simulacdo de

Monte Carlo.

2.6.3.1 Abordagem Deterministica

A abordagem deterministica da MMIA inclui uma Analise de Sensibilidade (AS) além
dos indicadores de retorno e de riscos da MMI (SOUZA e CLEMENTE, 2009). Esta AS ¢
realizada por meio de Limites de Elasticidade (LEs) e Valores-Limite (\VLs).
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2.6.3.2 Abordagem Estocéstica - Simulacdo de Monte Carlo (SMC)

A SMC constroi centenas ou milhares de cenarios possiveis e suas respectivas
distribuicdes probabilisticas para simular os riscos envolvidos em um Pl em ambientes
incertos (DAROS et al., 2017). De acordo com Lima et al. (2017a) a SMC “pode ser
amplamente utilizada na avaliagdo de projetos, na qual os riscos envolvidos podem ser
expressos de forma simples e de facil leitura, e as simulagdes auxiliam a decisdo. Assim, 0s

indicadores deixam de ser deterministicos e passam a ser estocasticos (ou probabilisticos)”.

2.6.3 Ferramentas computacionais para estudos econémicos

O Sistema de Anéalise de Viabilidade Econémica de Projetos de Investimento
($AVEPI) é uma ferramentas computacionais, e de acordo com Lima et al. (2017), o $SAVEPI
consiste em um sistema que relne elementos de Matematica Financeira e Sistemas de
Amortizacao, e é utilizado com ferramenta para estudos de viabilidade econdmica de Pls. Ele
também oferece trés ferramentas (teis para analisar e compreender 0s riscos no projeto:

analise de sensibilidade, analise de cenarios e Simulacdo de Monte Carlo.

O SuperPro Designer® é um software utilizado a mais de 20 anos por profissionais
das mais variadas areas industriais e académica, na simulacdo de processos para solucionar
problemas na avaliacdo de economia e rentabilidade do processo, avaliacdo de impacto
ambiental, emissdo de relatorios entre outros (SuperPro Designer®, 2018). Ele possui um
banco de dados com informacdes atualizadas de inmeros insumos e equipamentos utilizados
em processos industriais, além de ter a flexibilidade de possibilitar alteracfes no processo e

realizar simulagdes utilizando dados reais empiricos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL: CULTIVO E CARACTERIZACAO

Para obtencdo de material vegetal de alta qualidade, utilizou-se na presente pesquisa
um genotipo de A. annua (Gendtipo B24 - variedade 2/39x5x3M) com alto rendimento de
artemisinina (BOLINA et al., 2014), juntamente com informacdes de tratos culturais
(PALADINI, 2012; CAPELIN, 2012) e praticas pos-colheita (MARCHESE & FIGUEIRA,
2005). As plantas de A. annua foram cultivadas na Area Experimental da Universidade
Tecnolégica Federal do Parand, campus de Pato Branco (26°07°’S e 52°41° W - 760 m
altitude). Clima Cfa subtropical (KOPPEN, 1948) e solo pertencente a unidade de
mapeamento Latossolo Vermelho Distroférrico Umbrico, textura argilosa, alico, fase floresta
subtropical perenifolia, relevo ondulado (BHERING et al., 2009).

O primeiro lote de V. curassavica foi doado pela empresa Treetech Oleos Essenciais
de Pato Branco - PR, ja o segundo foi cultivado também na area experimental da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, campus de Pato Branco. A exsicata da planta

esta depositada no herbario da Unicamp, sob nimero UEC 112744.

O material vegetal foi colhido e seco em secador com circulagcdo forcada de ar
(Macanuda Hauber, modelo MS-G, Joinville, Brasil) a 40 °C. Ap6s secas as folhas foram
moidas em moinho de facas (Marconi, modelo MA340, Piracicaba, Brasil) usando uma
abertura de lamina de 1.5 mm. O material moido foi classificado de acordo com o tamanho da
particula utilizando um sistema vibratério (Bertel, modelo 1868, Caieiras, Brasil) com
peneiras de malha 8-100 mesh (WS Tyler, Wheeling, USA). Particulas de 48 — 80 mesh foram
usadas. A umidade do material vegetal foi determinada por perda de massa em camara de

secagem com circulagdo de ar for¢ada (Farmacopédia, 1988).
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3.2 EXTRACAO CONVENCIONAL COM MACERACAO A FRIO COM ETANOL —A.

annua

Os extratos etanolicos foram preparados de acordo com a metodologia de Rodrigues et
al. (2005), em que sdo utilizados dois tranques extratores em serie, 0 primeiro tanque é
alimentado com a planta seca e moida juntamente com a primeira porcdo de etanol 96°GL e
mantido sob agitacdo mecanica continua por 1,5 h a temperatura ambiente. O extrato
resultante do tanque 1 é filtrado e transferido para o tanque 2, sendo utilizado como liquido
extrator para uma nova porcao da droga vegetal; enquanto o tanque 1 é alimentado novamente
com mais uma carga de etanol 96° e o processo mantido em agitacdo por mais 1,5 h. A
operacdo é conduzida trés vezes, totalizando trés extratos que sdo reunidos para posterior
evaporacdo do solvente e quantificacdo de artemisinina. A obtencdo dos extratos foi realizada

em triplicata.

3.3 EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL COM HIDRODESTILACAO — A. annua e V.

curassavica

Para a extracdo dos 6leos essenciais, de ambas as plantas em escala de bancada, foi
utilizado o sistema apresentado na Figura 10: que consta de (A) manta de aquecimento
(WEA, modelo 100002); (B) baldo de fundo redondo de 1000 mL com boca esmerilhada; (C)
coluna ascendente com junta esmerilhada; (D) condensador; (E) tubo graduado a qual
apresente torneira na extremidade inferior; (F) Tubo de retorno.

No baldo B foi adicionado o material vegetal previamente seco e moido e 500 mL de
agua destilada. O baldo B foi acoplado a C e levado a ebulicdo com o auxilio de uma manta
de aquecimento A, posteriormente o vapor sofreu o processo de condensacao durante 3 h para
A. annua e 4 h para V. curassavica. Ao fim do periodo de refluxo o 6leo, juntamente com
hidrolato, ficou retido no tubo graduado e foram coletados em tubos de ensaio, centrifugados

a 1000 rpm por 10 min para separacdo da mistura, seguido da retirada do 6leo essencial com o
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auxilio de uma pipeta de Pasteur para posterior pesagem e calculo de rendimento. A obtencéo
de Oleo essencial de cada droga vegetal foi realizada em triplicata para reducdo de erros
experimentais. Os resultados das extracdes com hidrodestilacdo, das duas drogas vegetais,
foram comparados a destilacdo com arraste a vapor e utilizados para os estudos técnico-

econOmicos.

Figura 10 - Aparelho Clevenger. UTFPR Campus Pato Branco, 2015.

3.4 EXTRACAO COM DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO

As extracdes com dioxido de carbono supercritico foram realizadas no Laboratorio de
SeparagOes Fisicas LASEFI/DEA/FEA - UNICAMP. A unidade comercial em escala de
laboratorio de CO,Sc (MV-10 ASFE System, Waters, Milford, USA) foi utilizada para obter
os extratos de A. annua e V. curassavica. Na Tabela 1 estdo descritas as condicOes

operacionais utilizadas nas extracOes realizadas nas duas espécies vegetais.

O equipamento MV-10 ASFE é um extrator com células multiplas de extracdo que

opera em modo semiautomatico, com CO, com ou sem cossolvente. A unidade é equipada
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com vasos de extragdo de 5 cm® ou 25 cm®. Neste trabalho, o vaso de extracéo de 25 cm® foi

utilizado, preenchido com aproximadamente 10 g da droga vegetal.

Tabela 1 - Condicbes operacionais para as extracdes dos diferentes sistemas usando dioxido de carbono
pressurizado. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

Massa Vazéo

) Alimentacs Temperatura Presséo Total Vazdo Vazdo
Sistema Imentagao Etapas ot
0 0, 0,
© (°C) (bar) (g.min") CO; (%)  Etanol (%)
A. annua 10 40/50/60 1 200/250/300 2 100/85/75  0/15/25
ch: ;‘;Ssa‘”ca 10 40/60 1 100/150/200/250/300 2 100 0
V. curassavica 10 60 1 300 2 100 0
(lote 2)
V. curassavica 10 60 3 80— 200 — 300 2 100 0
(lote 2)

O leito de material vegetal foi preparado por empacotamento manual das particulas

solidas dentro da coluna de extracdo de 8 mL mostrado na Figura 11.

Figura 11 — Coluna de extra¢éo usada no MV-10 ASFE de 8 ml. LASEFI/FEA/UNICAMP Campinas, 2016.

Uma lamina de |a de vidro foi colocada em ambos os lados da coluna de extragédo para
evitar o arraste de particulas pelo solvente. A coluna de extracdo foi acoplada no forno do
equipamento (Figura 12).

Um periodo estatico de 15 min foi usado para permitir o contato entre as particulas e o
fluido supercritico. A taxa do fluxo de massa de CO, (Gama Gases Especiais, 99%,
Campinas, Brazil) foi variavel de acordo com o nivel de cossolvente. O extrato foi coletado
em frascos de vidro refrigerados para reduzir a quantidade de compostos volateis no fluxo de
saida de gas. O CO, foi circulado na coluna de extracdo até que ndo existisse nenhum extrato
perceptivel deixando o sistema (aproximadamente 25 min). A linha do tubo ap6s a coluna de

extracdo foi lavada com etanol para recuperar o extrato depositado nele. O solvente foi
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separado do extrato usando o sistema de rotovap. A massa total do extrato foi determinada
pela soma do extrato obtido durante a extracdo e o obtido pelo processo de limpeza (QUISPE-
CONDORI, 2005).

T— C Forno das
Colunas
- 3
Bomba de . kLl E‘ mn ]
A Solvents — | -
Misturador estatico I a Regulador de I G
Recipiente contrapressdo ﬂ
do solvente [__
D Bomba
— . _— J make-up
MODULODE | H
COLETA ==
Recipiente
Bomba CO, i DAS FRACOES do solvente
- " FTTTTTTITITTT
ENTREGA DE 4 &\ 4 d & 4 4 o\ 4 4 4
FLUIDO | ..
Ll . J

Tanque CO, i I | l l \ l

Coletores

Figura 12 - Componentes do equipamento MV-10 extrator com fluido supercritico. Adaptado de Waters, 2012.

Baseado em estudos anteriores (QUISPE-CONDORI et al., 2005), a taxa de fluxo de
massa para A. annua foi estabelecida em 2,0 g.min, e a razdo de solvente (S) e alimentago
de material cru (F) foi mantida constante em S/F =5,0. Para as extra¢gdes com V. curassavica

a taxa de fluxo de massa também foi estabelecida em 2,0 g.min™, e a razdo S/F = 12.

3.4.1 Planejamento Experimental e Andlise Estatistica

Foram realizados trés planejamentos para preparacdo dos extratos das duas drogas
vegetais CO,Sc, sendo que para a espécie A. annua foram testadas trés temperaturas (40, 50 e
60 °C), trés pressdes (200, 250 e 300 bar) e trés niveis de cossolvente (0, 15 e 25%),
resultando em um trifatorial com 27 pontos diferentes sem repeticdo (Planejamento
experimental - Apéndice A). Para a V. curassavica no primeiro planejamento foram testadas
duas temperaturas (40 e 60 °C) e cinco pressdes (100, 150, 200, 250, 300 bar) resultando em

um bifatorial com 10 pontos diferentes com 2 repeticdes (Planejamento experimental -
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Apéndice B). E no segundo planejamento para V. curassavica foram realizadas extracdes
sequenciais com trés pressdes diferentes (80, 200 e 300 bar) na temperatura de 60 °C com 2
repeticdes, e extracdo em uma etapa na pressao de 300 bar e temperatura de 60 °C com 2
repeticdes . O efeito dos parametros foi determinado pela anélise de variancia (ANOVA)
utilizando Minitab 16® (Minitab Inc, State College, USA) com 95% de nivel de confianca.

3.5 COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

3.5.1 Extratos de A. annua

Para a analise dos extratos de A. annua foi utilizado cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (Waters, 515, Pittsburg, USA) com detector de indice de refracdo (IR-Waters,
2414, Pittsburg, USA). A separacdo dos compostos foi realizada em coluna ciano (Luna CN,
54, 250 x 4,6 mm, Phenomenex, USA), a 35 °C. As separacOes foram realizadas em modo
isocratico, usando metanol: agua (60:40 v/v) uma vazdo de 1 mL.min™ com volume de
injecdo de 20uL; a temperatura de detector e coluna foi 35 °C. A determinacdo do conteudo
de artemisinina no material vegetal foi realizada pelo método de padrdo externo. Solucdes
estoque de padrdo externo (CisH»20s — CAS 63968-64-9, 98% Sigma-Aldrich, Missouri,
USA) nas concentragdes de 550, 750, 1000, 1250 e 1500 pg.mL* foram utilizadas
(CELEGUINI et al., 2009).

3.5.2 Oleo essencial e extratos de V. curassavica

Os extratos obtidos com CO,Sc, e 6leo essencial com destilacdo por arraste a vapor de
V. curassavica foram separados, quantificados (Método de normalizagdo de é&rea) e
identificados em cromatdgrafo gasoso (GC-EM — Shimadzu, GC 15, Kyoto, Japan), equipado
com uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (J&W Scientific, 5% fenil 95%
dimetilpolisoloxano, 30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 um, Folsom, USA), acoplado a um
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espectrdmetro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando por impacto de elétrons
(70eV).

As condicdes operacionais e procedimento analitico foram conduzidos conforme a
seguinte descri¢do: Temperatura do injetor 220 °C, e detector: 230 °C; gas de arraste: hélio na
vazdo de 1 mL.min™"; A diluicfo utilizada foi de 1uL de amostra em 1 mL de acetato de etila.
Volume de injec&o: 1 pL. Programa de temperatura: 60 °C - 240 °C, 3 °C,min".

A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparacao dos seus espectros
de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.) e indice de retencéo
(ADAMS, 2007). Os indices de retencdo de Kovats (IR) das substancias foram obtidos a
partir da mistura padrdo de hidrocarbonetos (Cq-Cys), aplicando-se a equacéo de Van den
Dool & Kratz, 1963.

3.6 AVALIACAO ECONOMICA

3.6.1 Espécie A. annua

A avaliacdo econdmica da producdo dos extratos de A. annua por CO,Sc e pelo
processo convencional de extracdo com maceracao a frio com etanol foi realizada utilizando a
ferramenta de custos do simuladora SuperPro Designer® versdo 8.5 (Intelligen Inc., Scotch
Plains, USA). Para obter rendimentos em escala industrial, foi assumido que durante um
determinado tempo de processo, 0 comportamento de extracdo tem o mesmo desempenho que
0 obtido experimentalmente na unidade de escala de laboratorial quando a proporgdo de
alimentacdo do solvente e os pardmetros operacionais (temperatura, pressdo, densidade e
porosidade) sdo mantidos constantes (VEGGI, CAVALCANTI, & MEIRELES, 2014).
Informacdes de rendimentos de extracdo alcancados em condicdes fixas de operacdo, como
temperatura, pressdo, densidade aparente, porosidade diametro medio de particula e relagcdo
de solvente e massa de planta de alimentacdo (S/F), foram utilizadas como informacdes de
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entrada para o modelo. As condic¢des operacionais assumidas na simula¢do sdo mostradas na
Tabela 2.

Tabela 2 - Pardmetros principais adotados para simulacdo do processo de extracdo de artemisinina com didxido
de carbono supercritico e convencional com etanol. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

Fluido supercritico Convencional
Solvente CO,Sc Etanol
Raz&o entre massa de solvente e planta (S/F) 5 7,5
Tempo de extracdo (min) 60 180
Densidade aparente do leito (g) 0,3 -
Condicdo 1 Condigéo 2

Pressdo de extracédo (bar) 250 200 1,0
Temperatura de extracdo (°C) 60 50 25
Rendimento de extragéo (%) 6,9 3,3 12,4
Conteldo de artemisinina no extrato (%) 115 23,4 0,76
Presséo de recuperagdo de etanol (bar) - - 1,0
Temperatura de recuperagéo de etanol (°C) - - 50

Como, em geral, as matérias-primas utilizadas para a obtencdo de compostos bioativos
ndo sdo commodities e sdo cultivadas em pequenas quantidades, plantas de extragdo com
CO,Sc com grande capacidade ndo sdo obrigatdrias e recomenda-se que comece com extrator
de 10-100 L e, se necesséario, aumentar a capacidade adicionando mais extratores, a Figura 13
ilustra e a unidade de extragdo com CO,Sc, composta por dois vasos de extragcdo que operam

em modo semi continuo, bomba para liquido e dois trocadores de calor.

CO; CO;
Emissio COs
Abastegimento CO;
-
Extracéo 1
Residuo 1
P1JE1
W@—*{ Vaso Extrator COz Recuperado
T
ecedor
Resfriador Bomba s g s174
et Separador
Extrpgdo 2
Extrato

TEEEET

Ly——— Residuo 2
R2JE2

Vaso Extrator

Figura 13 — Diagrama de fluxo para o processo de obtencdo de extratos de A. annua e V. curassavica com
dioxido de carbono supercritico. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.
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O processo de extracdo convencional com etanol requer 2 dornas de extragéo de 480
L, conforme Figura 14, para processar a mesma quantidade de A. annua usada em dois vasos

de extracdo de 100 L, duas bombas para liquido, filtro, evaporador, bomba de vacuo e

condensador.
¥ 33 Etanol 96
A.amua A19 M A. annua A20——>
e 3 Extrato E1
Etanol £ 1 | r :
H » b @
¥ Etanol E1' : : Residuo
) M o Extrato Concentrado
» » D-1/1

TI/E P-1/R-101 Destilador
Tanque Extrator Tanque Extrator

Figura 14 — Diagrama de fluxo para o processo de extracdo de artemisinina com etanol. UTFPR Campus Pato
Branco, 2017.

3.6.1.1 Parametros para Avaliacdo Econdmica

A analise econbmica primeiramente avalia o capital de investimento total de cada
processo de extracdo (CO,Sc e extracdo convencional com etanol). O capital de investimento
total refere-se aos custos fixos que sdo associados com o processo e inclui o capital fixo
direto, capital de operacdo e custos para abertura da empresa. O capital fixo direto (CFD)
representa o investimento fixo do projeto, como planta fisica e equipamentos e é calculado
pela soma dos custos direto, indireto e diversos que sdo associados com o capital de
investimento da planta. Os custos diretos incluem elementos que s&o diretamente
relacionados ao investimento, tais como custos com equipamentos, tubulagdes do processo,
instrumentacdo, edificacOes, instalacbes, etc (Tabela 3). Os custos para equipamentos de
extragdo com fluido supercritico (EFS) de diferentes tamanhos sdo estimados de acordo com
o “Power Law” (Eq. 2), onde: Ce é 0 custo do equipamento com capacidade Q; Cg € a
conhecida base de custo para equipamento com capacidade Cg; e M é a constante que
depende do tipo do equipamento, pois o0 custo de um item especifico do equipamento é em

funcdo do tamanho, materiais e construgéo, projetos de presséo e temperatura (ZABOT et al.,
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2015). Valores de M foram obtidos na literatura (PERRY & GREEN, 1997; PETERS,
TIMMERHAUS, & WEST, 2003; SMITH, 2005; TURTON, BAILIE, & WHITING, 2009).
O CFD foi estimado no simulador SuperPro seguindo o padrédo de se utilizar fatores de custo
em relacdo ao valor de compra para estimar todos os outros fatores de custo. A Tabela 3
mostra a base de custo adquirido em 2016 (cotagédo local, incluindo taxas de importacdo para
os itens ndo produzidos no Brasil), e os custos finais dos equipamentos de EFS de diferentes
tamanhos estimados de acordo com o “Power Law” estao disponiveis no Apéndice C para 5 e

50 L, e Apéndice D para 100 e 500 L.

ce=Co(2)" (1)

Os custos indiretos incluem custos que sdo diretamente relacionados ao
investimento, tais como engenharia e constru¢do. Custos adicionais como taxas do
empreiteiro e de contingéncias estdo inclusas nos custos diversos. O capital de giro foi
calculado multiplicando a quantidade de dias cobertos pelo custo unitario correspondente por
dia. O numero de dias considerado para estimar o capital de giro foi 30 dias. Finalmente, 0s
custos de inicializacdo incluem pré-lancamento, despesas Unicas incorridas para preparar uma
nova fébrica para operagdo e foi calculada pelo simulador com base na porcentagem
especificada (5%) do CFD. Os custos de operacdo incluem custos relacionados a demanda de
varios  recursos  (matéria-prima,  consumiveis, = mao-de-obra, instalacbes de
aquecimento/refrigeracdo e energia elétrica), bem como custos operacionais adicionais
(tratamento de residuos, instalacGes, transporte, custos de venda, royalties, etc.). O custo com
tratamento de residuo foi negligenciado, pois os solidos gerados no processo de extracao
podem ser utilizados como matéria-prima para obtencdo de outros produtos (VARDANEGA,
PRADO & MEIRELES, 2015; MARTINEZ-CORREA et al., 2016), para producédo de energia
atraves de conversdo de biomassa (PRADO et al., 2014), como biossorvente para remover
ions de metais pesados (ALBARELLI, RABELO, SANTOS, BEPPU, & MEIRELES, 2011),
ou at¢ mesmo como fonte nutricional para varios setores agricolas (ODLARE et al., 2011).
Os custos de supervisdo e administrativos, bem como os beneficios trabalhistas, foram

estimados pelo simulador, tomando o salario base como referéncia. Os custos da mateéria-
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prima incluem a aquisicdo, transporte e custos de preparacdo das folhas secas de A. annua.
Os custos com servicos de utilidade publica sdo devidos ao consumo de energia envolvido nos
trocadores de calor, destilador e na eletricidade consumida durante os processos. Os custos
com aquisi¢do de CO, incluem perdas do gas durante a etapa de descompressdo do vaso de
extracdo e o CO, que permanece dissolvido no extrato apds a etapa de separagdo, que foi
experimentalmente estimada em 2% em peso. O numero de operadores necessarios para
operacdo da planta produtiva foi considerado de acordo com o tamanho da mesma. Alguns
estudos relatam 1 a 3 operadores para capacidades de vasos de extracdo que variamde 5 L a
500 L (PRADO et al., 2014; VEGGI et al., 2014) (Tabela 4).

Tabela 3 - Base de custo para 0s equipamentos que compfem a planta de extracdo com fluido supercritico.
UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

m? Unidade base de custo
(R$)5L
Vaso de extracdo enjaquetado 0,82 39.295,64
Agquecimento 0,59 6.519,36
Refrigeracédo 0,59 7.217,15
Bomba CO, 0,55 77.167,20
Vaso de separacdo 0,49 9.489,95
Medidor de vazéo 0,60 24.921,15
Tangue de armazenamento de CO, 0,49 6.816,12
Valvula de retencéo 0,60 5.624,80
Vélvula micrométrica 0,60 3.444,40
Valvula de blogueio 0,60 695,20
Vaélvula de seguranca 0,60 979,60
Manémetro - 1.295,60
Controlador de temperatura 0,60 979,60
Tubulagdo, conectores, cruzetas, misturadores e separadores 0,60 11.565,60
Material estrutural para suporte dos equipamentos 0,60 12.829,96

M Constante dependente do tipo do equipamento.
°- Baseado em planta de extrago com 2 vasos extratores de 5 L.
# Baseado nas referéncias (Perry & Green, 1997; Peters et al., 2003; Smith, 2005)

A matéria-prima utilizada sera proveniente de compra de fornecedor, e 0 custo de
producdo do quilograma da folha seca da espécie A. annua (Tabela 4) foi calculado baseando-
se na referéncia Bragatto et al. (2003), tendo como base a planilha de custo para a cultura de
capim liméo (Cymbopogon citratus), com as devidas alteracbes de informacdes especificas
para cultura de A. annua, e atualizacdo de valores de material de consumo e méo de obralocal.
O espagamento entre plantas de plantio utilizado para célculo foi de 1x1 m para uma area de 1

hectare, resultando em 10.000 plantas.ha™, a adubacdo utilizada conforme recomendagcéo para
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produtividade de 10.000 Kg.ha™ para cultura do milho (conforme Comissdo Brasileira de
Fertilidade do Solo), conforme Paladini (2012), na formulacdo 5-20-20 (140 Kg de N; 135
Kg.ha de P,Os, 120 Kg.ha™ de K,0), sendo o nitrogénio distribuido em trés doses, sendo
uma na base e duas em cobertura. A producdo de massa de folha seca assumida de 4000
kg.ha™! (LAPKIN et al., 2006, Capelin, 2012). A planilha de calculo encontra-se disponivel no
Apéndice E.

Tabela 4- Principais dados de entrada para a analise econdmica. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.
Equipamento Industrial EFS

2 vasos de extracdo de 5 L R$ 243.550,07

2 vasos de extracdo de 50 L R$ 1.270.695,33

2 vasos de extracdo de 100 L R$ 1.922.578,80

2 vasos de extracdo de 500 L R$ 5.473.586,49
Equipamento Industrial Convencional

2 vasos de extracdo de 480 L® R$ 336.000,00
Méo de obra (salario base) R$ 18,96 h™*

2 vasos de extracdo de 5 L 1 operador

2 vasos de extracdo de 50 L 3 operadores

2 vasos de extracdo de 100 L 3 operadores
Matéria-prima

A.annua® R$2,93 kg™

Di6xido de Carbono® R$ 5,97 kg™*

Etanol © R$ 2,37 kg*

Eletricidade ° R$ 0,63 kWh

CaCl, (fluido refrigerante) © R$ 0,79 ton métrica™

Vapor (Alta pressdo) R$ 63,20 ton métrica™
Produto

Artemisinina® R$ 474,00 kg*

2 Calculo do valor do quilograma de folhas secas baseado em Bragatto et al, 2003 — Apéndice E.
b Cotacio direta (2016).

¢ SuperPro Designer 8.5® banco de dados.

4252, 2016.

O custo de operacdo e manutencdo (COM) dos extratos foi estimado baseado nos
custos parciais, tais como custos variaveis de producdo (CVP), custos fixos de producdo
(CFP) e despesas em geral (DG). CVP representam despesas de operagdo que variam com a
taxa de producdo, matéria-prima, suprimentos, servigos publicos, operadores e outros custos
operacionais. CFP é independente das varia¢Bes da taxa de producgdo e incluem impostos de
terra, seguros e depreciacdo do equipamento, que sao assumidos mesmo quando a planta ndo
estd em operacdo. DG representam as despesas que sdo necessarias para conduzir o negocio

como custos com gerenciamento, vendas, financas, pesquisa e desenvolvimento (TURTON,
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BAILIE, WHITING, & SHAEIWITS, 2009). O tempo de operacdo anual foi considerado de
7920 h por ano, que corresponde a 330 dias por ano de 24 horas diarias de operacao. Taxas de
depreciacdo (10%) e manutencdo de equipamento (6%) foram levadas em consideracao
(PETERS et al., 2003).

O prego de venda para os extratos produzidos foi calculado com base na concentragao
de artemisinina, os custos com purificacdo e semissintese em artesunato de sédio, descritos
nas secdes 2.4 e 2.5, foram negligenciados nas estimativas econémicas do processo de
producdo por falta de dados experimentais e de informacdes descrevendo as etapas e despesas
envolvidas. O preco de venda assumido para a artemisinina cristalizada foi US$ 150,00 kg™
(A2S2, 2016).

3.6.2 Espécie V. curassavica

Para a realizacdo da analise econdmica da producdo de Oleo essencial de V.
curassavica foi utilizada a Metodologia Multi-indice Ampliada (MMIA), com as abordagens
deterministica e estocastica. O aplicativo web $AVEPI e programacéo de planilhas eletrénicas
de célculos no MS-Excel® foram utilizados como ferramentas computacionais na execucao do

estudo.

Uma agroindustria foi idealizada para avaliacdo econdmica da producdo de o6leo
essencial a partir da V. curassavica, ou seja, a matéria-prima utilizada serd produzida no
préprio empreendimento. Foram estabelecidos dois estudos de caso para atender a demanda
de bleo essencial de aproximadamente 400 L por ano. Na primeira situacdo, a tecnologia de
extracdo com CO,Sc foi selecionada por ser mais ambientalmente correta, com equipamento
constituido em dois vasos de extragdo de 100 L (aproximadamente 50 kg de matéria-prima
cada vaso). E na segunda, extracdo com destilagdo com arraste a vapor em uma dorna de
extracdo com capacidade de 100 kg de matéria-prima. As mesmas condi¢cdes anteriormente

utilizadas para ampliacdo de escala do processo de extracdo de artemisinina a partir de A.
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annua também foram assumidas para a planta V. curassavica, ou seja, 0 comportamento de
extracdo tem o mesmo desempenho que o obtido experimentalmente (VEGGI,
CAVALCANTI, & MEIRELES, 2014). Informaces de rendimentos de extracdo alcangados
em condicOes fixas de operagdo, como temperatura, pressdo, densidade aparente, porosidade,
didmetro médio de particula e relagdo de solvente e massa de planta de alimentacdo (S/F),
foram utilizadas como informacdes de entrada para o modelo. As condi¢des operacionais
assumidas na simulacdo sdo mostradas na Tabela 5.

Tabela 5 - Principais parametros adotados para simulagdo do processo de extragdo de dleo essencial de V.

curassavica com dioxido de carbono supercritico e convencional por destilagdo com arraste a
vapor. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

Fluido supercritico Destilacéo - arraste a

vapor
Solvente CO,Sc --
Razdo entre massa de solvente e planta (S/F)? 12 -
Tempo de extra¢do (min) 60 180
Densidade aparente do leito (g)* 0,71 --
Pressdo de extracdo (bar) 80 --
Temperatura de extragdo (°C) 60 100
Rendimento de extracdo (%) 1,03 0,91
Contetido de a-humuleno no extrato (%) 1,42 1,71

 QUISPE-CONDORI (2005).

3.6.2.1 Parametros para Avaliacdao Econdmica

Os custos com implantacdo e manutencdo da cultura foram baseados nas informacdes
obtidas durante o cultivo da espécie V. curassavica na Area Experimental da UTFPR em Pato
Branco — PR. Como ndo ha recomendacdo de adubacdo para a erva baleeira, seguiu-se a
recomendacdo do Manual de Adubacdo e Calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e
Santa Catarina, para a cultura do cha, a qual foi a mesma utilizada por Montanari (2011)
devido a similaridade entre as culturas em relagdo ao porte, densidade de plantio por hectare,
manejo e interesse comercial. Dessa forma, o espacamento das mudas determinado para o
plantio foi de 0,8 m x 1,5 m (totalizando 9.200 plantas por hectare). Os custos com adubacéo
foram determinados de acordo com a analise do solo local anterior a data de implantacdo da

cultura. As demais despesas, como custo de utilizacdo de equipamentos agricolas, custo de
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aquisicdo de mudas de erva baleeira, mdo-de-obra, tratos culturais, insumos, etc, foram

levantados por cotagdo direta em Junho de 2017.

O ano zero corresponde ao inicio das atividades com a locacéo da area de plantio (2
hectares com caracteristicas similares as da area onde a cultura experimental foi instalada),
aquisicdo de mudas, preparo do solo, adubacéo, corregéo do solo e plantio. A corre¢do do solo
consiste na realizacdo de uma aragdo, com arado de discos, seguida de gradagem para
promover a homogeneizacdo da calagem e adubacdo. O capital de investimento é composto
por todos os custos de instalacdo, desde a implantacdo da cultura, compra de equipamentos
para extracdo do Oleo essencial, construcdo de estrutura fisica para processamento e

acondicionamento da matéria-prima apos a coleta.

O controle de plantas daninhas utilizado é quimico, 3 aplica¢cdes de herbicidas por ano
apo6s a poda das plantas, e capina. A adubacdo além de ser realizada no plantio, deve ser
refeita ap6s cada colheita, também totalizando 3 aplicacbes por ano. Apds a colheita do
material vegetal, 0 mesmo deve permanecer em local protegido para secagem, para posterior
beneficiamento e processamento. A Tabela 6 mostra as despesas que compdem 0s custos de
producdo de erva baleeira elaboradas conforme Andrido et al., 2010 e Castro et al., 2005

(Planilha completa no Apéndice F).

O horizonte de analise adotado é de 120 meses (10 anos), tempo esse também minimo
de vida util da plantacdo de erva baleeira (MORAES, L.K.A.%), sendo que o primeiro ano
compreende as fases de implantagdo, com duracdo de 6 meses, e fase de producéo inicial, a
qual iniciou-se no 7° més com a realizacdo da primeira colheita. Para a indUstria operar 12
meses no ano, as colheitas por poda drastica sdo realizadas diariamente por funcionarios
contratados sob regime mensalista, sendo necessario um periodo de 4 meses para a colheita e
processamento do material vegetal colhido em 2 ha, tempo este também necessario para o
rebrote da parte vegetativa das plantas. Assim sdo aproximadamente 7.360 kg.ha™ (média de
0,8 kg por planta) colhidos de 4 em 4 meses. A indudstria conta com 2 hectares de erva

2 MORAES, L.K.A. (Itaipu Binacional, Engenheira Agrénoma) Comunicac&o pessoal, 2017.
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baleeria totalizando em torno de 14.720 kg de massa seca para serem processadas em 3

colheitas no ano, resultando em aproximadamente 147 L de 6leo essencial por colheita.

Dessa forma, estabeleceu-se o nimero de 3 extracdes diarias, para cada método de
extracdo, totalizando um processamento médio diario de 300 kg de massa seca de folhas. A
Tabela 7 contém informagGes sobre 0s investimentos a serem realizados para implementacéao
da fébrica de extracdo com CO,Sc e destilacdo com arraste a vapor, os calculos detalhados
estdo dispostos no Apéndice G e H, respectivamente. As Figuras 13 e 15 ilustram a Unidade

de extracdo com CO,Sc e Unidade de extracdo com destilacdo com arraste a vapor .

Tabela 6 - Principais dados de entrada para a andlise econdmica da produgdo agricola de erva baleeira por
hectare. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

mao de obra R$ 1.974,52
Encargos R$ 1.382,15
Herbicidas R$ 16,27
Capina R$ 153,19
Arrendamento (12 parcelas) R$ 191,52
Ureia R$ 429,00
Fosforo R$ 132,15
Potéssio R$ 124,47

Célculo baseado em ANDRIAO et al., 2010; CASTRO et al., 2005.

A. annualV. curassavica Vapor dgua + volateis Agua de

A1l Arrefecimento
irolato + Oleo j Oleo
- Hidrolato
Vapor V1 .[ ]. 12 D-173
D-1/1 Condensador -

Decantador

Dorna

Residuo  Agua de
Arrefecimento

Figura 15 — Diagrama de fluxo para o processo de extragdo de 6leo essencial com destilagdo por arraste a vapor.
UTFPR Céampus Pato Branco, 2017.

Apos a construcdo das planilhas de rendimento e custos, elaboradas com base nas
despesas referentes a producdo agricola da droga vegetal e dos dois métodos de obtencéo dos
compostos volateis das folhas secas, foi utilizada MMIA e o aplicativo web $AVEPI. Foram
adotadas abordagens deterministica e estocastica como ferramentas de analise quantitativa.

Além disso, para a abordagem deterministica, realizaram-se novos calculos para se observar o
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efeito da variagdo do preco de venda sobre o Valor Liquido Presente (VPL). Ja a abordagem
estocastica, ocorreu por meio da Simulacdo de Monte Carlo (SMC), sendo realizadas 10.000

simulacdes.

Tabela 7 - Principais dados de entrada para a analise econémica de extracdo por didxido de carbono supercritico
e destilacdo por arraste a vapor. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

Fluido supercritico Convencional — Destilacdo
por arraste a vapor

Equipamento Industrial EFS

2 vasos de extracdo de 100 L R$ 1.922.557,80
Equipamento Industrial Arraste a vapor
1 vaso de extracdo de 100 kg” R$ 53.720,00
M&o de obra (unidade) 3 1
Méo de obra (salario base) R$ 18,96 h™ R$ 18,96 h™*
Matéria-prima e insumos
V. curassavica * R$ 0,60 kg™ R$ 0,60 kg™
Di6xido de Carbono ° R$ 5,97 kg™
Eletricidade ° R$ 0,63 kWh R$ 0,63 kWh
Agua (fluido refrigerante) © R$ 0,79 ton™ métrica R$ 0,79 ton™ métrica
CaCl, (fluido refrigerante) © R$ 0,79 ton™ métrica
Vapor (Alta pressio) R$ 63,20 ton™ métrica
Produto
Oleo essencial R$ 2.500,00 R$ 2.500,00

& Estimativa do quilograma de folhas secas baseado em Andrido et al., 2010 e Castro et al., 2005.
® Cotagdo direta (2017).
¢ SuperPro Designer 8.5® banco de dados.

Os indicadores analisados durante o processo de tomada de decisdo foram: Valor
Presente (VP), Valor Presente Liquido (VPL), Valor Presente Liquido Anualizado (VPLA),
indice Beneficio Custo (IBC), Retorno Adicional sobre o Investimento (ROIA) e indice
ROIA/TMA para avaliar a dimensdo retorno (SOUZA & CLEMENTE, 2009; LIMA et al,
2017).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICA DO MATERIAL VEGETAL

Os valores de densidade real da particula e porosidade do leito, para as duas matérias-
prima sdo os seguintes: para A. annua sdo 950,9 kg.m> e 0,68 ¢; e para V. curassavica 1360
kg.m? ¢ 0,71 &, respectivamente (QUISPE-CONDORI, 2005). Os resultados de teor de
umidade e didmetro de particula, pardmetros estes utilizados em todos os ensaios de extracdo
com CO,Sc, estdo mostrados na Tabela 8, tais valores ficaram proximos aos encontrados por
Quispe-Condori (2005), mostrando fidelidade nos cuidados de preparacdo da matéria-prima

para extragao.

Tabela 8 — Caracterizacdo do Material Vegetal. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.
Teor de Umidade (%) Diametro Particulas

(10*m)
A. annua 11+ 0,5 5,02
V. curassavica 11+ 0,7 4,25

4.2 EXTRACAO DE OLEO ESSENCIAL E ARTEMISININA DE A. annua

O rendimento de 6leo essencial obtido por destilacdo com arraste a vapor foi de 0,54 +
0,05 g.100g™* planta, resultado este comparado a literatura, cuja faixa de variacdo é de 0,24 a
0,50 g.100g™ planta (TELLEZ et al., 1999; JUTEAU et al., 2002; QUISPE-CONDORI, 2005;
BOLINA et al., 2013). De acordo com a analise por GC-MS, os constituintes majoritarios do
6leo essencial sdo canfora (53,31%, m/m) e borneol (10,26%, m/m), conforme Tabela 9. Em

termos de artemisinina, composto termolabil, ndo houve presenca no cromatograma.

O processo convencional de extracdo utilizando etanol obteve rendimento global de
extragdo (Xo) de 12 + 1 g.100 g™ extrato, comparavel a faixa de variagdo de 3,4 — 28,3 g.100

g™ extrato obtida com vérios outros solventes, como hexano, éter de petréleo, ciclohexano,
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etanol e triclorometano (HAO, HAN et al. 2002, RODRIGUES et al. 2006, MARTINEZ-
CORREA et al. 2016). O processo de extracdo com CO,Sc resultou em valores de X, da faixa
de 3,81 — 9,55 g.100 g de matéria-prima, similarmente aqueles obtidos por Quispe-Condori
(2005) e Martinez-Correa et al. (2016), que obtiveram rendimentos na faixa de 5,2 — 5,7 g.100
g* de matéria-prima.

Tabela 9 - Composicdo quimica do éleo essencial de A. annua extraido por destilacdo com arraste a vapor.
CPQBA/UNICAMP Campinas, 2017.

Pico Composto Proporcao RT (min) RI” RI”
(%)
1 a-Pineno 0,804 5,312 951 932
2 Canfeno 2,832 5,680 962 946
3 B-Pineno 1,759 6,404 983 979
4 p-Cimeno 1,515 7,808 1024 1020
5 1,8-Cineol 1,017 8,002 1030 1026
6 Canfora 52,900 12,275 1148 1141
7 Borneol 10,154 13,080 1169 1169
8 - 0,668 13,475 1179
9 Tujol 2,176 14,879 1212 1181
10 - 0,522 15,203 1220
11 -Cariofileno 2,167 23,409 1417 1417
12 B-Cedreno 1,616 25,689 1474 1419
13 B-Copaeno 4,016 25,921 1480 1441
14 Sesquissabineno 5,495 25,029 1458 1457
15 - 0,579 26,099 1484
16 - 0,605 29,546 1570
17 - 1,134 29,697 1574
18 Oxido de cariofileno 2,713 29,843 1578 1582
19 - 1,374 31,398 1617
20 - 2,259 31,636 1624
21 1-epi-Cubenol 1,305 31,787 1629 1627
22 - 0,690 32,646 1653
23 - 0,694 33,673 1683
*RT: Tempo de retencéo; RI: Indice de retencéo; (-) N&o identificado.
Calculado

“Tebrico (ADAMS, 2007)

O efeito da temperatura, presséo e proporcao de cossolvente em X, foi avaliado pela
analise de variancia (ANOVA), (Analise completa disponivel no Apéndice I). Apenas a
proporcdo de cossolvente influenciou positivamente no Xy (p-valor = 0,821) de A. annua,
como mostrado na Figura 16. A adicdo de etanol ao CO,Sc resultou em um aumento de
polaridade do solvente, o qual conduziu a uma capacidade maior de dissolver mais
compostos, presentes na matéria-prima, do que o CO,Sc sozinho. Este comportamento foi

também observado em outros estudos que compararam a extracdo usando CO,Sc com e sem
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adicéo de cossolvente (VEGGI, CAVALCANTI et al., 2014; VEGGI, PRADO et al. 2014).
Os extratos obtidos a cada conjunto de temperatura, presséo e volume de cossolvente testados,
apresentaram variabilidade na coloracdo da amostra, indicando diferencas na composicao. No
Apéndice J estd disponivel a Cromatografia de Camada Delgada mostrando o perfil
cromatogréafico dos extratos.
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Figura 16 - Rendimento global dos extratos de A. annua obtidos por extragdo com didxido de carbono supercritico
em funcéo de combinag8es de temperatura e presséo e proporc¢do de cossolvente etanol.
LASEFI/FEA/UNICAMP Campinas, 2016.

O extrato obtido por extracdo com etanol apresentou um contetdo de artemisinina
(ART) de 6,0 + 0,5 g.100 g™ de extrato, o qual resulta em um rendimento de artemisinina
(AY) de 0,7 g.100 g* de planta, enquanto que a extracdo com CO,Sc produziu extratos com
ART de 1,0 — 23,4 g.100 g* extrato. Os resultados da ANOVA mostraram que a adicdo de
proporcao de cossolvente influenciou significativamente apenas ART (p-valor = 0,93).

A Figura 17 mostra o efeito do cossolvente na ART, na qual é possivel observar que o
aumento da proporcéo de cossolvente reduziu ART, mostrando que o aumento de polaridade
do solvente ndo contribuiu para a extragdo de artemisinina. Um estudo de solubilidade
anterior demonstrou que o CO,Sc puro € melhor solvente para recuperacdo de artemisinina

em EFS com pressdo e ponto de inversdo nas isotermas de solubilidade, possivelmente
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associado a pressdo de vapor de artemisinina vs efeitos da densidade (XING, YANG et al.
2003).
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Figura 17 - Contetdo de artemisinina obtido por extracdo com didxido de carbono supercritico, em fungéo de
combinagbes de temperatura e pressdo e proporgdo de cossolvente etanol. LASEFI/FEA/
UNICAMP Campinas, 2016.

De acordo com os rendimentos apresentados na Tabela 10, a extracdo com etanol
ofereceu melhores resultados de X, quando comparada aos resultados da extragdo com
CO,Sc, no entanto, os extratos obtidos da operagdo com CO,Sc apresentaram maiores ART
(maior concentracdo de artemisinina), especialmente aqueles obtidos com CO,Sc puro.
Porém, Martinez-Correa et al. (2017) observaram que ndo houve diferencas significativas
entre os valores de X, e ART para as duas tecnologias de extracdo, nas condic¢des de 60 °C
400 bar para CO,Sc, e 25 °C e pressdao atmosférica para etanol. As diferencas entre 0s
resultados observados neste estudo e nos relatados por Martinez, Correa et al. (2017) seriam
relacionadas aos procedimentos de extracdo adotados em cada estudo, considerando que as
condicdes de extracdo com CO,Sc e extracdo com etanol foram diferentes. Por outro lado, em
relacdo a ART, a melhor condicdo encontrada neste estudo foi 50 °C e 200 bar (23,4 g. 100 g°
! extrato), enquanto AY mais alta foi obtida a 60 °C e 250 bar (0,76 g. 100 g planta), o que
estd em acordo com a literatura que relata AY na faixa de 0,2 — 0,9 g. 100 g™ de planta
quando CO; puro € utilizado (KOHLER, HAERDI et al. 1997; QUISPE-CONDORI, et al.
2005; LIN, YANG et al. 2006; TZENG, LIN et al. 2007; MARTINEZ-CORREA et al. 2017).
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Tabela 10 — Avaliagdo do rendimento global de extragdo, concentragdo de artemisinina no extrato e contetido de
artemisinina na folha de A. annua, obtidos em diferentes condigdes de extracdo com diéxido de
carbono supercritico e com o solvente etanol. LASEFI/FEA/UNICAMP Campinas, 2016.

Cossolvente Temperatura Presséo Xo ART AY
(%) (°C) (bar) (9- 100 g™planta) (9. 100 g* extrato) (g. 100 g* planta)

40 200 3,81 4,38 0,17

250 4,02 15,24 0,61

300 4,01 1,90 0,08

50 200 3,34 23,41 0,78

0 250 4,90 4,00 0,20

300 4,00 6,32 0,25

60 200 4,73 12,33 0,58

250 6,90 11,54 0,80

300 5,69 14,16 0,81

40 200 7,48 1,98 0,15

250 6,08 1,38 0,08

300 7,76 1,66 0,13

50 200 3,17 3,62 0,12

15 250 5,85 1,41 0,08

300 9,55 1,93 0,18

60 200 7,11 1,44 0,10

250 7,72 0,80 0,05

300 4,99 1,04 0,17

40 200 5,36 1,59 0,10

250 4,84 1,30 0,06

300 5,55 1,09 0,06

50 200 6,25 1,86 0,12

25 250 7,04 1,68 0,12

300 8,55 4,47 0,38

60 200 5,37 1,52 0,08

250 5,07 1,08 0,06

300 7,66 2,24 0,17

ETOH Ambiente Atmosférica 12,0+1,0 6,0+£05 0,75+0,04
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4.3 EXTRAC}AO DE OLEO ESSENCIAL DE V. curassavica
4.3.1V. curassavica — Lote 1

A obtencdo de Oleo essencial por destilacgio com arraste a vapor mostrou um
rendimento global (Xo) de 0,57 + 0,02 g.100 g™ de matéria-prima, comparavel & literatura, e
variam de 0,23 a 0,55% B.S. (QUISPE-CONDORI, 2005; CARVALHO Jr. et al., 2004;
QUISPE-CONDORI et al., 2008; GILBERT & FAVORETO, 2013), com proporc¢ao relativa
de 29% de p-cariofileno, identificado como componente majoritario, seguido de o-pineno
com 28,15% ¢ a-humuleno com 3,64%, conforme pode ser observado na Tabela 11, e
concentracdo de a-humuleno (a-HUM) de 1,5 g.100 g de 6leo essencial. O X, da extracio
com CO,Sc variou de 1,5 a 6,5 g.100 g™* de matéria-prima superando o reportado por Quispe-
Condori et al. (2008) que obteve 3,6 + 0,4 g.100 g de matéria-prima a 60 °C e 300 bar; e 0
reportado por Michielin et al. (2009), cujo X, foi 5,0 + 0,2 g.100 g™ de matéria-prima, obtido
a50°C e 300 bar.

Os resultados obtidos na extragdo com CO,Sc ndo apresentaram diferenga
estatisticamente significativa para X, de 6leo essencial, para as temperaturas e pressoes
testadas com nivel de confianca de 95% (ANOVA- Apéndice K). A Figura 18 apresenta as
isotermas de X, obtidas a 40 e 60 °C. Apesar do alto desvio dos resultados, é possivel
observar varios pontos de inversdao e uma tendéncia de aumento do rendimento com o
aumento da pressdo, principalmente a 60 °C. O alto desvio destes resultados pode ser
justificado por erros experimentais ocorridos durante a execugdo do planejamento. Uma das
possiveis causas pode ser atribuida ao intervalo de tempo necessario para a execucdo das
extracOes, pois o material vegetal foi armazenado ja moido e classificado, podendo ter
causado a perda dos compostos volateis. A unidade de extracdo MV-10 utilizada no
experimento também apresentou problemas e durante a realizagdo deste estudo necessitou de
manutencdo. Em funcdo disso, foi necessario mais de um operador executar o planejamento

experimental proposto.
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Tabela 11 - Composicao quimica do dleo essencial de V. curassavica — Lote 1 obtido por destilagdo com arraste.

CPQBA/UNICAMP Campinas, 2017.

Pico Composto Proporgao (%) RT (min) RI” RI™
1 a-Pineno 28,15 5,366 953 932
2 B-Pineno 0,52 6,300 980 974
3 B-Pineno 0,85 6,400 983 974
4 1,8-Cineol 0,38 7,950 1029 1026
5 - 0,84 8,010 1030
6 - 1,54 12,100 1143
7 - 0,50 17,090 1265
8 - 0,48 21,637 1374
9 - 0,40 22,339 1391
10 - 0,88 22,977 1406
11 B-Cariofileno 29,72 23,533 1420 1417
12 a-Humuleno 3,64 24,814 1452 1452
13 Aromadendreno 2,24 24,976 1456 1458
14 9-epi-(E)-Cariofileno 5,30 25,111 1460 1464
15 y-Muuroleno 2,87 25,921 1480 1478
16 - 0,66 26,067 1483
17 y-Amorfeno 4,34 26,548 1495 1495
18 B-Bisaboleno 2,25 26,872 1504 1505
19 - 1,47 27,045 1508
20 8-Amorfeno 1,31 27,298 1515 1511
21 - 1,81 27,606 1522
22 (E)-y-Bisaboleno 0,48 27,920 1530 1529
23 anti-sin-sin-Helifolen-12-al C 1,84 33,149 1669 1619

I3T: Tempo de retencdo; RI: Indice de retencio; (-) N&o identificado.
Calculado
" Tebrico (ADAMS, 2007)
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Figura 18 — Isotermas de rendimento global de extragdo obtidas com diéxido de carbono supercritico
a partir de V. curassavica para diferentes condicBes de temperatura e presséo.

LASEFI/FEA/UNICAMP Campinas, 2016.
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N&o foi verificada diferenca estatisticamente significativa a 95% de significancia no a-
HUM, conforme observado na Figura 19. Apesar de ndo haver diferencga significativa no a-
HUM obtido nas condicGes estudadas, é possivel indicar a condi¢do de 40 °C/100 bar como a
melhor neste caso, porque apresentou a maior pureza do composto de interesse, embora o

desvio dos resultados diminua a sua confiabilidade.
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Figura 19 — Teor de a-humuleno nos extratos V. curassavica para diferentes condicBes de
temperatura e pressdo com extracdo com dioxido de carbono supercritico.
LASEFI/FEA/ UNICAMP Campinas, 2016.

4.3.2 V. curassavica — Lote 2

O planejamento do segundo lote de extracBes de V. curassavica foi realizado devido
aos erros experimentais apresentados nos resultados do primeiro lote. Os autores Quispe-
Condori et al. (2003), Quispe-Condori et al. (2008) e Michielin et al. (2009) alcancaram os
melhores rendimentos a 300 bar e 60 e 50 °C, respectivamente. Portanto, um novo

planejamento a 300 bar foi sugerido: Extracdo em etapa Unica a 60 °C e 300 bar, e processo
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de extracdo fracionada a 60 °C com trés niveis de pressdo (80, 200 e 300 bar), a qual
demonstrou resultados promissores em estudo anterior (QUISPE-CONDORI, 2005).

A Figura 20 apresenta os rendimentos globais de 6leo essencial (Xo) e concentracdo de
a-humuleno (a-HUM) no mesmo, para as diferentes técnicas e condi¢cdes de extracdo. A
extracdo de 6leo essencial por destilagdo com arraste a vapor obteve X, de 0,9 £ 0,06 9.100 g°
! planta, comparavel a literatura de 0,23 a 0,55% B.S. (QUISPE-CONDORI, 2005;
CARVALHO Jr. et al., 2004; QUISPE-CONDORI et al., 2008; GILBERT & FAVORETO,
2013), e a-HUM de 1,71 + 0,26 g.100 g™ 6leo essencial. O perfil quimico do 6leo essencial
obtido por destilagdo a vapor indicou como componentes majoritarios o a-pineno e o f-

cariofileno (perfil quimico completo disponivel no Apéndice L).

A obtencgdo de extrato com CO,Sc em um Unico estagio, a 60 °C e 300 bar, resultou
em X de 3,94 + 0,32 g.100 g™ planta, enquanto na extracdo sequencial com trés pressées o
X, total foi de 5,02 + 0,11 g.100 g™ planta, superando a extracdo em uma Unica etapa. No
entanto, a-HUM nas duas condi¢fes nao atingiu o resultado obtido com destilacdo com
arraste a vapor. Nos ensaios experimentais com o primeiro lote de V. curassavica, na
condicdo de 60 °C e 250 bar, 0 X, obtido foi de 6,5 g.100 g™ planta, ¢ a-HUM de 0,27 g.100
g* extrato, havendo divergéncia nos resultados das extragdes dos dois lotes. O que pode ser
justificado por caracteristicas especificas da matéria-prima de cada lote utilizado, pois
também houve variabilidade nos resultados da extracdo com destilagdo a vapor. A
composicdo quimica do 6leo volatil na condigdo de 60 °C e 250 bar teve como componente
majoritario o p-cariofileno sem a presenga de a-pineno. O perfil quimico completo esta

disponivel no Apéndice L.

Avaliando individualmente cada etapa da extracdo fracionada de 60 min com CO,Sc
(Figura 20), na temperatura de 60 °C e nas pressdes de 80, 200 e 300 bar, observa-se que a
pressdo de 80 bar resultou no menor X, das trés etapas, 1,03 + 0,001 g.100 g™ planta, porém
com a maior a-HUM, obtendo uma fracéo 1,42 + 0,05 g.100 g™* extrato de a-humuleno, e 9,33
+ 0,8782 9.100 g* extrato de S-cariofileno, sendo a aliquota de maior interesse no estudo.

Quando comparada aos resultados obtido por Quispe-Condori et al. (2008), o autor obteve Xq
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similar, porém a concentracdo de f-cariofileno foi consideravelmente maior. Isso pode ser
justificado pela variacdo do lote de matéria-prima e acesso da espécie de V. curassavica, ja
que o Gleo essencial obtido por destilagdo com arraste a vapor também obteve concentracao
mais baixa (14,76 + 3,09 g.100 g™ 6leo essencial) do g-cariofileno. Os extratos resultantes da
extracdo sequencial apresentaram coloracdo diferenciada entre si, Figura 21, assim como
composicao quimica com elevada variabilidade. Na fracdo obtida a 60 °C/80 bar o composto
majoritario também ¢é o B-cariofileno seguido do bisaboleno e auséncia de a-pineno. No
extrato obtido a 60 °C/200 bar ha a presenca ainda do a-humuleno, g-cariofileno, bisaboleno,
aléem do bergamotol, acetato de bisabolol e o numero de compostos detectados é
consideravelmente maior. Na Ultima fracdo a 60 °C/300 bar, também ha uma elevada
variabilidade de compostos, com a presenca de a-humuleno, g-cariofileno, bisabololeno,
bergamotol, acetato de bisabolol e compostos provavelmente de alta massa molecular, perfil
quimico com os compostos identificados das fracfes de extrato estd disponivel nos Apéndice
M.
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Figura 20 — Rendimento de 6leo volatil e concentragdo de a-humuleno para extragcdo com destilacdo com arraste
a vapor, diéxido de carbono supercritico em um estagio e diéxido de carbono supercritico sequencial
nas pressdes de 80, 200 e 300 bar. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.
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Figura 21 — Extratos de V. curassavica obtidos por extracdo fracionada com dioxido de carbono supercritico nas
pressdes de 80, 200 e 300 bar. LASEFI/FEA/UNICAMP Campinas, 2017.

4.4 ANALISE ECONOMICA

4.4.1 Producéo de artemisinina a partir de A. annua

Os custos de cultivo de A. annua foram estimados de acordo com a literatura Bragatto
(2003), utilizando valores de m&o de obra locais, custos de hora méquina tabelados e insumos
com valores atualizados, além de simular a condigdo de cultivo terceirizado, chegando ao

valor de R$ 2,93 kg™, a planilha com os calculos esta disponivel no Apéndice E.

4.4.1.1 Extracdo com CO,Sc

Duas condicdes de extracdo com CO,Sc foram escolhidas para verificacdo do impacto
destas varidveis na avaliagdo econdmica do processo. A primeira, a 50 °C e 200 bar que
resultou em maior ART (23,4 g.100 g™ extrato) e a segunda condicdo, a 60 °C e 250 bar com
resultado 6timo X, (6,9 g.100 g™* planta) — ambas com alto AY (0.8 g.100g™ planta).

A Figura 22 apresenta a influéncia do aumento de escala do processo (5 L, 50 L, 100
L e 500 L) no Custo de Operacdo e Manutencdo (COM) e na produtividade de artemisinina
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anual. E possivel observar que nas duas condigbes de processo testadas houve redugio do
COM com o aumento de escala, enquanto a produtividade cresceu expressivamente. O menor
COM encontrado foi na condicéo de 60 °C e 250 bar na capacidade de 500 L (R$ 295,00 kg
1. A condic#o de 50 °C e 200 bar apresentou COM de R$ 608,91 na mesma capacidade. Este
resultado estd associado ao menor rendimento de extracdo obtido desta condicédo (3,34 g.100

g* planta), embora este extrato apresente maior ART (23,4 g.100 g™ extrato).
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2500 - -8

2000 -

COM (R$/kg)
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Figura 22 — Influéncia do aumento de escala do sistema no custo de producdo e produtividade de artemisinina
para extragdo com dioxido de carbono supercritico. COM_1 e Prod_1: Custo de produgdo e produtividade
de artemisinina na condi¢cdo 1 (50°C/200 bar); COM_2 e Prod_2: Custo de producdo e produtividade de
artemisinina na condigdo 2 (60°C/250bar). UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

O Capital Fixo Direto (CFD), Figura 23, apresentou crescimento assim como a
produtividade, atingindo valores de R$ 33,8 Mi para a capacidade de 500 L. Vérios autores
observaram o0 mesmo comportamento de COM, produtividade e CFD com a variagdo da
capacidade de extracdo utilizando extragdo com CO,Sc para obtencdo de diversos compostos
bioativos a partir de diferentes matrizes vegetais como Rosmarinus officinalis, Curcuma long
e Passiflora edulis (ZABOT et al., 2015, OSORIO-TOBON et al., 2016, VIGANO et al.,
2017).

As Figuras 24 e 25 apresentam a influéncia do aumento de escala na composicao do

COM nas duas condi¢cbes estudadas. Nota-se 0 mesmo comportamento da composic¢do do
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COM com o aumento da escala para ambas as condic¢des, sendo que na escala de 5 L a maior
fracdo é a mdo de obra diminuindo gradualmente ao longo do aumento da capacidade de
producdo. Esse comportamento € observado porque as plantas industriais de EFS néo
requerem um grande numero de trabalhadores devido ao alto nivel de instrumentacéo e
automacdo em plantas industriais (VIGANO et al., 2017). Os custos com utilidades
permanecem praticamente constantes para as diferentes escalas de producdo adotadas. Por
outro lado, o custo com matéria-prima aumenta a medida que a producéo cresce até a assumir

a maior fatia na composi¢do do COM (aproximadamente 64%) na escala de 500 L.
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Figura 23 — Influéncia do aumento de escala do sistema no capital fixo direto para extragdo com dioxido de
carbono supercritico. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.
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Figura 24 — Influéncia da capacidade do sistema na composicdo do custo de producdo de artemisinina para
extracdo com didxido de carbono supercritico a 50 °C/200 bar. UTFPR Campus Pato Branco,
2017.
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Figura 25 — Influéncia da capacidade do sistema na composi¢do do custo de produgdo de artemisinina para
extracdo com dioxido de carbono supercritico a 60 °C/250 bar. UTFPR Campus Pato Branco,
2017.

4.4.1.2 Extragdo convencional — Maceracdo a frio com etanol

O COM obtido pela extracdo convencional é de R$ 731,76 kg™ extrato, o qual é
consideravelmente mais alto quando comparado a melhor condicdo de extracdo com CO,Sc
(60 °C/250 bar e 500 L de capacidade) que é de R$ 295,42 kg™’ extrato, como pode ser
observado na Figura 26. O capital fixo direto (CFD) para extracdo com etanol ficou em R$
31,6 Mi comparével ao CFD para a condicdo 6tima com CO,Sc de R$ 33,8 Mi. No entanto, a
produtividade de artemisinina pelo processo convencional é de 0,68 textrato-aN0 ", Menor do que
a observada para a extracdo com CO,SC que é 7,54 teqaw.ano™ (Figura 26). A baixa
produtividade da tecnologia convencional é devido aos longos periodos de extracdo, pois o
processo de extragdo convencional com etanol precisa de 6 h para levar a exaustdo massa da
droga vegetal, enquanto o processo de extracdo com CO,Sc leva apenas 60 min.
Consequemente, no processo de extracdo convencional sdo realizadas menos bateladas ao
longo do ano e menores quantidades de extrato sdo obtidos, embora o mesmo CFD é investido
(SANTOS et al., 2012).
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Figura 26 — Custo de operacdo e manutengdo e produtividade de artemisinina anual para plantas de extragédo
com as tecnologias de extragdo dioxido de carbono supercritico (condicdes de operacdo 60 °C/250
bar e 500 L de capacidade) e convencional com Etanol. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

A composicdo do COM, com 480 L de capacidade para tecnologia de extracdo
convencional com etanol, (Figura 27), tem 5,2% de despesas com matérias primas, e é
liderada pelos custos com instalagcdes (67%). Tal comportamento pode ser justificado pela
baixa produtividade anual de extrato resultante de longos periodos de extracdo (6 horas por
batelada). E apesar desta tecnologia ter despesas baixas com matéria-prima, o COM final é
alto pela razdo dos equipamentos possuirem valor elevado e alta taxa de depreciacao devido a
baixa produtividade.

[7] Matéria-prima
67.1% I Mio-de-obra

Instalagdes
| Servigos publicos

0.2%
5.2%
27.5%
Figura 27 — Influéncia da capacidade do sistema na composi¢do do custo de producdo de artemisinina para
extragdo convencional com Etanol. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.
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4.4.1.3 Estudo de sensibilidade para producéo de artemisinina a partir de A. annua

O estudo de sensibilidade foi realizado utilizando, como dado de entrada, o preco de
venda dos extratos produzidos estimado com base no teor de artemisinina obtido e o preco de
artemisinina cristalizada (US$ 150,00 kg™*; R$ 474,00 kg™*) (A2S2, 2016). A Tabela 12 traz o
COM, preco de venda e os indicadores econdémicos para 0s cenarios estudados com extracao
com CO,Sc e ETOH. E possivel visualizar que 0 COM ultrapassou o valor de venda dos
extratos em todas as condi¢des simuladas. Mesmo na melhor condigéo e capacidade, extragéo
com CO,Sc a 60 °C/250 bar - 500 L, o COM superou o pre¢o de venda, lembrando que os
custos com purificacdo, que encarecem ainda mais o produto, nao foram considerados durante
a simulacdo econdmica. Consequentemente os indicadores de viabilidade, margem de lucro,
Return on Investiment (ROI) e o Valor Presente Liquido (VPL) foram negativos.

A margem de lucro seria a porcentagem adicionada ao COM formando o preco final
da comercializacdo, e definindo a porcentagem de lucro da empresa sobre as vendas, quanto
maior, mais lucro para a empresa. O ROI € a relacédo entre a quantidade de dinheiro ganho (ou
perdido) como resultado do CFD. J& o VPL é o valor presente de pagamentos futuros,
descontados a uma taxa de juros anual apropriada (7% ao ano) (SOUZA et al., 2016), menos
0 custo do investimento inicial (SOUZA & CLEMENTE, 2009; LIMA et al, 2017).

Tabela 12 — indices de projeto do processo de extragdo de artemisinina com didxido de carbono supercritico e
convencional com Etanol. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

Tecnologia Valorvenda  Capacidade COM Margem lucro ROI VPL
(R$.kgH) L (R$.kg™H) (%) (%) (R$, a juros de 7% a0 ano)

5 2.035,95 -1.737,78 -34,82 -5.255.080,00

CO,Sc 110,98 50 1.104,39 -895,87 -31,78 -25.049.320,00

50 °C e 200 bar 100 933,75 -741,36 -30,90 -37.231.120,00
500 608,91 -448,73 -37,52 -121.514.640,00

5 977,23 -1.697,07 -34,94 -5.267.720,00

CO,Sc 54,51 50 531,59 -877,37 -32,00 -25.178.880,00

60 °C e 250 bar 100 450,67 -726,96 -31,16 -37.464.960,00
500 295,42 -442,00 -38,02 -122.873.440,00

ETOH 28,20 480 731,76 -2.974,05 -21,175 -78.598,00

COM: Custo de operacéo e manutencdo; ROI: Retorno do Investimento; VVPL: Valor Presente Liquido.

A composi¢cdo do COM analisada na Figura 25, mostrou que na condi¢do Otima
definida, extracdo com CO,Sc na condigdo de 60 °C/250 bar e capacidade de 500 L, o custo

com matéria-prima € a variavel de maior peso. No cenéario estudado, o COM ultrapassou o
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valor de revenda de artemisinina, mostrando falta de rentabilidade e conduzindo a um VPL
negativo ao fim do horizonte de analise, situacdo esta também encontrada no estudo
econdmico de obtencdo de outras biomoléculas (ZABOT et al., 2015; OSORIO-TOBON et
al., 2016; VIGANO et al., 2017).

Para viabilizar economicamente a producdo de artemisinina com extracdo com CO,Sc
é necessario alem da reducéo dos custos envolvidos com a aquisicdo de matéria-prima, fazer a
méaxima utilizacdo da mesma levando-a a exaustdo completa . Uma das solugdes seria o
cultivo familiar de A. annua para reducéo de custos com méao-de-obra, uso de gendtipos de A.
annua de alto rendimento para maximizar a producdo de massa seca e teor de artemisinina na
biomassa, além de utilizar a mesma porcdo de matéria-prima para extracdo ndo apenas de
artemisinina, mas também do acido artemisininico e dihidroartemisininico, precursores da
artemisinina, que podem ser extraido da mesma porcdo da droga vegetal (LEVESQUE &
SEEBERGER, 2012). Outra maneira de realizar este aproveitamento méximo € utilizar o
residuo vegetal resultante da extracdo com CO,Sc, residuo este sem contaminacdo por
solventes, e submeté-lo a extracdo com outros solventes como etanol e/ou agua para producéo
de outra gama de compostos quimicos, ou seja, agregar mais valor ao processo
(MARTINEZ-CORREA et al., 2016).

Apesar dos altos valores de COM encontrados no cenario estudado, os resultados
mostram que o investimento elevado na extracdo com CO,Sc é valido, pois ela é eficiente,
reduz etapas futuras de purificacdo, e mostrou vantagens quando comparada a extracéo
convencional com etanol. Qualquer mudanga nos custos de aquisi¢éo, ou agregacédo de valor
no material vegetal de A. annua, pode viabilizar a produgéo de artemisinina por extracdo com
CO,Sc. Tecnologia esta de grande importancia na obtencdo de compostos sensiveis a
condicdes extremas de calor e de alto valor agregado, lembrando também de sua importancia
ecologica.

Ja na extracdo com etanol (Figura 27) o alto COM é provavelmente resultado da uniédo
da baixa produtividade de artemisinina anual, recorrente de longos tempos de extragdo, com
as taxas de depreciacdo do alto investimento inicial nos equipamentos.

A avaliacdo da viabilidade econémica das duas tecnologias pode ser resumidamente
exemplificada pelo diagrama de fluxo de caixa na Figura 28, e no caso da extragdo com
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CO,Sc o resultado ao final do horizonte de andlise foi de um prejuizo de R$ -122.873.440,00,
e para extracdo com etanol R$ -78.598,00.

Juros: 7% ao ano

R R R R R
Hoje (0) I I I I T
I i I 14 120 Teses
FCo cCOM COM COM coM cCOM

Figura 28 — Fluxo de caixa ao longo do horizonte de analise com FC,: investimento no tempo zero, R: Receita
negativa ao longo de 120 meses, com juros de 7% ao ano. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

4.4.2 Producdo de extrato e 0leo essencial a partir da espécie V. curassavica

Apdbs a composicdo dos custos estimados para a producdo agricola de V. curassavica
padronizada e de alto rendimento, o valor do quilograma de massa seca de folha obtido foi
estimado em R$ 0,62 (Planilha completa disponivel no Apéndice F).

4.4.2.1 Extragdo com CO,Sc

Para atender a demanda de 6leo essencial de aproximadamente 400 L.ano™, utilizando
a tecnologia de CO,Sc nas condicdes étimas de operacdo (60 °C/80 bar onde X, foi de 1
g.100 g* planta), foi proposto a utilizagdo de 2 vasos de extracdo de 50 L e uma &rea de
cultivo de erva baleeira de 2 hectares. Nestas condi¢6es o capital fixo direto (CFD) atingiu os
valores de R$ 4.291.940,34, valor este que inclui despesas com implantacdo da cultura,

equipamentos, estrutura fisica e custos de inicializa¢do da operacao.

O COM do litro do extrato chegou ao patamar de R$ 8.715,79, sendo os custos fixos
de producéo (CFP) de R$ 8.436,44 L™ e, custos variaveis de producdo (CVP) de R$ 279,35
L™ (Planilha completa disponivel no Apéndice G). O valor de venda do litro de 6leo essencial
de erva baleeira varia de R$ 2,5 a R$ 8 mil (HERBIA, 2017; LAZSLO, 2017; Harmonia
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Natural, 2017), ou seja, mesmo considerando um cendrio 6timo de mercado, o COM obtido
com esta tecnologia ultrapassa os valores de venda e inviabilizam sua producdo. Este cenario
também pode ser exemplificado pelo diagrama de fluxo de caixa na Figura 28, mostrado

anteriormente no item 4.4.1.3.

A Figura 29 mostra a composic¢do dos custos de producédo dos extratos de erva baleeira
obtido por extragdo com CO,Sc, sendo possivel observar que as despesas sdo lideradas pelos
custos com tecnologia e matéria-prima, os quais sao gerados pelas taxas de depreciacdo dos
equipamentos de alto valor e alto custo do dioxido de carbono. Para viabilizar a producdo do
6leo volatil de V. curassavica por extracdo com CO,Sc, é necessario o aumento, ndo sé do
rendimento global, mas também da concentracdo dos compostos de interesse, pois
automaticamente a depreciacdo ndo iria impactar tanto nos custos e a matéria-prima seria

melhor aproveitada.

o
035% Maténa-prima

B Mio-de-obra
Instalagdes
Servigos publicos

45.56%
51.99%

1.90%

Figura 29 - Composicdo do custo de producdo de extrato de V. curassavica para extragdo com CO,Sc.
UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

4.4.2.2 Extracdo com destilacdo por arraste a vapor

4.4.2.2.1 Andlise deterministica

Para a realizacdo da andlise deterministica foram utilizados os valores determinados
para a Taxa Minima de Atratividade de 0,81% ao més, de acordo com a taxa SELIC
(BACEN, 2017), Investimento Inicial de R$ 305.971,50, Valor Residual nulo, Horizonte de
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planejamento de 120 meses, quantidade vendida de 36,80 L.més™ dleo essencial de erva
baleeira, considerando o Preco de Venda Unitario de R$ 3.500,00. Para o Custo Fixo de
Producdo (CFP) e CFP unitario, foram estabelecidos os valores de R$ 6.834,92 e R$ 185,63,

respectivamente.

O Projeto de Investimento (PI) em estudo necessita de CFD de R$ 305.971,50 e
espera-se que esse investimento retorne R$ 8.436.783,78 (Valor Presente - VVP). Isso implica
em um retorno liquido (VPL) de R$ 8.130.812,28 em 120 meses, equivalente a R$ 106.192,56
por més (VPLA). Vale ressaltar que esse ganho sempre é o adicional ao oportunizado pelo
mercado (TMA). Para esse PI, a cada unidade monetaria investida, ha a expectativa de retorno
de R$ 27,57. Isso é equivalente a um ganho extra de 2,80% de retorno do investimento
(ROIA) ao més além da TMA (0,81%). O retorno fica melhor expresso pelo indice
ROIA/TMA (SOUZA & CLEMENTE, 2009), cujo valor obtido é de 346%. Isso permite
categorizar o investimento como retorno de grau/nivel “excelente” (>100%), segundo a escala
proposta por Lima et al. (2017b). Os Indicadores de retorno da Metodologia Multi-indice
Ampliada (MMIA) estéo dispostos na Tabela 13.

Tabela 13 - Indicadores de retorno da Metodologia Multi-indice Ampliada (MMIA). UTFPR Cémpus Pato
Branco, 2017.

Indicador Valor esperado

VP R$ 8.436.783,78
VPL R$ 8.130.812,28
VP (RT) R$9.110.433,08
VP (CVT) R$ 150.322,15
VP (CF) R$ 523.327,16
VP (VR) R$ 0,00
VPLA R$ 106.192,56
IBC 27,5738
ROIA (%) 2,80

Legenda: Valor Presente (VP), Valor Presente Liquido (VPL), Receita
Total (RT), Custo Variavel Total (CVT), Custo Fixo (CF), Valor
Residual (VR), Valor Presente Liquido Anualizado (VPLA), indice
Beneficio de Custo (IBC), Retorno Adicional sobre o Investimento
(ROIA).
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No tocante a dimens&o riscos, 0 Pl em estudo apresenta retorno do investimento em
aproximadamente (Payback) 10 meses. O indice Payback/N é de 8,33%, ou seja, o Pl deve
ser promissor em 8,33% da vida estimada para se pagar. Por outro lado, o indice TMA/TIR
resultou em 5,28%, representando a razdo entre o percentual oferecido pelo mercado e o
rendimento esperado PI. Isso permite categorizar o investimento como risco de nivel/grau

baixo (0 a 20%), segundo a escala proposta por Lima et al. (2017b).

A Tabela 14 mostra os Limites de Elasticidade (LEs) e a Figura 30 os Valores-Limite

(VLs), para o Pl em estudo.

Tabela 14 - Indicadores de elasticidade da MMIA. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

Indicador Variacao (%)
ATMA 1.794,51
AFCy 2.657,38
AFC; 96,37
AFCy e FC; 93,00
ATMA e FCy 1071,16
ATMA e FC; 91,46

Legenda: Variacdo daTaxa Minima de Atratividade (ATMA), Variagdo do
Investimento Inicial (AFCO), Variagdo do Fluxo de Caixa (AFCj)

A TMA admite uma variagdo méxima de 1.794,51% antes de torna-lo
economicamente invidvel, sendo o valor-limite igual a 15,35% (TIR). Por outro lado, 0
investimento inicial suporta um acréscimo de até 2.657,38%, sendo o valor-limite igual a
R$ 8.436.783,78. J& 0 Fluxo de Caixa (FC), permite uma redugdo maxima 96,37%, sendo
o valor-limite igual a R$ 4.346,16. Esses valores melhoram a percepcdo dos riscos
associados a implantacdo do Pl em estudo. Dessa forma, ha uma folga de variacdo
considerada elevada dos custos de implantacdo e reducdes do fluxo de caixa, sendo que o
Pl em estudo se mantera viavel enquanto a variacdo (aumento) da TMA néo for superior a
1.587,11%.
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Indicador Valor-limite

TMA (%) 15,35
FCyp (R$) 8.436.783,78
FC1 (RS) -247,88
FC; (R$) -247,88
FC3 (RS) -247,88
FC4 (RS) -247,88
FCs (RS) -247,88
FCs (RS) -247,88
FC7 (RS) 4.346,16
FCg (RS) 434616
FC110 (RS) 4.346 16
FC111 (RS) 4.346,16
FC112 (R$) 4.346,16
FCs3 (R$) 4.346,16
FC114 (R$) 4.346,16
FCi5 (R$) 4.346,16
FC116 (RS) 4.346,16
FC117 (RS) 4.346,16
FC11g (R$) 4.346,16
FC119 (RS) 4.346,16
FC120 (RS) 4.346,16

Figura 30 - Valores-Limites (VLs). UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

Como o preco utilizado para o litro de 6leo essencial de erva-baleeira foi baseado na
venda ao varejo, se realizou novos célculos precos de venda variando entre R$ 500,00 e R$
3.500 com o intuito de se observar o efeito dessa variacdo sobre o valor liquido presente
(VPL). Conforme a Figura 31, é possivel notar que caso o valor de venda seja menor que R$
350,00, é necessario repensar o projeto de investimento, pois ndo havera retorno do capital

investido.
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Figura 31- Efeito da variacdo do prego de venda sobre o Valor Liquido Presente.
UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

4.4.2.2.2 Analise Estocastica via Simulacdo de Monte Carlo (SMC)

Os parametros adotados para a realizagdo das simulacGes foram: Taxa Minima de
Atratividade (TMA) com distribuicdo triangular, cujos valores minimos (0,79%), mais
provavel (0,81%) e méaximo (1,22%) foram baseados no histérico dos Gltimos trés anos da
taxa SELIC (BACEN, 2017); Investimento Inicial (FCo) com distribuicdo uniforme, sendo
adotado o valor minimo de R$ 305.971,50, conforme o levantamento de custos (Tabela
disponivel no Apéndice H), e valor maximo de +20% do valor-base do mesmo; para o Custo
Variavel Unitario (CVu;) e o Custo Fixo (CF;) foi utilizado distribui¢do normal e adotou-se
aqueles encontrados na Tabela disponivel no Apéndice H, e valor maximo de +20% dos
valores-base dos mesmos; Quantidade Vendida (Q;) com distribui¢éo triangular, no qual o
valor maximo corresponde a produtividade mensal de 6leo essencial (36,8 L), valor minimo
de -20% e maximo de +10% do valor-base; e o Preco de Venda Unitario (PVuj) com
distribuicdo triangular, cujos valores minimos, mais provavel e maximo (R$ 2.000,00, R$
3.500,00 e R$ 4.000,00, respectivamente) foram estabelecidos com base no historico de
vendas. O Valor Residual foi considerado nulo, uma vez que se trata de uma cultura perene.

Além disso, ndo ha expectativa de revenda dos demais equipamentos ao final desse horizonte.
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A Tabela 15 apresenta as estatisticas descritivas conforme Lima, et al. (2015) e Lima
et al. (2017a). A SMC resultou em um VPL médio de R$ 6.409.413,67, o qual corresponde a
um VPLA de R$ 80.267,62, valor este proximo do VPLA obtido na abordagem
deterministico, o qual foi de R$ 106.192,56, havendo uma varia¢do dos resultados entre R$
5.266.718,76 (valor minimo) e R$ 7.273.039,55 (valor m&ximo). Ha 50% de probabilidade de
0 VPL resultar abaixo da mediana de cerca de R$ 6.453.089,45 e 50% de possibilidade de
resultar acima desse valor. De modo geral, a dispersdo pode ser medida pelo desvio-padréo de
R$ 371.064,29 ou pelo coeficiente de variacdo de 5,79%.

Tabela 15 - Estatisticas descritivas obtidas com a SMC. UTFPR C&mpus Pato Branco, 2017.

Estatisticas descritivas VPL
Quantidade R$ 10.000
Minimo R$ 5.266.718,76
Maximo R$ 7.273.039,55
Amplitude (Max-Min) R$ 2.006.320,78
Média R$ 6.409.413,67
Desvio padrdo R$ 371.064,29
Coeficiente de variagédo 5,79%

Mediana R$ 6.453.089,45

A probabilidade de o PI gerar déficit financeiro foi de 0% (VPL<0). Portanto, a
probabilidade do Pl ser promissor dentro da variabilidade avaliada sob a 6tica econdmica é de
100%. Além disso, de acordo com dados apresentados, a simulacdo revelou que ha 19,16% de
probabilidade desse Pl gerar um VPL abaixo de R$ 6.049.990,20. H& 96,66% de
probabilidade de que o projeto gere um VPL entre R$ 5.683.531,05 e R$7.149.367,65. Por
fim, ha 99.99% de probabilidade de que o VVPL gerado supere R$ 5.317.071,90.

A Tabela 16 apresenta os valores de maximo e minimo do VPL para nivel de
confianca de 90%, 95% e 99%.

Tabela 16 - Valores de maximo e minimo do Valor Presente Liquido a 90, 95 e 99% de probabilidade. UTFPR Campus
Pato Branco, 2017.

Probabilidade (%) VPL minimo (R$) VPL méximo (R$)
90 5.799.067,23 7.019.760,11
95 5.682.141,03 7.136.686,31

99 5.453.615,40 7.365.211,94
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A Figura 32 mostra a composi¢do do COM do dleo essencial de V. curassavica obtido
por extracdo com arraste a vapor. Observa-se que mais de 50% das despesas sdo referentes a
matéria-prima, seguido de 24,96% de custos com mdo de obra. Portanto para a producdo do
6leo essencial continuar vidvel economicamente é necessario o controle de todo o processo de
producdo da biomassa vegetal, assim como utiliz&-la ao maximo levando-a a exaustdo, além
de automatizar os processos envolvidos no cultivo e processamento de erva baleeira para
reducdo de despesas com mao-de-obra.

Quando comparada a tecnologia de extracdo com CO,Sc, observa-se que a extragédo
com destilacdo a vapor exige um CFD consideravelmente mais baixo (aproximadamente 7%
do CFD necessario para CO,Sc), além do processo ser bastante simples, barato e envolver

baixo grau técnico de operacional.

11.86%

[ Maténa-prima
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Figura 32 - Composicdo do custo de produgdo de 6leo essencial de V. curassavica utilizando com arraste a vapor.
UTFPR Céampus Pato Branco, 2017.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A extragdo de A. annua utilizando etanol apresentou maior rendimento de extrato que

a extracdo com CO,Sc, porém com menor concentracdo de artemisinina.

Os altos rendimentos de extrato etandlico de A. annua com baixas concentracfes de
artemisinina indicam arraste de substéncias polares ndo desejadas durante o processo de

extracdo, os quais aumentam o nivel de dificuldade e os custos de purificacao.

A avaliacdo econdmica de producdo de extratos de A. annua com o solvente etanol
revelou altos valores de COM, devido aos altos custos da matéria-prima juntamente com as
altas taxas de depreciacdo do equipamento devido a baixa produtividade anual, resultante dos
tempos de extracdo prolongados.

No planejamento de extracdo de artemisinina, fazendo uso de CO,Sc a partir de A.
annua, das temperaturas e pressoes testadas, a condicdo de 60 °C e 250 bar demonstrou ser
mais promissora mesmo ndo possuindo a maior pureza do composto entre as condi¢bes

testadas.

O uso do cossolvente etanol nas extragdes com CO,Sc de artemisinina resultou em

aumento do rendimento de extrato mas reducao de concentragdo do composto alvo.

O aumento de escala de producdo de extratos com alto teor de artemisinina com
CO,Sc contribuiu para a reducdo do COM, sendo a condicdo 6tima encontrada com extrator
com capacidade de 500 L e nas condicdes de 60 °C e 250 bar sem adicdo de cossolvente.

A extracdo de artemisinina com CO,Sc também ndo resultou em bons indicadores
econdmicos, devido ao alto COM dos extratos em todas as capacidades de producdo testadas.
Contudo os COM encontrados foram atribuidos aos valores elevados de aquisi¢do de matéria-

prima e ndo ao investimento na tecnologia de extracao.
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O investimento elevado na extracdo com CO,Sc é valido, pois ela € eficiente, resulta
em extratos de excelente qualidade, reduz etapas futuras de purificacdo, e mostrou vantagens
quando comparada a extracdo convencional com etanol. Para a viabilizacdo econémica do Pl
é necessario a reducdo dos custos de aquisicdo de matéria-prima, e/ou reaproveitamento da

mesma para a producdo de demais produtos de alto valor agregado.

Na producdo de extratos com CO,Sc a partir de V. curassavica as extragdes do Lote 1
apresentaram desvio padrdo de grande intensidade, e as temperaturas e pressdes testadas ndo
mostraram diferenca significativa no rendimento global e concentra¢ao de a-humuleno e S-
cariofileno, sendo a condicdo de 40 °C e 100 bar indicada como a melhor condicdo devido a
reducdo de gastos energéticos.

O segundo lote de V. curassavica teve melhores resultados de producgéo de extratos na
primeira aliquota da extragdo fracionada, a 60 °C e 80 bar, com resultados comparados a

extracdo por destilagdo com arraste a vapor, porém nao superiores que a mesma.

A avaliacdo econdmica de producdo de extratos de V. curassavica a extragdo com
CO,Sc se revelou inviavel, pois os baixos rendimentos de extrato resultaram em um custo de

producdo mais elevado que o preco de venda no mercado, conduzindo a VPL negativo.

A producdo de 6leo essencial de V. curassavica por destilacdo com arraste a vapor
resultou em indicadores econdmicos excelentes, com alta rentabilidade, baixo risco associado
e retorno do investimento em aproximadamente 10 meses, se mostrando um Pl promissor

devido a alta rentabilidade e baixo risco associado.

Deixo como sugestdo para trabalhos futuros o estudo econémico para a obtencdo
comercial de artemisinina, a partir de A. annua, em outros cenarios. Cenarios estes que podem
ter como informacBes basicas mudancas na composi¢cdo do COM, como por exemplo a
producdo familiar de A. annua, ou ainda a obtencdo de subprodutos de alto valor agregado

utilizando a mesma porgao de biomassa vegetal.
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APENDICE A — Planejamento experimental de extragdo com didxido de carbono supercritico a partir
de A. annua em trés temperaturas (40, 50 e 60 °C), trés pressdes (200, 250 e 300 bar) e
trés niveis de cossolvente (0, 15 e 25%). LASEFI/FEA/UNICAMP Campinas, 2016.

Ordemde  Ordem Blocos Temperatura Pressdo Cossolvente

execucéo das (°C) (bar) (%)
amostras
18 1 1 50 300 25
1 2 1 40 200 0
12 3 1 50 200 25
3 4 1 40 200 25
11 5 1 50 200 15
13 6 1 50 250 0
7 1 40 200 15
8 1 40 300 0
27 9 1 60 300 25
10 10 1 50 200 0
19 11 1 60 200 0
6 12 1 40 250 25
13 1 40 250 0
14 14 1 50 250 15
16 15 1 50 300 0
24 16 1 60 250 25
15 17 1 50 250 25
8 18 1 40 300 15
17 19 1 50 300 15
25 20 1 60 300 0
23 21 1 60 250 15
20 22 1 60 200 15
26 23 1 60 300 15
24 1 40 250 15
25 1 40 300 25
22 26 1 60 250 0
21 27 1 60 200 25
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APENDICE B — Planejamento experimental de extracdo com dioxido de carbono supercritico a partir
de V. curassavica em duas temperaturas (40 e 60 °C) e cinco press@es (100, 150, 200,
250, 300 bar). LASEFI/FEA/UNICAMP Campinas, 2016.

Ordemde Ordemdas  Blocos Temperatura Pressédo

execucao amostras (°C) (bar)
15 1 1 40 300
12 2 1 40 150
6 3 1 60 100
8 4 1 60 200
2 5 1 40 150
3 6 1 40 200
13 7 1 40 200
8 1 60 150

9 1 40 300

10 1 40 250

20 11 1 60 300
16 12 1 60 100
14 13 1 40 250
11 14 1 40 100
1 15 1 40 100
16 1 60 250

19 17 1 60 250
10 18 1 60 300
18 19 1 60 200
17 20 1 60 150
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APENDICE C - Planilha de calculo de custos finais dos equipamentos de extracdo de fluido

supercritico de diferentes tamanhos estimados de acordo com o “power Law” - 5 e 50
L. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

Extrator de 5 L:

Descrigdo Quantidade Precgo Unitario (US$) Valor (US$) total Fonte
Extratores (5 L) 2 6.217,67 12.435,33 Cotacéo direta
Banho aquecimento 1 2.063,09 2.063,09 Cotacéo direta
Banho resfriamento 1 2.283,91 2.283,91 Cotacéo direta
Bomba CO, 1 24.420,00 24.420,00 Cotacéo direta
Bomba solvente 0 14.630,00 - Cotacéo direta
Separadores 2 3.003,15 6.006,31 Cotacéo direta
Medidor vazéo 1 7.886,44 7.886,44 Cotacéo direta
Tanque pulméo 1 2.157,73 2.157,73 Cotacéo direta
Back pressure 3 1.780,00 5.340,00 Zabot 2015
Micrométrica 1 1.090,00 1.090,00 Zabot 2015
Bloqueio 8 220,00 1.760,00 Zabot 2015
Safety 2 310,00 620,00 Zabot 2015
Tubulagéo 1 3.660,00 3.660,00 Zabot 2015
Estrutura 1 4.060,00 4.060,00 Zabot 2015
Mandmetro 5 410,00 2.050,00 Zabot 2015
Controlador temperatura 4 310,00 1.240,00 Zabot 2015
Total 77.072,81
Extrator de 50 L:

Descricao Quantidade Fator aumento escala Valor 50 L (US$) Total (US$)
Extratores (5 L) 2 0,82 41.079,71 82.159,42
Banho aquecimento 1 0,59 8.026,36 8.026,36
Banho resfriamento 1 0,59 8.885,45 8.885,45
Bomba CO, 1 0,55 86.645,43 86.645,43
Bomba solvente 0 0,55 51.909,20 -
Separadores 2 0,49 9.280,63 18.561,27
Medidor vazéo 1 0,60 31.396,46 31.396,46
Tanque pulméo 1 0,49 6.668,02 6.668,02
Back pressure 1 0,60 18.612,38 18.612,38
Micrométrica 2 0,60 11.397,47 22.794,94
Bloqueio 8 0,60 2.300,41 18.403,26
Tubulagdo 1 0,60 38.270,41 38.270,41
Estrutura 1 0,60 42.452,97 42.452,97
Manémetro 5 410,00 2.050,00
Controlador temperatura 4 0,60 3.241,48 12.965,93

Total 397.892,29
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APENDICE D - Planilha de célculo de custos finais dos equipamentos de extracio de fluido

supercritico de diferentes tamanhos estimados de acordo com o “power Law”- 100 e
500 L. UTFPR Céampus Pato Branco, 2017.

Extrator de 100 L:

Descrigdo Quantidade Fator aumento escala Valor 100 L (US$) Total (US$)
Extratores (5 L) 2 0,82 72.522,37 145.044,73
Banho aquecimento 1 0,59 12.081,65 12.081,65
Banho resfriamento 1 0,59 13.374,79 13.374,79
Bomba CO2 1 0,55 126.856,33 126.856,33
Bomba solvente 0 0,55 75.999,52 -
Separadores 2 0,49 13.034,14 26.068,28
Medidor vazéo 1 0,60 47.588,14 47.588,14
Tangue pulmao 1 0,49 9.364,87 9.364,87
Back pressure 1 0,60 28.211,10 28.211,10
Micrométrica 2 0,60 17.275,34 34.550,67
Bloqueio 8 0,60 3.486,77 27.894,12
Tubulagéo 1 0,60 58.007,09 58.007,09
Estrutura 1 0,60 64.346,66 64.346,66
Mandmetro 5 410,00 2.050,00
Controlador temperatura 4 0,60 4.913,17 19.652,68
Total 615.091,11
Extrator de 500 L:

Descricao Quantidade Fator aumento escala Valor 500 L (US$) Total (US$)
Extratores (5 L) 2 0,82 271.410,95 542.821,90
Banho aquecimento 1 0,59 31.226,15 31.226,15
Banho resfriamento 1 0,59 34.568,40 34.568,40
Bomba CO2 1 0,55 307.429,59 307.429,59
Bomba solvente 0 0,55 184.180,79 -
Separadores 2 0,49 28.679,90 57.359,81
Medidor vazéo 1 0,60 124.991,58 124.991,58
Tanque pulméo 1 0,49 20.606,15 20.606,15
Back pressure 1 0,60 74.097,24 74.097,24
Micrométrica 2 0,60 45.374,15 90.748,30
Bloqueio 8 0,60 9.158,09 73.264,68
Tubulagdo 1 0,60 152.357,24 152.357,24
Estrutura 1 0,60 169.008,30 169.008,30
Manémetro 5 410,00 2.050,00
Controlador temperatura 4 0,60 12.904,57 51.618,30

Total 1.732.147,62
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APENDICE E - Planilha de calculo de custos de producio comercial terceirizada de A. annua. UTFPR
Céampus Pato Branco, 2016.

Calculos realizados com base na cultura de CAPIM LIMAO (Cymbopogon citratus)(Bragatto,
2003), com as devidas alteracdes de informacdes especificas da cultura de A. annua e atualizagdo de
valores de material de consumo e méo de obra local:

Espacamento entre plantas: 1x1 m
Area: 01 ha.
Numero de plantas por hectare: 10.000

Produtividade prevista: 4000 kg.ha™ de folhas secas

Especificacdo Unidade Quantidade Custo unitario Custo total
(R$) (R$)

a) Preparo do solo

aracéo HM 2,0 121,64° 243,28
gradagem HM 1,0 121,642 121,64
distribuicdo de adubo de base HM 1,0 121,64° 121,64
b) Plantio HD 18,0 15,00° 270,00
¢) Tratos culturais

capina (02 passadas) HD 12,0 15,00° 180,00
aplicacdo de adubo de cobertura HD 1,0 15,00° 15,00
d) Colheita

Manual com desgalhe HD 40,0 15,00° 600,00
e) Insumos

mudas (semente + substrato + mao de obra) unid 10.000 0,07°¢ 700,00
adubo basico Kg 300 1,5° 450,00
adubo de cobertura Kg 250 1,5¢ 375,00
f) Transporte Km 150 15°¢ 225,00

TOTAL (R$)  3301,56
Lucro Produtor Rural (2,5 vezes)* (R$) 11555,46
TOTAL ** (US$) 3701,66

Total kg.ha™ (US$) 0,93

HM: Hora maquina (R$/H); HD: Homem dia (R$/H);

% SOBRATEMA -- https://www.sobratema.org.br/CustoHorario/Tabela
®\/alor de mao de obra local Jun. 2016.

¢ Calculo realizado com base nos custos atualizados Jun. 2016.

¢ Cotacéo direta Jun. 2016.

*ELLMAN (2010), **Dolar 29/03/2017: R$ 3,1217



106

APENDICE F - Planilha de célculo de custos de cultivo comercial de V. curassavica em agroinddstria.

UTFPR Céampus Pato Branco, 2017.

Operacéo Unidade Valor Unitério (R$) Quantidade Total
(R$.ha™)

mé&o de obra Mensalista® 1031 2 2062,00
Encargos Mensalista” 721,7 2 1443,40
Herbicidas L 17 1 17,00
Capina HD" 80 2 160,00
Arrendamento ha® 200 1 200,00
Uréia saco 50 kg° 56 8 448,00
Fosforo saco 50 kg° 69 2 138,00
Potassio saco 50 kg° 65 2 130,00
Custo total de producgéo de V. curassavica por ha 4598,40
Custo de producédo do Kg de folha seca de V. curassavica por ha 0,62

HD: homem dia, ha: Hectare
# trabalhador agropecudrio - Sindicato da categoria 2017.
® NORONHA et al., 2006.

¢ Cotacéo local.
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APENDICE G - Planilha de Capital Fixo Direto (CFD) para implementag&o de Agroindstria e custos
de producdo comercial de Oleo volatil por extracdo com dioxido de carbono
supercritico a partir de V. curassavica. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

Operagéo Unidade Valor Unitério (R$) Quantidade Total (R$.ha™)
Operacdes Mecanizadas - 2 hectares
Aracdo HM? 125,25 3 375,75
Sulcacéo da Linha de Plantio HM? 125,25 5 626,25
Distribui¢do de Mudas HM? 125,25 3 375,75
Total 1.377,75
Operagdes Manuais
Plantio HDP 80 20 1.600,00
Total 1.600,00
Insumos para Plantio
Uréia saco 50 kg 56 4 224,00
Fosforo saco 50 kg 69 1 69,00
Potassio saco 50 kg 65 1 65,00
Mudas unidade® 9 9.200 82.800,00
Irrigagéo R$.ha*¢ 500 1 500,00
Total 83.658,00
Total ha 86.635,75
Total 2 ha 176.471,50
Planta Industrial de Extragéo
Equipamento Extrator - 100 L Unidade 200.7734,421 2 4.015.468,84
Barracdo 300 m? Unidade 100.000,00 1 100.000,00
Total 4115468,84
Capital de investimento total 4.291.940,34

Custos por Processamento
Custos fixos

mé&o de obra Mensalista® 1.315,6 3 3.946,80
Encargos Mensalista 920,92 3 2.762,76
Total 6.709,56
Custos variaveis
Servigos Publicos R$.Més™ 1.925,00 1 1.925,00
Insumos R$.Més™ 183.425,00 1 183.425,00
CO, R$.Més™ 156.157,10 1 156.157,10
Total 341.507,10
Custo total M.P.+6leo 341.507,10
Custo fixo total M.P.+6leo 352.815,06
Custo variavel total M.P.+6leo 11.307,96
Custo de produgéo do LITRO de dleo essencial 341.507,10
Custo fixo de produgéo do LITRO de 6leo essencial 8.715,79
Custo variavel de produgéo do LITRO de dleo essencial 279,35

HM: hora maquina, HD: homem dia, ha: Hectare

4 SOBRATEMA -- https://www.sobratema.org.br/CustoHorario/Tabela

® Cotacao local

¢ Cotagdo CLONAGRI -- http://clonagri.com/micropropagadas/

4 CASTRO et al.(2005), valor atualizado em http://www:.calculador.com.br/calculo/correcao-valor-por-indice
¢ Auxiliar de producio - Sindicato da categoria 2017.

"NORONHA et al. (2006).

9 Balancos de energia gerados pelo SuperPro Designer®8.5.
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APENDICE H - Planilha de calculo de Capital Fixo Direto (CFD) para implementagéo de AgroindUstria
e custos de producdo comercial de 6leo essencial por extracdo com destilacdo com destilacdo por arraste

a vapor a partir de V. curassavica. UTFPR Campus Pato Branco, 2017.

Operagdo Unidade Valor Unitério (R$) Quantidade/ha Total (R$.ha™)
Operacdes Mecanizadas - 2 hectares
Aracdo HMm? 125,25 3 375,75
Sulcacéo da Linha de Plantio HM? 125,25 5 626,25
Distribui¢do de Mudas HM? 125,25 3 375,75
Total 1.377,75
Operagdes Manuais
Plantio HDP 80 20 1.600,00
Total 1.600,00
Insumos para Plantio
Uréia saco 50 kg 56 4 224,00
Fosforo saco 50 kg 69 1 69,00
Potassio saco 50 kg 65 1 65,00
Mudas unidade® 9 9.200 82.800,00
Irrigacéo R$.hat * 500 1 500,00
Total 83.658,00
Total ha 86.635,75
Total 2 ha 176.471,50
Planta Industrial de Extragéo
Equipamento Destilador - Dorna 100 kg unidade 28000 1 28.000,00
Barracéo 300 m? unidade 100000 1 100.000,00
Talha unidade 1500 1 1.500,00
Total 129.500,00
Capital de investimento total 305.971,50
Custos por Processamento
Custos fixos de
méo-de-obra  Mensalista’ 1315,6 1 1.315,60
Encargos Mensalista® 920,92 1 920,92
Total 2.236,52
Custos variaveis
Agua Hidrodestilagio® 5m? 1 32,9 32,90
Embalagens vidro ambar (1L) unidade 7 10 70,00
Gés kg 6,62 150 993,00
Electricidade " kWh 0,6402 1600 1.024,32
Agua (fluido refrigerante) ® 6-10 m® 1,02 5 5,10
Total 2.125,32
Custo total M.P.+6leo 8.960,24
Custo fixo total M.P.+6leo 6.834,92
Custo variavel total M.P.+6leo 2.125,32
Custo de produgdo do LITRO de 6leo essencial
Custo fixo de producédo do LITRO de 6leo essencial 185,73
Custo variavel de producéo do LITRO de dleo essencial 57,75

HM: hora maquina, HD: homem dia, ha: Hectare

2 SOBRATEMA -- https://www.sobratema.org.br/CustoHorario/Tabela

® Cotacao local

¢ Cotagdo CLONAGRI -- http://clonagri.com/micropropagadas/
4 CASTRO et al.(2005), valor atualizado em http://www.calculador.com.br/calculo/correcao-valor-por-indice

¢ Auxiliar de produgéo - Sindicato da categoria 2017.

"NORONHA et al. (2006).
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APENDICE | - Resumo da Analise de Variancia para o planejamento experimental de extracdo com
dioxido de carbono supercritico a partir de A. annua em trés temperaturas (40, 50 e 60
°C), trés pressdes (200, 250 e 300 bar) e trés niveis de cossolvente (0, 15 e 25%).
UTFPR Campus Pato Branco, 2016.

Para modelagem dos dados foi utilizado um Modelo Linear Generalizado (Nelder &
Wedderburn, 1972), para todas as variaveis respostas com distribuicdo Gama e fungdo de ligacao
logaritmica. Inicialmente foram considerados modelos saturados considerando a poténcia, temperatura e
cossolvente, bem como as interacbes de primeiro e segundo grau. Apos o ajuste e verificacdo de
pressupostos do modelo, apenas o efeito dos niveis do cossolvente mostraram ser significativos (y,>=
0,0041;4,9¢e-14; 1,01e-7;4,09e-14), para todas as variaveis estudadas na seguinte ordem: Rendimento
do Extrato (RE), Pureza do Extrato (PUR_ART), Artemisinina folha (ART_F) e Mg de artemisinina por
grama de extrato (MgART/gE)

Para verificar quais niveis de Cossolvente diferiram entre si, foi utilizado o Teste de Tukey, ao
nivel de 5% de significancia. Os resultados sdo apresentados abaixo.

Rendimento do Extrato

Comparagao Diferenca Erro-Padréo z-value p-valor
15-0 == 0,36622 0,11536 3,174 0,0042
25-0 == 0,29724 0,11536 2,577 0,027
25-15==0 -0,06898 0,11536 -0,598 0,8212

Pureza do Extrato
15-0 == -1,81037 0,26967 -6,713 <le-05
25-0==0 -1,71244 0,26967 -6,350 <le-05
25-15==0 0,09793 0,26967 0,363 0,93
Artemisinina Folha
15-0==0 -1,5158 0,3021 -5,017 <le-04
25-0==0 -1,3317 0,3021 -4,408 <le-04
25-15 == 0,1841 0,3021 0,609 0,815
Mg de artemisinina por mg do extrato
15-0 == -1,81037 0,26967 -6,713 <le-05
25-0 == -1,71244 0,26967 -6,350 <le-05
25-15 == 0,09793 0,26967 0,363 0,93

Por meio dos graficos abaixo, verifica-se que a suposi¢do de distribuicdo gama para os dados
esta correta, uma vez que todos 0s pontos encontram-se entre os limites estabelecidos.
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APENDICE J - Perfil por Cromatografia em camada delgada, sem limpeza das amostras, dos extratos
obtidos por extracdo com didxido de carbono supercritico a partir de A. annua.
CPQBA/UNICAMP Campinas, 2016.
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Art= Padrado de artemisinina Ac =Padrao de acido artemisininico

Amostras de extratos de A. annua obtidas com diéxido de carbono supercritico submetidas a CCD.

N ° Exp. Presséo Temperatura Solvente Cossolvente-
(bar) (°C) Etanol (%)

1 300 50 CO, 25
3 200 50 CO, 25
4 200 40 CO, 25
5 200 50 CO, 15
6 250 50 CO, 0
7 200 40 CO, 15
8 300 40 CO, 0
9 300 60 CO, 25
31 200 50 CO, 0
11 200 60 CO, 0
12 250 40 CO, 25
13 250 40 CO, 0
14 250 50 CO, 15
15 300 50 CO, 0
16 250 60 CO, 25
17 250 50 CO, 25
18 300 40 CO, 15
19 300 50 CO, 0
20 300 60 CO, 15
21 250 60 CO, 15
22 200 60 CO, 15
23 300 60 CO, 15
24 250 40 CO, 15
25 300 40 CO, 25
26 250 60 CO, 0
27 200 60 CO, 25
28 300 50 CO, 0
29 200 40 CO, 0

30 250 40 CO, 25
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APENDICE K - Resumo da Anélise de Variancia para o planejamento experimental de extracdo com
dioxido de carbono supercritico a partir de V. curassavica em duas temperaturas (40 e
60 °C) e cinco press@es (100, 150, 200, 250 e 300 bar). UTFPR Campus Pato Branco,

2017.
Rendimento do Extrato (% B.S.)
SQ QM F P valor

7,34670 1,04953 0,7414 ns 0,6469 ns
Concentragéo de a-humuleno (g/100g extrato)

0,34671 0,04953 1,3082 ns 0,3549 ns
Concentragdo de S-cariofileno (9/100g extrato)

5,42516 0,77502 1,1572 ns 0,4169 ns

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns ndo significativo (p >= 0,05)
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APENDICE L - Composicio quimica de O6leo essencial de V. curassavica — Lote 2.
CPQBA/UNICAMP Campinas, 2017.

Composigdo quimica do dleo essencial de V. curassavica — Lote 2 obtido por destilagdo com arraste a vapor.

Pico Composto Proporgdo (%)  RT (min) RI” RI™
1 o-Pineno 40,44 8,463 933 939
2 Canfeno 0,62 8,892 944 946
3 Sabineno 0,56 9,913 971 969
4 B-Pineno 1,59 10,006 973 979
5 (2)-p-Ocimeno 0,86 12,234 1026 1032
6 cis-hidrato Sabineno 0,94 12,315 1028 1065
7 Canfora 2,38 17,397 1141 1141
8 Acetato de bornila 0,56 23,859 1243 1287
9 a-cis-Bergamotol 1,74 29,127 1407 1412
10 B-Cariofileno 18,56 29,625 1419 1417
11 y-Elemeno 6,80 29,695 1421 1434
12 a-Humuleno 2,31 30,937 1451 1436
13 (2)-B-Farneseno 1,75 31,145 1457 1440
14 cis-Muurola-3,5-dieno 1,05 32,050 1479 1448
15 (E)-B-Farneseno 0,79 32,236 1483 1454
16 desconhecido 2,54 33,257 1509 -
17 (E)-y-Bisaboleno 0,93 34,127 1531 1529
18 cis-hidrato de Sesquisabineno 0,63 34,986 1554 1542
19 Oxido de cariofileno 2,03 36,018 1580 1582
20 desconhecido 0,95 36,378 1590 -
21 desconhecido 0,90 39,070 1660 -
22 (2)-a-trans-bergamotol 3,77 39,371 1669 1690
23 desconhecido 5,54 39,685 1678 -

RT: Tempo de retencdo; RI: Indice de retencéo; (-) N4o identificado.
“ Calculado

“Tebrico (ADAMS, 2007)

Composigdo quimica do extrato de V. curassavica — Lote 2 obtido por extracdo com didxido de carbono
supercritico na condicgdo de 60 °C e 250 bar.

Pico Composto Proporgéo (%) RT (min)
1 a-Pineno 0,34 8,335
6 p-Cariofileno 11,35 29,533
10 a-Humuleno 1,73 30,902
11 (2)-p-Farneseno 1,78 31,111

29 (2)-a-Bergamotol 3,31 39,325
30 Acetato de bisabolol 5,08 39,615

RT: Tempo de retengdo; Apresentacdo apenas dos compostos identificados.
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APENDICE M - Composi¢do quimica do extrato de V. curassavica — Lote 2 obtido por extragio
fracionada com CO,Sc na temperatura de 60 °C e presses de 80, 200 e 300 bar.
CPQBA/UNICAMP Campinas, 2017.

Composicdo fitoquimica do 6leo volatil de V. curassavica — Lote 2 obtido por extragdo fracionada com dioxido de
carbono supercritico na condicédo de 60 °C e 80 bar.

Pico Composto Proporcdo (%) RT (min)
1 a-Zingibereno 3,63 29,080
2 B-Cariofileno 30,46 29,568
3 (E)-y-Bisaboleno 19,33 29,649
4 o-Humuleno 4,59 30,913
5 B-Sesquifelandreno 5,36 31,134
7 d-Cadineno 1,42 32,039
9 Isocariofileno 6,66 33,246
11 Burnesol 2,42 34,127
12 Oxido de cariofileno 3,05 35,995
14 (2) a-p-Bergamotol 6,77 39,348
15 Acetato de bisabolol 9,54 39,627

RT: Tempo de retengdo; Apresentacdo apenas dos compostos identificados.

Composigdo quimica do extrato de V. curassavica — Lote 2 obtido por extragdo fracionada com dioxido de
carbono supercritico na condigdo de 60 °C e 200 bar.

Pico Composto Proporcdo (%) RT (min)
1 a-Pineno 0,074 8,336
4 p-Cariofileno 1,957 29,498
5 (E)-y-Bisaboleno 1,510 29,591
6 o-Humuleno 0,387 30,890
22 (2) a-Bergamotol 2,045 39,325
23 Acetato de bisabolol 3,666 39,604

RT: Tempo de retengdo; Apresentacdo apenas dos compostos identificados.

Composigdo quimica do extrato de V. curassavica — Lote 2 obtido por extragdo fracionada com dioxido de
carbono supercritico na condigdo de 60 °C e 300 bar.

Pico Composto Proporgéo (%) RT (min)
3 p-Cariofileno 1,992 29,498
4 (E)-y-Bisaboleno 1,588 29,591
5 a-Humuleno 0,410 30,890
21 (2) a-trans-Bergamotol 1,968 39,325
22 Acetato de bisabolol 3,382 39,603

RT: Tempo de retengdo; Apresentagdo apenas dos compostos identificados.
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APENDICE N - Quantificagdo de B-cariofileno no 6leo essencial de V. curassavica — Lote 2 obtido por
destilagdo com arraste a vapor, e nos extratos de V. curassavica — Lote 2, obtidos com
diéxido de carbono supercritico na condicdo de 60 °C e 250 bar, por extracdo
fracionada com didxido de carbono supercritico na temperatura de 60°C e pressdes de
80, 200 e 300 bar. CPQBA/UNICAMP Campinas, 2017.

Massa Volume ) Concentracéo
Amostras (mg) (mL) Area (ug/mL) ug (%) P/P
SD; 32,6 1 703099172 4100,56 4100,56 12,58
SDji 33,7 1 982929608 5709,67 5709,67 16,94
ScCO,-1estéagio; 389,3 10 143607278 883,29 8832,93 2,27
ScCO,-1estagio; 437,6 10 280952859 1673,08 16730,76 3,82
ScCO,-Seq-80bar; 107,7 5 316047855 1874,88 9374,42 8,70
ScCO,-Seq-200bar; 217,6 5 42226089 300,32 1501,59 0,69
ScCO,-Seq-300bar; 209,6 5 6332419 93,92 469,58 0,22
ScCO,-Seq-80bar;; 107,9 5 363262059 2146,38 10731,90 9,95
ScCO,-Seq-200bar;; 246,1 5 3534467 77,83 389,14 0,16
ScCO,-Seq-300bar;; 203,6 5 41869015 298,26 1491,32 0,73
Legenda: SD — Destilagdo com arraste a vapor; Seq — extragdo em 3 estagios; i, ii — repeticdes 1 e 2.

Ampliag¢do do Cromatograma (CG-EM) de 6leo essencial de V. curassavica, extracdo com destilagdo
por arraste a vapor. CPQBA/UNICAMP Campinas, 2017.
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APENDICE O - Quantificagdo de a-humuleno no 6leo essencial de V. curassavica — Lote 2 obtido por
destilacdo com arraste a vapor, e nos extratos de V. curassavica — Lote 2, obtidos com diéxido de
carbono supercritico na condicdo de 60 °C e 250 bar, por extracdo fracionada com diéxido de carbono
supercritico na temperatura de 60°C e pressbes de 80, 200 e 300 bar. CPQBA/UNICAMP Campinas,
2017.

Massa Volume Concentracéo

Amostras (mg) (mL) area (ug/mL) Mg (%) P/P
SD; 32,6 1 92615204 497,46 497,46 1,53
SDj; 33,7 1 122174547 640,75 640,75 1,90
ScCO,-lestégio; 389,3 10 32909138 208,01 2080,14 0,53
ScCO,-lestégio; 437,6 10 41388846 249,12 2491,22 0,57
ScCO,-Seq-80bar; 107,7 5 51206579 296,72 1483,58 1,38
ScCO,-Seq-200bar; 209,6 5 1208120 54,33 271,67 0,13
ScCO,-Seq-300bar; 217,6 5 8357414 88,99 444,96 0,20
ScCO,-Seq-80bar;; 107,9 5 54771971 314,00 1570,00 1,46
ScCO,-Seq-200bar;; 203,6 5 8584216 90,09 450,46 0,22
ScCO,-Seq-300bar;; 246,1 5 711117 51,93 259,63 0,11

Legenda: SD — Destilagdo com arraste a vapor; Seq — extracdo em 3 estagios; i, ii — repeticdes 1 e 2.



