UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE BOLSAS DE INICIACAO CIENTIFICA

ESTUDO DO APROVEITAMENTO DE RESIDUOS DE GUARANA
UTILIZANDO LIQUIDOS IONICOS E ADSORVENTES POLIMERICOS

Bolsista: Diego Castro Squinello, CNPq

MANAUS
2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE APOIO A PESQUISA
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE BOLSAS DE INICIACAO CIENTIFICA

RELATORIO PARCIAL
PIB-E — 0058/2010
ESTUDO DO APROVEITAMENTO DE RESIDUOS DE GUARANA
UTILIZANDO LIQUIDOS IONICOS E ADSORVENTES POLIMERICOS

Bolsista: Diego Castro Squinello, CNPq
Orientador: Prof. Dr. Valdir Floréncio da Veiga Janior

MANAUS
2011



Todos os direitos deste relatério sdo reservados a
Universidade Federal do Amazonas, ao Grupo de Pesquisa em
Quimica de Biomoléculas da Amazénia — Q-BiomA e aos seus

autores. Parte desse relatorio so podera ser utilizada para fins
académicos ou cientificos.

Esta pesquisa foi financiada pelo Conselho Nacional de
Pesquisa — CNPq através do Programa Institucional de Bolsas
de Iniciacdo Cientifica da Universidade Federal do Amazonas,

foi desenvolvida pelo Grupo de Pesquisa em Quimica de
Biomoléculas da Amazonia — Q-BiomA
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RESUMO

O guarand, Paullinia cupana (Kunth) Var. sorbilis [(Mart.) Duke] é uma das mais
utilizadas matérias-primas amazoénicas ao redor da qual cresceu uma vasta industria de
refrigerante, suplementos energético, dietéticos e alimentares que gera anualmente
toneladas de residuo que além trazer problemas financeiros a quem o gera ainda causa
problema ambiental caso disposto diretamente na natureza. Suspeita-se que nesse residuo
haja biomoléculas que uma vez extraidas e purificadas tem elevado valor de mercado, o
objetivo deste trabalho foi investigar o residuo de guarand com foco em alcalbides e
compostos fendlicos através de metodologias inovadoras, economicamente vidveis e
amigaveis ao meio ambiente como € o caso dos liquidos ibnicos, uma classe de solventes
com caracteristicas Unicas como alta viscosidade e densidade, baixa pressdo de vapor e
estabilidade térmica e quimica que podem prontamente substituir os solventes organicos
volateis na extracao e separacdo de matrizes organicas. Em paralelo também foi estudada a
capacidade de adsorventes poliméricos para auxiliar na separacdo e/ou isolamento de
substancias organicas tendo a vantagem de um prec¢o razoavel uma vez que as resinas sdo
recuperaveis e reutilizaveis e possibilidade de facil aumento de escala, o que ndo acontece,
por exemplo, com processos cromatograficos tradicionais onde o aumento de escala é
problematico e nem sempre alcancado. Os resultados obtidos, embora preliminares, sédo
bem promissores demonstrando um excelente comportamento dos liquidos i6nicos
utilizados em particdes e elevada seletividade a biomolécula alvo, as resinas poliméricas
apresentaram desempenho igualmente encorajadores a estudos mais aprofundados na
area, tendo ainda a vantagem de serem utilizadas para separar moléculas de elevada
polaridade que sao dificeis de trabalhar com métodos classicos, mas que séo as preferidas
das industrias farmacéuticas gragas a um longo histoérico de atividades metabdlicas.
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1. INTRODUCAO

O guarand, Paullinia cupana (Kunth) Var. sorbilis [(Mart.) Duke], € um arbusto da
familia Sapindaceee originalmente endémico da floresta Amazbnica, principalmente na
regido do municipio de Maués no estado do Amazonas. O consumo desde tempos pré-
colombianos por tribos indigenas como estimulante e, posteriormente, pela populagdo em
geral como suplemento dietético e estimulante das capacidades cognitivas fez crescer uma
vasta industria de bebidas em torno deste produto. Este carater estimulante do guarana é
atribuido principalmente a cafeina presente no fruto, sendo um dos produtos com maior
concentracdo desse alcaldide, de 2 a 8% em média.

A industria de bebidas gera um grande volume de residuo que ainda apresenta um
potencial consideravel para extracdo de produtos de interesse comercial como a propria
cafeina, catequina, epi-catequina, entre outros e é justamente no estudo desses rejeitos que
se baseia este trabalho, a fim de averiguar a viabilidade do seu aproveitamento para a
obtencdo de produtos de alto valor agregado a partir de uma matéria-prima abundante e
barata.

Dentro deste contexto, o uso de liquidos id6nicos (LI's), uma classe ainda pouco
explorada de solventes que séo caracterizados por sais de baixo ponto de fusdo, no
processo de extragdo dos produtos de interesse do residuo de guarana se apresenta como
uma alternativa amigavel ao meio ambiente, jA que seu uso substitui o dos solventes
organicos volateis (SOV’s) tradicionalmente utilizados e que causam grandes danos ao meio
ambiente além de apresentarem potencial perigo a saude de quem 0s manuseia.

As extracOes até entdo desenvolvidas nesse trabalho se baseiam principalmente
em sistemas bifasicos de particdo, geralmente entre 4gua e um LI ou um SOV, visando a

obtencdao principalmente de cafeina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O Guarana

O guaranazeiro, P. cupana Var. sorbilis, € , como todas as espécies de seu género,
uma liana tanto que seu nome deriva do termo indigena “varana” que significa arvore que
sobe apoiada em outra, entretanto sob cultivo ele tende a se tornar um arbusto. Seus frutos
crescem na forma de cachos de capsulas deiscentes de coloracdo vermelha contendo cada
capsula de uma a trés sementes marrons3. As sementes sdo compostas principalmente por
polissacarideos, terpenos, compostos fendlicos, flavondides, pectinas, tracos de teofilina e
teobromina e de 2 a 8% de cafeina®. E amplamente utilizado na medicina popular como
estimulante, analgésico, antipirético, diurético, antioxidante, no combate a colesterolemia e a
problemas digestivos®®’. Devido a esse carater estimulante uma ampla indUstria de
refrigerantes foi desenvolvida na regido. Originalmente o guarana é cultivado do estado do
Amazonas, principalmente no municipio de Maués, onde a cultura é desenvolvida
principalmente em pequenas propriedades caracterizando-se como importante fonte de
renda as familias da regido, entretanto atualmente a Bahia é o maior produtor, embora a
area plantada seja semelhante nos dois estados, a produtividade do guarana baiano é bem

superior a do amazonense®58,

2.2 Liquidos I6nicos

Em 1914 Paul Walden publicou no Boletim da Academia Imperial de Ciéncias de
Sédo Petersburgo um estudo sobre “a condutividade elétrica e, baseado na constante de
capilaridade, o tamanho molecular de alguns sais organicos de amoénio™, onde ele discorreu
principalmente sobre o nitrato de etilaménio, um sal produzido pela neutralizacdo da
etilamina com acido nitrico concentrado e cujo ponto de fusdo era aproximadamente 14°C,
era o relato da descoberta de uma nova classe de liquidos?.

Originalmente definidos como qualquer sal com ponto de fuséo inferior a 100°C11,
os liguidos ibnicos sdo uma classe de solventes altamente polares constituidos inteiramente
por ions, e com caracteristicas muito especificas, como elevada densidade, desprezivel
pressdo de vapor, alta estabilidade térmica e, em alguns casos, quimica, a maioria ndo é
inflamavel, salvo alguns compostos por anions nitrato e perclorato, e possuem uma ampla
janela térmica®?>. Na maioria dos casos sdo compostos por um cation organico assimétrico
substituido e contendo nitrogénio, como imidazodlio, piridinio, pirrolidinio, e um anion que
pode ser organico, como nitratos e cloretos ou organico, que geralmente contém halogénios,
como BF4, PF¢, AICls, entretanto, devido a possivel instabilidade e potencial toxicidade dos

halogénios, vem sendo desenvolvidos LI's baseados em cétions livres deles®®.
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As propriedades fisico-quimicas dos liquidos idnicos séo influenciadas tanto pelo
cation quanto pelo anion, o que gera uma infinidade de compostos diferentes com
caracteristicas especificamente planejadas, como densidade, miscibilidade em 4gua ou em
certos solventes organicos, sendo inclusive chamados de “solventes modelaveis”*12,

Devido a essas caracteristicas peculiares os liquidos i6nicos tém uma
empregabilidade muito ampla. As primeiras aplicacdes relatadas foram como solvente para
celulose e eletrélitos para baterias, ndo obtendo, contudo, grande aceitacdo para esses
fins1%. Industrialmente os principais usos sdo como meios reacionais ou catalisadores,
lubrificantes, agentes dispersantes, entre muitas outras. Em andlise sdo usados como fase
estacionaria em cromatografia gasosa e cromatografia liquida, aditivos para eletroforese
capilar, solventes para analises espectrométricas!®!®, Outra aplicacdo ainda pouco
explorada desses notaveis solventes € a extracdo, principalmente através de extracdes
liquido-liquido e partices em sistemas bifasicos com agua ou solventes organicos e é esta

a principal aplicacao dos liquidos ibnicos neste trabalho.

2.3 Adsorventes Poliméricos

Dentre os principais métodos utilizados na separacdo de substancias organicas
agueles baseados nos processos de adsorgado e dessorgdo sdo os mais utilizados, sendo a
cromatografia o0 mais amplo deles seja a adsor¢éo feita em silica ou em fases estacionarias
funcionalizadas para operarem com maiores polaridades.

Um ramo ainda pouco explorado nesse sentido sdo as resinas adsorventes
macroporosas, que sao polimeros com elevado niumero de cross-links, ndo funcionalizados,
isto é, ndo possuem caracteristicas ibnicas e possuem poros permanentes amplos,
geralmente maiores que 50A.1°

A resina utilizada nesse trabalho foi o XAD-4, cuja estrutura e espectro

infravermelho sé@o apresentados abaixo.
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Figura 1: Estrutura do XAD-4 Wavenumbers

Figura 2: Espectro infravermelho do XAD-4




3. METODO

As amostras foram coletadas na empresa Sulamérica Concentrados e
caracterizam-se como residuo 1, proveniente de extracdo sucessiva com etanol a 70% e a
guente; residuo 2, proveniente de extracdo sucessiva com etanol a 60% e material in natura,
sementes de guarand torradas. Os residuos foram secos em estufa com circulacdo de ar
forcada a 40°C por aproximadamente 12h para eliminar a umidade remanescente do
processo extrativo industrial.

Os liquidos ibnicos utilizados, a saber, hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilimidazoélio
(BMIMPFs) e o tetrafluorborato de 1-butil-3-metilimidazélio (BMIMBF.), sdo sintetizados pelo
Prof. Dr. Eder Jodo Lenarddo e seus colaboradores no Laboratdrio de Sintese Organica
Limpa da Universidade Federal de Pelotas — LASOL/UFPEL.

Visando a extracdo de cafeina do residuo de guarana foram testadas as
metodologias que utilizam solventes orgénicos volateis descritas por: MITCHEL, SCOTT &
WEST, 1974; BATTERSBY et al.1974; WOLTER FILHO et al. 1985; DJILANI et al. 2006,
uma metodologia encontrada sem autor definido utilizando CaCOs e duas extragdes em
soxhlet seguidas de particdo para obtencéo da fragéo alcaloidica totalizando sete extrages
ao todo.

As sete fracdes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada
(CCD) comparando-se o fator de retencdo das amostras com o padrdo de cafeina. para
identificar qual a mais eficiente na extracéo seletiva da cafeina.

Com o material in natura procederam-se principalmente extragfes utilizando-se LI,
uma vez que o rendimento esperado para estas é maior. Os LI's sdo introduzidos nas
particdes substituindo os SOV’s, em seguida a amostra é extraida do liquido ibnico com uma
solucao fracamente &cida, obtendo-se ao final uma fragao aquosa que pode ser concentrada
por evaporacao ou liofilizagéo.

A metodologia empregada para a separacao de flavondides utilizando adsorventes
poliméricos foi adaptada de LIANDA & CASTRO, 2008.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1: Rendimento das fra¢des alcaloidicas obtidas por metodologias utilizando SOV’s

Metodologia
2 3 4 5 6 7
Amostra
Residuo 1 0,04% 0,27% 0,35% 0,54% - - -
Residuo 2 - - 0,58% - 0,19% 0,53 0,20%

A metodologia de extracdo 1 rendeu uma fracdo aparentemente de pureza elevada
entretanto o rendimento foi baixo, o extrato 3 se apresentou também bastante puro sendo
gue num tese para a mesma metodologia com o residuo 2 o rendimento foi maior
provavelmente devido a melhor execu¢ao do método e ndo necessariamente por este conter
maior quantidade de cafeina que aquele.. A metodologia 4 apresentou o maior rendimento
para as metodologias testadas no residuo 1, entretanto o extrato final aparenta conter
impurezas. As metodologias de 2 e de 5 a 7 apresentaram-se bastante seletivas
apresentando produtos finais aparentemente de elevada pureza. Os resultados demandam
ainda uma andlise por métodos cromatogréaficos de melhor resolucdo como Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), por exemplo. Abaixo é mostrada a placa cromatogréafica
comparando o padrdo de cafeina (P) com os resultados das 4 primeiras metodologias (1-4),
0 sistema de eluicdo foi cloroformio/metanol 9:1 e o revelador foi 0 Reagente de
Dragendorff.

Figura 3: CCD comparando resultados com o padrdo de cafeina

As extragOes que utilizam solventes volateis, ainda que o fator ambiental ndo seja
favoravel se caracterizam como um importante resultado, haja vista que foi obtido de forma
relativamente simples e facil um produto de alto valor de mercado de uma matéria prima
praticamente sem valor algum, entretanto a utilizacdo de solventes halogenados que, além

de serem caros, sdo extremamente nocivos ao meio ambiente e potencialmente danosos a
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saude daqueles que trabalham com eles, torna essa uma alternativa de destino aos
residuos de guarana menos viavel econémica e ecologicamente e, portanto, dificilmente
praticavel se forem levados em conta os custos de operagao.

Dentre os liquidos ibnicos disponiveis somente o BMIMPF6 mostrou-se efetivo, pois
o BMIMBF4 € miscivel em 4gua e em solventes mais polares e uma vez que se parta de
extratos aquosos particdes com ele ndo sdo possiveis. Das extragbes procedidas com
liquido iGnico uma foi derivada da metodologia descrita por MITCHEL, SCOTT & WEST,
1974 e obteve rendimento de 0,55%, que € considerado muito baixo, pois para o guarana os
rendimentos de cafeina esperados sdo acima de 2%. A outra metodologia testada foi a partir
de um extrato etandlico e obteve um rendimento de 2,7% sendo este bastante satisfatorio.

Foi possivel verificar também o comportamento dos LI's em particbes, devido a sua
alta densidade e viscosidade as emulsGes formadas durante a agitagdo se separam
rapidamente e as perdas de material devido a esse fator sdo muito reduzidas, mesmo
guando se trabalha em pH elevado, que usualmente formam emuls@es de dificil separagéo.
Fica assim comprovada a eficicia dos liquidos ibnicos como extratores altamente seletivos e
ainda por cima amigaveis ao meio ambiente.

A separacdo de flavonéides partiu de um extrato etandélico obtido em aparelho
soxhlet e foram colhidas 7 fragbes pela eluicdo da coluna com amostra adsorvida em
Amberlite® XAD-4 com 0s seguintes sistemas: solucdo Acida para remocdo de aglicares e
compostos de carater basico, como a cafeina por exemplo, em seguida agua destilada,
etanol a 50%, metanol, acetona, etanol 100% e acetato de etila. As trés Ultimas fracdes
foram colhidas mais no sentido de ajudar na limpeza da coluna, uma vez que a resina é
recuperavel, do que de fato na separacdo da amostra e demandam estudos posteriores.
Apoés a eluigdo a resina foi “desempacotada” da coluna e submetida a uma hora de ultra-
som imersa em solugcédo de KOH para ajudar também na limpeza e recuperacdo da mesma,
a mistura foi filtrada e o filtrado foi recolhido para investigacéo posterior.

Abaixo € mostrada a placa cromatografica com as 5 fragfes organicas na seguinte
ordem: acetato de etila, etanol 100%, acetona, metanol, etanol 50%. A placa foi eluida em

acetato de etila/metanol 1:1 e revelada em iodo e vanilina sulfurica.

Figura 4: CCD revelada em lodo. Figura 5: CCD revelada em
vanilina sulfdrica.
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As fragbes em etanol a 50% e metanol apresentaram spots parecidos entéo foi feita
uma nova placa (figura 6) somente das duas e esta foi revelada em cloreto férrico que é um
revelador especifico para compostos fendlicos como sdo os flavondides esperados no
guarana, e apresentam coloragédo azulada em caso positivo.

B o el
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Figura 6: CCD revelada em cloreto férrico.
Como se pode observar nas placas a resina obteve sucesso na separagdo dos compostos

fendlicos do extrato bruto, entretanto ainda é necessario investigar a identidade dos
compostos separados.
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5. CONCLUSAO

A metodologia descrita no presente trabalho para a extracdo de alcalbides
utilizando liquidos ibnicos mostrou-se um sucesso, sobretudo no caso especifico estudado
uma vez que a extracdo mostrou-se seletiva a cafeina. Além disso, trata-se de um método
que, quando comparado ao uso de SOV’s principalmente o halogenados, é muito menos
ofensivo ao meio ambiente e tem grande potencial econémico uma vez que o liquido ibnico
pode ser facilmente recuperado e reutilizado no mesmo processo ou até mesmo em
processos diferentes enquanto os solventes halogenados, além de danosos ao ambiente,
séo caros e dificilmente podem ser reutilizados, somente em alguns casos em que se trate
exatamente da mesma matéria-prima, mesmo método utilizado e mesmo produto objetivado.

Outrossim, o uso do adsorvente polimérico também mostrou resultados
promissores apesar da incipiéncia das analises levadas a cabo. Trata-se de um material de
custo razoavel e que pode ser totalmente recuperado para utilizagdes posteriores nos mais
variados processos, é de facil conservagédo e armazenamento, possui uma ampla janela de
condigbes de trabalho seja em temperatura, pH ou sistema de solvente. Além disso, as
resinas sao utilizadas principalmente na separagdo de compostos mais polares que sé@o de
grande interesse em ensaios farmacologicos e na industria de cosméticos, mas que sdo
pouco trabalhados na fitoquimica classica devido a limitacdes metodolégicas.

Apresentam-se a partir daqui oportunidades de aprofundamento no estudo dos
residuos industriais de guarana, do qual se tem grandes volumes causando problemas
ambientais e financeiros as empresas que 0s geram, utilizando-se metodologias inovadoras,

economicamente viaveis e ecologicamente corretas.
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