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RESUMO

Testou-se a utilizacao do CO, supercritico na extracao seletiva de compostos oxigenados (linalol e acetato de linalila) contidos no 6leo
essencial de bergamota (Citrus bergamia Risso), var. bergamia, adsorvido em silica gel contendo baixo teor de limoneno e bergapteno. A
densidade do di6xido de carbono e a temperatura de extracao foram otimizadas, e os extratos obtidos foram analisados por cromatogra-
fia. Nas condicoes estudadas, observou-se uma reducao de 72% no teor de limoneno e 92,5% para o bergapteno, sendo extraidos 52% de
linalol € 69,4% de acetato de linalila.
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SUMMARY

LIMONENE AND BERGAPTEN REDUCTION FROM BERGAMOT ESSENCIAL OIL ADSORBED IN SILICA-GEL BY SUPERCRITICAL CARBON
DIOXIDE. The use of supercritical CO, was tested in the selective extraction of the limonene contained in the bergamot essential oil
(Citrus bergamia Risso), var. bergamia, and posterior concentration of the oxygenated fraction (linalool and linalyl acetate) with reduced
bergapten. It was used silica gel as adsorbent to improve the fractionation between the components of interest. It was tested, firstly, the
extraction temperature and carbon dioxide density ideals for the removal of the limonene. Then, in a second stage was determined the
best temperature and density for the linalool and linalyl acetate extraction with reduced bergapten. After extraction, the essential oil

extract with 52% of linalool and 69.4% linalyl acetate had 72% less limonene and 92.7 less bergapten.

Keywords: supercritical CO,; linalool; linalyl acetate.

1 - INTRODUCAO

O oleo essencial de bergamota é obtido pelo proces-
so de raspagem da casca (Pellatrice), apresentando em
sua composicao maior quantidade de compostos oxige-
nados do que a normalmente encontrada em 6leos de
outras frutas citricas [2, 5, 16]. Seus principais consti-
tuintes oxigenados sao o linalol e o acetato de linalila
(Figura 1). E utilizado na aromatizacdo de balas, chas,
sorvetes e tabaco, conferindo a estes produtos um aro-
ma adocicado e refrescante. Na industria de perfuma-
ria é aplicado em locgdes, colonias citricas, sabonetes,
cremes, maquiagem e locoes bronzeadoras dando um
aroma delicado e refrescante a estes produtos [8, 9, 10,
12, 13].

O limoneno, principal componente de outros o6leos
de citrus, nao ultrapassa 55% no oleo de bergamota e,
além de nao contribuir para o aroma do 6leo, age como
carreador para os compostos oxigenados facilitando,
assim, a oxidacao do 6leo quando em contato com o ar.
O acetato de linalila e o linalol estao presentes no 6leo
em concentracoes variaveis entre 15 e 40% e 1,5 a 20%
respectivamente [5, 12, 16].

O maior problema para sua aplicacdo na industria
de perfumaria é a presenca de bergapteno na fracao nao-
volatil do 6leo. Esta substancia em peles muito sensi-
veis, tem efeito fototoxico podendo causar dermatites e
hiperpigmentacao, fazendo com que seu uso em cremes,

I Recebido para publicagao em 12/09/2000. Aceito para publicagdo em
09/12/2002 (000519).

2 Departamento de Tecnologia de Alimentos - Universidade Federal de
Vigosa, CEP — 36571-000, Vigcosa-MG

* A quem a correspondéncia deve ser enviada.

logoes e perfumes fique restrito [12, 18]. O bergapteno
torna-se biologicamente ativo quando exposto a radia-
cao ultravioleta (320 a 400nm), e alguns de seus efeitos
biologicos tém sido atribuidos a habilidade deste com-
posto em se intercalar com o DNA celular, membranas e
proteinas [19]. O efeito mutagénico do bergapteno de-
pende de sua concentracao no oleo. Quantidades acima
de 0,002% em fragrancias ja causam reac¢oes adversas
sobre a pele [11, 18].
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FIGURA 1. Estruturas quimicas de limoneno (1), linalol (2),
acetato de linalila (3) e Bergapteno (4).

Com o proposito de eliminar os problemas causados
pelo bergapteno, algumas indUstrias estao utilizando 6leo
essencial de bergamota debergaptenizado, e os proces-
sos mais utilizados sao a destilacao a vapor e a cromato-
grafia em coluna [7, 15]. Recentemente, o método de ex-
trag@o pelo CO,-supercritico vem sendo testado como
alternativa em substituicao aqueles convencionais atual-
mente em uso [1, 3, 6, 11, 14].

Este trabalho tem como objetivo examinar a possi-
bilidade do uso do diéxido de carbono supercritico sob
varias condicOes de extracao, na reducao do teor de
limoneno e bergapteno do oleo essencial de bergamota.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostra

O oleo essencial de bergamota foi doado pela empre-
sa IFF-Esséncias e Fragancias Ltda e armazenado a 7°C,
ao abrigo da luz.

2.2 - Reagentes

O dioxido de carbono foi obtido da White Martins
(grau 4.7). Os compostos bergapteno, limoneno, acetato
de linalila, linalool, cumarina, tetradecano e silica gel
70, 300mesh foram obtidos da Sigma. Os solventes
hexano, isopropanol e etanol grau cromatografico foram
obtidos da Merck.

Solucoes estoque de cumarina (padrao interno): pre-
parou-se uma solucao de 50,1mg em balao volumeétrico
de S0mL completando-se o volume com etanol, o que
resultou numa concentracdo de 0,98mg.mL!. Para o
bergapteno, utilizou-se 14,6mg em etanol, num balao de
10mL. Solugdes de trabalho foram diluidas em etanol,
obtendo-se variacao na concentracao entre 0,0014 a
0,058mg.mL1, as quais foram filtradas em seringas com
filtro de nylon 0,45um para as analises por cromatogra-
fia liquida.

Para analises em cromatografia de fase gasosa,
prepararou-se as solugdes-padrao de limoneno (96,7%),
linalol (95,6%) e acetato de linalila (96%) em hexano,
variando a concentracao de 480ug.mL! a 974ug.mL,
49ug.mL'a9870ug.mL!eSlug.mL'a 1031ug.mL?, res-
pectivamente. Retirou-se 1,0mL das solucdes diluidas
nas diferentes concentracdes, e a cada uma foram adi-
cionadas 20uL da solucao de padrao interno (tetradecano,
1,0 mL/10mL hexano).

2.3 - Equipamentos

Utilizou-se o extrator HP 7680A equipado com
restritor variavel, permitindo o controle independente de
fluxo e pressao, extrator de 7,0mL de volume interno
reduzido com espacador cilindrico de vidro macico de
6,7cm de comprimento e 1,0cm de diametro e coletor de
octadecilsilica (ODS).

O cromatdégrafo liquido HP 1050 equipado com loop
de 20ul e detector de UV-visivel, pré-coluna Hyperasil
(20mm x Spum x 4mm) e coluna CN-10 (300 mm x Sum
x 4mm) foi utilizado na separacao e identificacao de
cumarina e bergapteno.

Para a analise quantitativa e qualitativa do limoneno,
acetato de linalila e linalol utilizou-se o cromatografo de
fase gasosa HP 5890 II equipado com detector de ioniza-
cao de chama e sistema de injecao split-splitless em co-
luna capilar de silica fundida (fase estacionaria Metil —
silicone, equivalente a SE-30 (HP-1 25m x 0,20mm x
0,33um).

2.4 - Andlise cromatografica

Para a analise da fracao oxigenada e do limoneno foi
utilizada a cromatografia de fase gasosa, sendo o hidro-

génio empregado como gas carreador a um fluxo de
0,97mL.min"!, e sistema de injecao tipo “split” na pro-
porcao de 284:1. A temperatura inicial da coluna foi de
75°C/5S minutos, aumentando até 150°C a uma razao
de 3,0°C/min. e permanecendo assim durante 5 minu-
tos. As temperaturas do injetor e detector foram 250°C e
300°C, respectivamente. Curvas de calibracao com pa-
drao interno (tetradecano) foram utilizadas na quantifica-
¢ao dos oxigenados, conforme descrito por COELHO [4].

Na separacdo e quantificacdo do bergapteno, utili-
zou-se a cromatografia liquida monitorada a 315nm e
fase movel constituida de hexano — isopropanol (94:6 v/
v) com fluxo de 0,8mLmin!‘de acordo com método des-
crito por FISHER e TRAMA [7].

2.5 - Processo de extracao

Aproximadamente 20uL do 6leo essencial de berga-
mota foram adsorvidos em 100mg de silica gel 70 —
300mesh e acondicionados em envelopes de papel-filtro
de tamanho apropriado e colocados no interior da célula
extratora. Para a otimizacao do processo variaram-se os
seguintes parametros: temperatura de extracao, fluxo
de CO,, densidade do CO,, tempo de extragado e tempe-
ratura do coletor. Apds cada extracao, o coletor a 40°C
foi lavado com hexano na pré-extracao para remocao de
substancias interferentes e etanol na extracao da fracao
oxigenada (1,5mL).

3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Pelas analises cromatograficas do limoneno, linalol,
acetato de linalila, tetradecano, bergapteno e cumarina,
determinaram-se os seguintes tempos de retencao: 7,2;
10; 16; 22,2; 14,4 e 21,5min, respectivamente, e as cor-
respondentes curvas de calibracao (coeficiente de corre-
lagao) foram: Y = 0,7563x + 0,0069 (r = 0,9967), Y =
0,51x+0,0118 (r=0,9969),Y =0,55x + 0,019 (r = 0,9972)
eY =66,203x + 0,0466 (r = 0,9962). O teor desses com-
ponentes no 6leo de bergamota bruto foi calculado a partir
das curvas de calibracao e apresentou os seguintes va-
lores (mg/g amostra): limoneno (267,33), linalol (113,13),
acetato de linalila (372,18) e bergapteno (1,14). As con-
dicoes testadas na otimizacao dos parametros foram:
densidades de 0,20; 0,25 e 0,35g.mL!; temperaturas de
extracao 40, 50, 60 e 70°C para a remocao do limoneno;
densidades: 0,5; 0,6; 0,7 e 0,85g.mL*'a 40, 50 e 60°C,
para extracao da fracao oxigenada.

3.1 - Efeito da temperatura

Nao foi utilizada temperatura acima 70°C em virtu-
de da degradacao dos constituintes do oleo [17]. Com
base nos resultados, pode-se dizer que tanto o aumento
da temperatura como o da densidade acarretaram maior
remocao do limoneno, (Figura 2), significando maior po-
der de solvatacao, pelo aumento da pressdo de vapor
ocasionado pela elevacao da temperatura. O maior indi-
ce de recuperacao de limoneno (86%) foi obtido na den-
sidade 0,35g.mL! (120bar) e a temperatura de 70°C, mas,
nestas condicdes, houve também maior remocao da fra-
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cao oxigenada (39,07% de linalol e 50,86% de acetato de
linalila). Isto significa que, apesar de ter conseguido gran-
de capacidade de extracao, o fracionamento entre os
componentes de interesse no 6leo foi minimo, possivel-
mente pela formacao de uma mistura homogénea entre
terpenos, compostos oxigenados e gas carbono supercri-
tico. Assim, a melhor condicdo para remover o limoneno
com menor retirada de linalol e acetato de linalila foi
quando se usou a densidade 0,25g.mL"* (77bar) e tempe-
ratura de 40°C.

——40°C
—=—50°C

30 4 - —a60°C
20 - - 70°C

indice de recuperacio
o
)
L

0,1 0,15 0.2 025 03 035 04
densidade(g/mL)

60 - —+—40°C
—=—50°C
——60°C
—x—70°C

indice de recuperacio
o
=)
!

10 e
0 T T T T T

0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
densidade(g/mL)

—e—40°C
—=—50°C
—a— 60°C
—x—70°C

% recup eragio
o
=)
.

0 T T T T T

0.1 0,15 0.2 0,25 03 0,35 04
densidade(g/mL)

FIGURA 2. Indice de recuperacgao de limoneno (a), linalol (b) e
acetato de linalila (c) nos extratos obtidos por CO,
supercritico, em diferentes condicoes de temperatura e den-
sidade.

3.2 - Tempo de extracao e fluxo

As extracoes foram conduzidas para otimizar o fluxo
de CO, e tempo de extracao. As melhores condicdes de
fluxo de CO, e tempos de extragdo dinamica foram
2mL.min? e 15 minutos, respectivamente, sem a ne-
cessidade de extracao estatica, obtendo-se, assim, maior
remocao do limoneno. Tempo de extracao mais longo e

fluxo maior nas condicdes estudadas, resultaram em
perdas da fracao oxigenada, além da ocorréncia de
dessorcao de ambos os componentes, ocasionada pela
saturacao da silica, os quais foram removidos juntamente
com o CO,. Em razao da alta volatilidade dos componen-
tes extraidos, a temperatura baixa do coletor é de fun-
damental importancia, pois das trés estudadas (0, S e
10°C) a que melhor proporcionou a recuperagao do
limoneno foi a de 10°C.
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FIGURA 3. Indice de recuperacao de limoneno(a), linalol(b) e acetato
de linalila(c) nos extratos obtidos por extracao supercritica,
em diferentes condicoes de temperatura e densidade.

Apds a otimizacao das condicdes de pré-extracao
(deterpenacao) do oleo essencial de bergamota, iniciou-
se a segunda etapa do experimento, com o objetivo de
extrair a fracao oxigenada, representada pelo linalol e
acetato de linalila com quantidade minima de limoneno
e bergapteno. Observou-se que aumento da temperatu-
ra e da densidade proporcionou maior recuperacao do
linalol e acetato de linalila, e, para o limoneno, néao se
verificou aumento consideravel na quantidade extraida
(Figura 3). A silica-gel retém os oxigenados, permitindo
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que em baixa temperatura e pressao ocorra a extracao
do limoneno. Portanto, aumentando-se a temperatura e
a pressao, foi possivel a eluicao dos compostos oxigena-
dos aderidos a silica-gel.

A melhor condicao para a extracédo da fracao oxige-
nada, considerando menor quantidade de limoneno pre-
sente nesta fracao, foi: 50°C/0,70g.mL"' (151bar), fluxo
de CO, e tempo de extracao dinamica de 3mL.min" e 15
minutos, respectivamente, ndo havendo a necessidade
de tempo de extracdo estatica. A melhor temperatura
para o coletor foi de 10°C, mantida em todas as etapas
do fracionamento do 6leo essencial de bergamota. Nes-
sas condicoes obtiveram-se indices de recuperacao de
49,88% para linalol e 66,90% para acetato de linalila,
além da presenca de bergapteno em niveis-traco.

A presenca de bergapteno em concentracoes conside-
raveis foi observada somente nos extratos obtidos em tem-
peraturas e densidades maiores. Pela maior afinidade des-
ta substancia com a silica-gel, a sua eluicao so6 foi possivel
em maiores temperaturas e densidades. A relacao entre a
concentragao de compostos oxigenados (Co) e a concen-
tracao de limoneno (C|) na amostra inicial, foi de 1,81 e ao
final do processo de extracao a relacao, Co/C, foi de 3,0
evidenciando a concentracao da fracdo oxigenada.

4 - CONCLUSOES

Variando-se as condicoes de extracdo pode-se remo-
ver quantidades substanciais de limoneno e, seqiiencial-
mente, da fracdo oxigenada com teor reduzido de
bergapteno. Verificou-se que, com o aumento da tempe-
ratura, diminuiu-se a eficiéncia do fracionamento, inde-
pendentemente da pressao utilizada. A remocao mais
eficiente de limoneno foi obtida a 40°C/0,25g.mL* (77bar)
com fluxo de 2mL.min! e tempo dinamico de 15 minu-
tos. Nestas condicoes, extrairam-se 55,65% de limoneno
contido no 6leo de bergamota com perda de 8,36% de
linalol e 3,59% de acetato de linalila, ndo sendo eviden-
ciada a presenca de bergapteno. Na etapa de extracao
da fracao oxigenada (linalol e acetato de linalila), obser-
vou-se que o efeito da temperatura foi maior que a pres-
sdo, proporcionado aumento do indice de recuperacao.
Na faixa de temperatura entre 50°C - 60°C, a variacao
na quantidade extraida foi muito pequena. Portanto, as
melhores condigoes foram 50°C/0,70g.mL"! (151bar) com
fluxo de extracao de 3mL.min? e tempo dinamico de 15
minutos. Nestas condicoes, extrairam-se 51,97% de
linalol e 69,38% de acetato de linalila.
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