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RESUMO

Os combustiveis fosseis sdo fontes ndo renovaveis de energia, o0 que motiva a
busca por novas alternativas que além de limpas e renovaveis, devem apresentar
boa qualidade e rendimento. O biodiesel e o etanol s&o os principais
biocombustiveis liquidos usados no Brasil. O biodiesel tem em sua estrutura
acidos graxos insaturados que facilitam processos de oxidacdo acelerado pela
temperatura e umidade. Ja& o etanol é produzido por processos fermentativos,
devido a acao bioldgica das leveduras. Sendo os microrganismos contaminantes
uma das condicBes responsaveis pela inibicdo e queda da viabilidade das
leveduras, além de diminuirem o rendimento da fermentacdo. Com o intuito de
aumentar a estabilidade oxidativa do biodiesel e controlar os microrganismos
contaminantes da fermentacéo alcoolica do etanol, os extratos naturais podem ser
usados como alternativa na substituicdo dos agentes sintéticos. Foram testados
os extratos das folhas do folhas do Persea americana, Sambucus nigra e
Esenbeckia grandiflora extraidos com o extrator de gorduras — Goldfish, utilizando
como solventes alcool etilico, acetato de etila e hexano na concentracdo de 1:10
massa/volume. Avaliou-se o efeito dos extratos na estabilidade termo-oxidativa do

biodiesel de soja metilico, pela técnica de Calorimetria Diferencial Exploratéria
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(DSC), o extrato que apresentou o melhor resultado foi submetido ao teste de
Oxidacdo Acelerada Rancimat. Para a contaminagdo microbiologica foi
determinada a quantidade de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) do
Caldo absoluto, Caldo Tratado e do Caldo Fermentado e identificado o Gram das
bactérias. Determinando as concentrac6es minimas inibitérias (CIM) dos extratos,
classificando-os de acordo com seu potencial bactericida e bacteriostatico. A
partir dos resultados conseguidos com o DSC e confirmados pelo método
Rancimat, nota-se que as folhas da E. grandiflora podem ser utilizadas para
obtencdo de extratos com atividade antioxidante, considerando-o um possivel
substituinte dos antioxidantes sintéticos. No processo fermentativo as bactérias
Gram-positivas foram predominantes, com niveis de contaminagdo superiores a
107 UFL/mL, resultado esse que acarreta a prejuizos significativos. Os extratos
naturais mostraram-se eficientes inibindo a maioria dos microrganismos. As folhas
da E. grandiflora apresentou-se eficientes em todos 0S microrganismos
analisados, tendo acao bacteriostatica em todas variacdes das concentracdes. As
folnas do P. americana extraido com os solventes acetato de etila e hexano
apresentaram a menor CIM de 1,25 mg/mL frente a bactéria Lactobacillus casei,
sendo 0s Unicos com acdo bactericida. Esses extratos apresentam alta
capacidade para serem usados como substituintes dos antimicrobianos sintéticos.

No entanto, tornam-se necessarios mais testes para essa finalidade.

Palavras—chave: Esenbeckia grandiflora. Goldfish. Rancimat.
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ABSTRACT

The fossil fuels are non-renewable sources of energy, which motivates the search
for new alternatives that besides clean and renewable it should present good
guality and performance. Biodiesel and ethanol are the main liquid biofuels used in
Brazil. Biodiesel has unsaturated fatty acids in its structure that facilitate processes
of accelerated oxidation by temperature and humidity. Ethanol, on the other hand,
is produced by fermentation processes, due to the biological action of yeasts.
Contaminant microorganisms are one of the conditions responsible for the
inhibition and decrease of yeast viability, besides reducing the fermentation yield.
In order to increase the oxidative stability of biodiesel and control the
contaminating microorganisms of ethanol's alcoholic fermentation, natural extracts
can be used as an alternative to synthetic agents. The extracts from the leaves of
Persea americana, Sambucus nigra and Esenbeckia grandiflora extracted with the
fat extractor - Goldfish were tested, using ethylic alcohol, ethyl acetate and hexane
as solvents at a concentration of 1:10 mass/volume. The effect of the extracts on
the thermo-oxidative stability of methyl soy biodiesel was evaluated by the
Differential Exploratory Calorimetry (DSC) technique, the extract that presented

the best result was submitted to the Rancimat Accelerated Oxidation test. For
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microbiological contamination, the quantity of colony forming units (CFU/mL) of
absolute broth, treated broth and fermented broth was determined and the
bacteria Gram was identified. Determining the minimum inhibitory concentrations
(MIC) of extracts, classifying them according to their bactericidal and bacteriostatic
potential. From the results obtained with the DSC and confirmed by the Rancimat
method, it is noted that the E. grandiflora leaves can be used to obtain extracts
with antioxidant activity, considering it a possible substitute for synthetic
antioxidants. In the fermentation process, Gram-positive bacteria were
predominant, with contamination levels higher than 10" UFL/mL, which results in
significant losses. The natural extracts were shown to be efficient in inhibiting most
microorganisms. The leaves of E. grandiflora were efficient in all microorganisms
analyzed, with bacteriostatic action in all concentration variations. The leaves of
the P.americana extracted with the solvents ethyl acetate and hexane showed the
lowest MIC of 1,25 mg/mL compared to Lactobacillus casei bacteria, being the
only one with bactericidal action. These extracts have a high capacity to be used
as substitutes for synthetic antimicrobials. However more tests are needed for this

purpose.

Key words: Esenbeckia grandiflora. Goldfish. Rancimat.

XiX



1 INTRODUCAO

A maior parte de toda a energia utilizada no mundo deriva-se dos
combustiveis fosseis. No entanto, essas fontes sdo limitadas e estudos de
prospeccdo revelaram o esgotamento no futuro. Além desse eventual
esgotamento e dos reflexos que poderiam ocasionar na economia, também é
necessario considerar os aspectos ambientais. De acordo com a Organizagdo das
Nacbes Unidas (ONU), o uso de combustiveis fosseis é a principal causa do
aumento da concentracdo de gases do efeito estufa, portanto, a busca por fontes
alternativas de energia que sejam renovaveis e limpas, como os biocombustiveis
sédo de suma importancia (SCHUCHARDT; SERCHELI; VARGAS, 1998).

O biodiesel e o etanol sdo os principais biocombustiveis liquidos usados no
Brasil, derivados da biomassa renovavel, podem substituir parcial ou
integralmente, compostos de origem fOsseis em motores ou em outros tipos de
geracao de energia. Por serem biodegradaveis, e praticamente livres de enxofre e
compostos aromaticos, ndo causam impactos elevados ao meio ambiente (ANP,
2016).

Segundo a Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Bicombustivel
(ANP, 2018) o biodiesel pode ser definido como sendo um composto de alquil
ésteres de acidos carboxilicos de cadeia longa, conseguido a partir do processo
de transesterificacdo e/ou esterificacdo de matérias graxas, de 6leos ou gorduras
de origem vegetal (oleaginosas) ou animal.

Os acidos graxos insaturados presentes nas matérias-primas usadas para
a producdo do biodiesel, facilitam processos de oxidacdo, tornando-o mais
sensivel a degradacdo por oxidacdo que os combustiveis fosseis (FOCKE;
WESTHUIZEN; OOSTHUYSEN, 2012). Além desse, outros fatores como a
temperatura e umidade podem alterar suas propriedades. Também, quando
exposto a acao do ar e da luz, esta sujeito a degradacédo, por autoxidacao e foto-
oxidacdo (BORSATO et al., 2010).

Com o propésito de aumentar a estabilidade do biodiesel séo utilizados

antioxidantes sintéticos ou naturais capazes de impedir ou atrasar a formacao de
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compostos que prejudicam as propriedades desse biocombustivel (REGINATO-
NETO et al., 2013). O uso de extratos naturais encontrados em plantas que
apresentam atividade antioxidante é uma alternativa para substituir os de origem
sintética o que acarreta na diminuicdo no custo final do produto. Esses compostos
podem ser extraidos por diferentes técnicas como por meio de extracdo
convencional, utilizando solventes organicos ou agua e, extracdo utilizando fluidos
supercriticos, como o CO,. Essa extracdo é feita em alta pressao, quando
utilizada em baixas temperaturas previne a degradacdo dos compostos
antioxidantes presentes nas plantas (SANTOS, 2014).

De acordo com a resolucdo ANP no 45/2014 a estabilidade a oxidacdo do
biodiesel € de 110° C é de 8 horas (ANP, 2014). Essa estabilidade oxidativa pode
ser melhorada tanto adicionando antioxidantes naturais ou sintéticos. Dentre os
antioxidantes sintéticos, comercialmente mais utilizados sdo TBHQ (Terc-butil-
hidréxi-quinona), BHT (Butil-hidroxi-tolueno), BHA (Butil-hidroxi-anisol) e PG
(Propil Galato) que corrobora com aumento no tempo de indugcdo a oxidagao
(KARAVALAKIS; STOURNAS, 2011). Quando comparados com 0s antioxidantes
sintéticos, 0s naturias podem téo eficientes quanto eles (BALL, 2006).

Ja o etanol é produzido por processos fermentativos, devido a acao
biologica das leveduras, que transformam os acucares presentes no mosto, em
etanol, gas carbbnico e compostos secundarios. No entanto, as leveduras
necessitam de condi¢cdes favoraveis para que suas atividades metabdlicas sejam
apropriadas (BADIN, 2010). O alto indice de microrganismos contaminantes
durante os processos fermentativos € uma das condicbes responsaveis pela
inibicdo e queda da viabilidade das leveduras. Além de causarem prejuizos no
consumo de acucar, formacdo de goma e floculagdo do fermento o que
consequentemente diminui o rendimento da fermentacdo (NOBRE; HORII;
ALCARDE, 2007).

Para reduzir essa contaminacdo séo utilizados antibidticos sintéticos, que
possuem propriedades bactericidas ou bacteriostaticas (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012). Contudo o uso continuo desses produtos sintéticos favorece o

desenvolvimento de linhagens resistentes, tornando-as cada vez menos sensiveis
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a sua acdo, causando um alto custo do processo de producdo, além de
possibilitar a incorporacdo de residuos no produto final obtido. Por questdes de
saude publica, o uso de produtos de origem natural é uma alternativa segura,
eficaz e de baixo custo (BREGAGNOLI, 2006).

Os extratos naturais estdo sendo empregados com amplo sucesso tanto na
estabilidade oxidativa do biodiesel quanto no controle de microrganismos
contaminantes da fermentacdo do etanol, mas o0s resultados ainda sao
demonstrados de forma isolada (BERTUCCII, 2009). Tendo em vista a ampla
distribuicdo e a exiguidade de trabalhos que relatam essas atividades, torna-se
evidente a necessidade de avaliar extratos naturais e padroniza-los para o uso em
larga escala, assim diminuindo o custo na producao e aumentando a qualidade do

produto final.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo avaliar a estabilidade termo-oxidativa do
biodiesel (B100) e a atividade antimicrobiana na fermentacédo alcoodlica do etanol
utilizando extratos naturais obtidos das folhas do Abacateiro (Persea americana),
Sabugueiro (Sambucus nigra) e Guaxupita (Esenbeckia grandiflora). Conseguidos
pelo método convencional de extracdo (Goldfish) variando o solvente conforme

sua polaridade.

2.2 Objetivos Especificos

o Os extratos das folhas Abacateiro, Sabugueiro e Guaxupita foram
obtidos pelo método convencional de extracao utilizando o extrator de 6leos e
gorduras - Goldfish variando o solvente conforme sua polaridade (Etanol, Acetato
de Etila e Hexano).

o Avaliar o efeito dos extratos naturais na estabilidade termo-oxidativa
do biodiesel de soja (B100), pela técnica de Calorimetria Diferencial Exploratéria
(DSC), sendo gue a espécie que apresentou o0s extratos com melhores
resultados, esses foram submetidos ao teste de Oxidagcdo Acelerada Rancimat.

. Caracterizar os extratos naturais quanto a sua composicao;

o Determinar a quantidade microbioldégica em unidades formadoras de

colénias (UFC/mL) do Caldo absoluto, Caldo Tratado e do Caldo Fermentado.

o Identificar o Gram das bactérias oriundas dos Caldos.
o Determinar as concentracdes minimas inibitorias (CIM) dos extratos;
o Classificar os extratos de acordo com seu potencial bactericida e

bacteriostatico.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Energia

A energia € uma das principais potencias que impulsionam o
desenvolvimento de um pais, sendo fundamental nos processos produtivos, além
de aumentar o bem-estar da populacdo. Para atender a demanda energética
crescente sdo necessarios altos investimentos. Entretanto, o custo do sistema
energético ndo se resume apenas aos valores monetarios, mas, também, nos
impactos ambientais, como o0 aquecimento global, intensificacdo do efeito estufa
causados pelo consumo e producdo. Além dos riscos de acidentes que podem ter
consequéncias devastadoras tanto para 0 meio ambiente quanto para a
sociedade. Ademais, as reservas de combustiveis fosseis sdo limitadas e o
aumento no consumo é um dos motivos que estimula a busca por fontes
alternativas de energias (PEREIRA et al.; 2014; SALUJA et al.; 2016).

Em 1973, ocorreu um marco na historia energética do planeta. Epoca em
gue a dependéncia da sociedade por fontes de energia fossil crescia
desordenadamente, desde entdo o homem comecou a buscar fontes de energia
alternativas. Diante desse cenario de valorizacdo por essas fontes, criou-se um
panorama propicio para a ascensdo dos biocombustiveis. Porém, € necessario
um planejamento energético que possibilite o atendimento da demanda de
energia de forma eficiente, econdmica, segura, confiavel e que causem o menor
impacto a natureza (FURTADO, 1985).

O Brasil dispbe de uma matriz energética de origem predominantemente
renovavel. Dados do Balanco Energético Nacional (BRASIL, 2018) mostraram que
em 2018, essas fontes representaram 82% da oferta interna de energia do pais.
Entretanto, o crescimento da demanda por energia vai exigir que o pais utilize
todas as fontes disponiveis para garantir o suprimento a populacdo. Nesse
sentido, h& varios caminhos que podem ser seguidos, dada a disponibilidade de

recursos energéticos no pais (FURTADO, 1985).



A geracdo e o consumo de combustiveis derivados de matérias-primas
renovaveis, como o alcool e o biodiesel, exibiu crescimento relevante no Brasil em
2018. De janeiro a agosto, o aumento na producao de biodiesel foi de 26% e a
alta no consumo de etanol automotivo chegou a 14%, em comparagdo com 0O
mesmo periodo do ano anterior. Os indices seguem a expectativa mundial de
substituir gradativamente os combustiveis fésseis por biocombustiveis com
menores emissdes de gases nocivos (ANP, 2018).

Os dados divulgados pelo Ministério de Minas e Energia (MME) apontam
que as fontes renovaveis representaram 44% na matriz energética do pais em
2018, com acréscimo de 1% em relacdo ao ano anterior. O Brasil segue em
segundo lugar como produtor de etanol, até novembro de 2018, cerca de 200
milhdes de barris foram produzidos. E o terceiro lugar na produgcéo e consumo de
biodiesel B100, com cerca de 30 milhdes de barris produzidos até novembro de
2018.

Esses biocombustiveis vém sendo amplamente estudados para
substituicdo parcial ou integral dos combustiveis de origem fossil, por serem
derivados de fontes naturais e renovaveis principalmente de vegetais, fato que
tem aumentado interesse nas pesquisas nos ultimos anos (KANNAN;
VAKEESAN, 2016). Ambos s&o considerados promissores, devido sua
capacidade de queima facil, eficiéncias na producdo de energia e menor impacto
ambiental com baixa taxa de poluentes em comparacdo com os combustiveis de
origem do petréleo (GUILLEN; CABO, 2001; BUOSI et al., 2016; KANNAN;
VAKEESAN, 2016).

3.2 Histéria do Biodiesel

No final do século XIX Rudolf Diesel e Henry Ford, realizaram os primeiros
testes com Oleo de amendoim em motores a diesel, encontrando nos 0leos
vegetais grande potencial para se tornar um combustivel. A partir dessa
descoberta, diversos combustiveis puderam ser utilizados em motores, entre eles

o alcool produzido a partir de biomassa. Embora nesse periodo tivessem suas
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pesquisas adiadas pelo acelerado avancos da industria do petréleo deixaram o
caminho para pesquisas futuras (CABRAL; MURPHY, 2009).

Algumas décadas depois, a juncdo dos 6leos vegetais com o &lcool,
produzidos a partir do processo quimico de transesterificacdo, pode propiciar um
novo combustivel de origem renovavel, o éster de 6leo vegetal, conhecido como
biodiesel. A producéo desse biocombustivel sofreu um longo e lento processo de
evolucdo. No entanto, as tentativas de utilizacdo de 6leos e mesmo &lcool de
cana-de-acucar, puderam ser identificados como precursores dos tipos de
biodiesel modernos (BRASIL, 2006).

Pioneiro na América Latina em 1903, ja se discutia no Brasil o uso de
biocombustiveis para funcdes energéticas. Mas foi em 1937 na Beélgica que
ocorreu a primeira concessao de patente aos combustiveis obtidos a partir de
Oleos vegetais. No entanto, foi a partir de 1920 que iniciou a trajetoria do biodiesel
no Brasil, com incentivo do Instituto Nacional de Tecnologia. Mas, somente no
final da década de 1970 que foi criado o Plano de Producdo de Oleos Vegetais
para Fins Energéticos (Prodleo), mediante a crise energética internacional
(CABRAL; MURPHY, 2009).

Em 1983, o Governo Brasileiro, motivado pelo aumento do preco do
petréleo, definiu a implantagdo do Programa de Oleos Vegetais (Projeto OVEG)
antes chamado de Prodleo, no intuito de testar o uso do biodiesel puro e em
diferentes niveis de mistura ao diesel mineral (TAVORA, 2012). Coordenado pelo
antigo Ministério da Industria e Comércio, essa iniciativa teve a participacédo das
industrias automobilisticas, de autopecas, de 6leos vegetais, de combustiveis e
lubrificantes, além de diferentes centros de pesquisa.

No ano de 2002, a etandlise de 6leos vegetais foi considerada como a rota
principal para um programa nacional de substituicdo do diesel de petréleo,
batizado de PROBIODIESEL na Portaria MCT n° 702 de 30 de outubro de 2002.
No entanto, este programa foi descontinuado por ndo priorizar a agricultura
familiar, o que veio a se tornar uma prioridade na readequacdo dos objetivos do
programa (RABELO, 2001).



Em julho de 2003, a Presidéncia da Republica designou a Comisséo
Executiva Interministeriais do Biodiesel (CEIB) e do Grupo Gestor incumbidos de
apresentar estudos sobre a viabilidade da utilizagdo do biodiesel como fonte
alternativa de energia automotiva. Como resultado, foi elaborado um relatorio que
serviu como base para a elaboragédo do Programa Nacional de Produgédo e Uso
de Biodiesel (PNPB), com o objetivo inicial de introduzir o biodiesel na matriz
energeética brasileira. A implantacdo do PNPB foi fundada por meio de Decreto em
23 de dezembro de 2003, sendo que o lancamento oficial do PNPB se deu em 6
de dezembro de 2004 (RAMOS; WILHELM, 2005)

Em 24 de novembro de 2004, foi divulgada a Resolucdo da Agéncia
Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) n° 42, que
determinou a especificacdo nacional do biodiesel que poderia ser adicionado ao
Oleo diesel na proporcdo de 2% em volume (B2) em carater experimental. Em 13
de janeiro de 2005, a Lei 11.097/2005 disp6s sobre a introducdo do biodiesel na
matriz energética brasileira. Em janeiro de 2008, entrou em vigor a mistura
legalmente obrigatéria de 2% (B2), em todo o territério nacional. Com o
amadurecimento do mercado brasileiro, esse percentual foi sucessivamente
ampliado pelo CNPE até o atual percentual de 10% em marco de 2018 (ANP,
2018; RAMOS; WILHELM, 2005).

A caracterizacdo do biodiesel tem sido aperfeicoada constantemente ao
longo dos anos, o0 que tem contribuido para a sua conformacdo com as normas
internacionais e adaptacdo da sua qualidade as condi¢cdes do mercado brasileiro,
garantindo maior seguranca e expectativa aos agentes econémicos. Deste modo,
o biodiesel ja € uma realidade no Pais e garante ao Brasil uma posicédo destacada
internacionalmente. Juntos, etanol e biodiesel fortalecem a participacdo dos
biocombustiveis na matriz energética nacional e a imagem do Brasil como pais
gue prioriza e aproveita a diversidade de fontes renovaveis e limpas de energia
(ANP, 2018).



3.3 Biodiesel

Devido a elevada demanda energética e os problemas ambientais, surge a
necessidade do uso de fontes de energias renovaveis e que causem 0 menor
impacto possivel ao meio ambiente. O biodiesel aparece como uma das
alternativas para substituir o 6leo diesel minimizando as dependéncias de
importacdes de petréleo e reduzindo a poluicdo através da diminuicdo das
emissOes de gases poluentes (GERIS et al., 2007).

O biodiesel € um biocombustivel produzido, principalmente, a partir da
reacdo de transesterificacdo de um 6leo ou gordura, que ocorre somente na
presenca de um catalisador e de um alcool. Existem outros processos para
producdo do biodiesel, como craqueamento e esterificacdo que Sdo menos
utilizados pela industria (OLIVEIRA, 2012; SILVA; FREITAS, 2008).

A molécula do biodiesel apresenta ésteres de acidos graxos insaturados
gue sao responsaveis por processos oxidativos. No entanto, a estabilidade
oxidativa ndo depende exclusivamente da sua composi¢cdo quimica, como
também das condicbes as quais o0 produto foi submetido durante o
processamento, do meio e maneira de estocagem. O grau de oxidacdo do
biodiesel durante o periodo de armazenamento influencia diretamente no
potencial do combustivel e esse ndo tém homogeneidade na queima, o que
acarreta em um atraso na ignicdo para os motores de ciclo diesel (OLIVEIRA,
2012).

Este biocombustivel pode ser utilizado puro ou em misturas ao 6leo diesel
derivado do petroleo, em diferentes proporc¢des. Quando o combustivel provém da
mistura do 6leo diesel e o biodiesel, recebe o nome da percentagem de
participacédo do biodiesel, sendo B2 quando possui 2% de biodiesel, B20 quando
possui 20%, até chegar ao B100, que € o biodiesel puro (OLIVEIRA, 2012; SILVA,
FREITAS, 2008).

No Brasil essa mistura passou a ser de 10%, em volume, a partir de marco
de 2018, conforme Lei 13.263/2016. No mesmo ano a produc¢édo de B100 no pais

cresceu mais de 13% em relacdo ao ano anterior, utilizando como principais
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matérias-primas o 6leo de soja (65%), seguido do sebo bovino (12%). A
estimativa é que a producdo do biodiesel brasileira passe de 5,4 para mais de 10
bilhdes de litros anuais com a proposta de aumento gradativo do percentual
obrigatério de biodiesel ao 6leo diesel vendido ao consumidor final, que pode
chegar até 15% (B15) entre 2018 e 2023. Esse crescimento representa um
aumento de 85% da demanda domeéstica, o que deve consolidar o Brasil como um
dos maiores produtores de biodiesel no mundo (ANP, 2018).

3.3.1 Matérias-Primas para Produc¢ao de Biodiesel

Varias fontes sdo disponiveis para a geracdo de energias renovaveis, 0S
Oleos vegetais se destacam ndo so pela adequacao das suas propriedades, mas
também por representarem forte apoio a agricultura familiar, criando melhores
condicOes de vida, sendo possivel um aproveitamento eficaz de cada regido e
assim oferecendo alternativas a problemas econdmicos e socioambientais
(PARENTE, 2003).

Segundo Céamara (2006), existem muitas matérias-primas potenciais no
Brasil que podem ser usadas na producédo do biodiesel, e podem ser divididas por
classes de fontes renovaveis:

a) Oleos vegetais: liquidos & temperatura ambiente, como os 6leos de
soja, algodao, amendoim, babacu, canola, dendé, girassol, mamona,

b) Gorduras animais: pastosas ou soélidas a temperatura ambiente,
como o sebo bovino, 6leo de peixe, banha de porco, 6leo de mocoto;

C) Oleos e gorduras residuais: matérias-primas relacionadas ao meio
urbano, como 6leos residuais originarios de cozinhas domésticas e industriais
(6leo de fritura); gordura sobrenadante (escuma) de esgoto; Oleos residuais de
processamentos industriais

Devido a sua vasta extensao territorial, o Brasil apresenta uma grande
diversidade de matérias-primas de origem vegetal para a producdo de biodiesel.
Porém, a viabilidade de cada matéria-prima dependerd de suas propriedades

técnicas, sua competitividade econdmica e seus beneficios socioambientais,
10



contemplando aspectos como: teor de 6leo; produtividade agricola (producgéo por
unidade de area); equilibrio agronémico; diferentes sistemas de produc¢do; ciclo
cultural (sazonalidade); adaptacdo regional; e impacto socioambiental de seu
desenvolvimento. A analise desses aspectos € de extrema importancia para
definir estratégias de producao e exploracao do potencial energético dos recursos
naturais disponiveis de forma sustentavel e eficiente (SALLET, 2011).

Quanto aos estudos desenvolvidos para utilizagdo na producédo nacional de
biodiesel, as espécies de plantas oleaginosas mais pesquisadas sdo: a soja, 0
girassol, a mamona, o milho, o pinhdo-manso, o caro¢co de algodéo, a canola, o
babacu, o buriti, 0 dendé e o amendoim (PARENTE, 2003, RAMOS et al., 2003).

Segundo a ANP, dados de novembro de 2018, a principal matéria-prima
utilizada para a producéo de biodiesel no Brasil € o 6leo de soja, contribuindo com
66,97% da producéo, em segundo lugar esta a gordura bovina com 12,59%, em
terceiro outros materiais graxos que sao a mistura de matérias-primas tradicionais
em tanque e reprocessamento de subprodutos gerados na producao de biodiesel
com 12,17%, em quarto outras matérias primas correspondem a 5,81% sendo
respectivamente 6leo de algodao 1,85%, 6leo de fritura 1,37%, gordura de porco
1,96%, gordura de frango 0,31%, 6leo de canola 0,21% e 6leo de milho 0,01%. E
0 restante é composto pelo 6leo de palma/dendé com 2,45%, tais informacdes

sdo ilustradas na figura 1.

11



Novembro/2018

B Gordura Bovina
12,59%

B Qutros Materiais Graxos
12,17%

u Oleo de Algoddo
1,85%

u Gleo de Fritura
1,37%

Oleo de Palma / Dendé
2,45%

Outras Matérias Primas

5,81% L Gordura de Porco

1,96%

@ Gordura de Frango
0,35%

u  Oleo de Canola
0,21%

Oleo de Soja

66,97% Oleo de Milho

0,01%

Figura 1 - Principais Matérias-Primas Empregadas na Producéo de Biodiesel no Brasil.
Fonte: ANP, 2018.

Conforme Sallet (2011), o 6leo de soja surgiu como um subproduto do
processamento do farelo de soja e, atualmente, tornou-se um dos lideres
mundiais no mercado de 6leos vegetais. Pela importancia que o agronegoécio da
soja representa para o mercado brasileiro, é relativamente facil identificar que
essa oleaginosa detém o maior potencial para servir como paradigma no
desenvolvimento de um programa nhacional de biodiesel. Segundo o Boletim
anuario de 2018 da ANP, a soja continuou sendo a principal matéria-prima para a
producéo de biodiesel (B100), equivalente a 71,6% do total, com um aumento de
1,7% em relacdo a 2016. A segunda matéria-prima no ranking de producdo das
usinas foi a gordura animal (16,8% do total), apds elevacao de 15,6% em relacéo
a 2016, seguida por outros materiais graxos (11,3% do total) e d6leo de algodéao

0,3% de participacao.

3.3.2 Producéao de Biodiesel

O biodiesel pode ser obtido pelo processo de esterificacdo de &cidos

graxos com monoalcoois de cadeia curta, porém o principal método de producao
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do biodiesel é a transesterificacdo. Nesse processo, um mol de triacilglicerol
reage com trés mols de alcool, comumente o metanol ou o etanol, na presenca de
um catalisador, que pode ser homogéneo, heterogéneo ou enzimatico (Figura 2).
O catalisador mais utilizado € o hidréxido de sodio (NaOH), amplamente
conhecido como soda céaustica. Também pode ser utilizado o hidréxido de
potéssio (KOH) (KAUSHIK; KUMAR; KUMAR, 2007).

Geralmente, a transesterificacdo comp8e o0 processo quimico para
modificacdo da estrutura molecular do 6leo ou gordura, tornando-a praticamente
idéntica ao Oleo diesel e por consequéncia com caracteristicas fisico-quimicas
iguais (DANTAS, 2006; LIMA et al., 2007). Um dos motivos pelos quais a reacao
de transesterificacdo € a mais usada no Brasil, é porque essa reacédo leva a
reducdo da viscosidade, da densidade e do ponto de fulgor do combustivel
(SHAID; JAMAL, 2007; ALBURQUEQUE et al., 2008).

Ra
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(3 moléculas)

Figura 2 - Reac&o geral para transesterificacdo de triglicerideos.
Fonte: GERPEN, 2005.

A reacdo de transesterificacdo deve ser conduzida sob agitacdo. A
temperatura do processo pode ser ambiente ou até 70 °C, para que nao haja
desprendimento do alcool por evaporacdo. Quanto maior a temperatura, menor é
o tempo de reacao (BHANGU et al., 2017).

Apés a reacdo de transesterificacdo, ocorre a decantacdo da mistura para
gue aconteca a separacao dos produtos obtidos. A fase superior corresponde ao
produto principal, o biodiesel. E na fase inferior, encontra-se glicerina (subproduto
da reacdo), residuo de catalisador, excesso de alcool que ndo reagiu, agua,
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sab&o formado durante a reacio e alguns tracos de ésteres e glicerideos (PLA,
2002).

O biodiesel obtido deve ser purificado para remocdo de residuo de
catalisador. Uma alternativa é a lavagem com agua quente para a remoc¢ao de
impurezas. Quando o catalisador utilizado é béasico, a lavagem com &gua
acidificada (0,5% acido cloridrico) neutraliza o catalisador. A fase aquosa pode
ser separada dos ésteres por decanta¢cdo e posterior aquecimento para secagem
e remocéo da umidade (BHANGU et al., 2017).

3.3.3 Propriedades do Biodiesel

As caracteristicas fisicas-quimicas de qualidade para biodiesel variam de
acordo com a matéria-prima utilizada para a obtencdo do combustivel. No
entanto, conforme a Resolucdo ANP 07/2008, o biodiesel puro (B100) a ser
misturado ao diesel de petroleo deve atender as especificacdes descritas DE
acordo com cada norma apresentada na Tabela 1 (ANP, 2008). Bem quando,
enquadrados nesses limites, o biodiesel podera ser usado na maioria dos motores

mantendo sua eficiéncia.

Tabela 1: Especificacdo do Biodiesel.

METODO
ABNT
CARACTERISTICA UNIDADE LIMITE NBR ASTM D [EN/ISSO
Aspecto - LIl (1) - - -
EN ISO 3675
7148 1298 EN ISO
Massa especifica a 20° C kg/m3 850 a 900 (14065 4052 12185
Viscosidade Cinemética a 40°C mm?2/s 3,0a6,0 (10441 445 EN ISO 3104
EN ISO
Teor de agua, max. mg/kg (2) - 6304 12937
EN ISO
12662
Contaminacao Total, max. mg/kg 24 - - NBR 15995
Ponto de fulgor, min. (3) °C 100,0 14598 |93 EN ISO 3679
Teor de éster, min % massa 96,5 15764 | EN 14103
Residuo de carbono, max. (4) % massa 0,050 15586 4530 -
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METODO

ABNT
CARACTERISTICA UNIDADE LIMITE NBR ASTM D [EN/ISSO
Cinzas sulfatadas, max. % massa 0,020 6294 874 EN ISO 3987
EN ISO
20846
EN ISO
Enxofre total, max. mg/kg 10 15867  |5453 20884
15554
15555 EN 14108
15553 EN 14109
Sodio + Potassio, max. mg/kg 5 15556 - EN 14538
15553
Célcio + Magnésio, max. mg/kg 5 15556 - EN 14538
Fosforo, méax. ma/kg 10 15553 4951 EN 14107
Corrosividade ao cobre, 3h a 50 °C,
max. - 1 14359 [130 EN ISO 2160
613
Numero Cetano (5) - Anotar - 6890 (6) |EN ISO 5165
Ponto de entupimento de filtro a
frio, max. °C (7) 14747  |6371 EN 116
14448 |664
indice de acidez, max. mg KOH/g  |0,50 - - EN 14104 (8)
15341 (8)
15771
- 6584 (8) |EN 14105 (8)
Gliceroal livre, méax. % massa 0,02 - - EN 14106 (8)
15344  |6584 (8)
Glicerol total, max. (9) % massa 0,25 15908 - EN 14105 (8)
15342 (8)
15344
Monoacilglicerol, max. % massa 0,80 15908 6584 (8) |EN 14105 (8)
15342 (8)
15344
Diacilglicerol, max. % massa 0,20 15908 6584 (8) |EN 14105 (8)
15342 (8)
15344
Triacilglicerol, max. % massa 0,20 15908 6584 (8) |EN 14105 (8)
Metanol e/ou Etanol, max. % massa 0,20 15343 - EN 14110 (8)
indice de lodo 9/100g Anotar - - EN 14111 (8)
Estabilidade a oxidacdo a 110 °C, EN 14112
min. (10) H 6 - - EN 15751 (8)

Fonte: ANP, 2008.

A aceitacdo do biodiesel no mercado precisa ser assegurada e, para isso, €

indispensavel que esse produto esteja dentro das especificacdes aceitas para

uso. A viscosidade e a densidade sédo propriedades fundamentais de combustivel
(ALPTEKIN; CANAKC, 2008). Mas, também outras qualidades sédo determinantes

para verificar a qualidade do biodiesel, incluem ponto de fulgor, teor de agua e
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sedimentos, teor de cinzas, teor de enxofre, nUmero de cetano, ponto de névoa,
namero de acidez, estabilidade a oxidacgéo, teor de glicerina livre e total, cor e
aspecto (ANP, 2008).

3.4 Estabilidade Oxidativa do Biodiesel

A estabilidade oxidativa é definida como a resisténcia da amostra a
oxidacao e € expressa pelo periodo de indugdo, tempo entre o inicio da medicao
e 0 momento em que ocorre um aumento brusco na formacgédo de produtos da
oxidacao (ANTONIASSI, 2001). O biodiesel é mais sensivel a degradacdo por
oxidacdo do que os combustiveis de origem fosseis em virtude de sua
composicao quimica (FOCKE; WESTHUIZEN; OOSTHUYSEN, 2012). Ao longo
dessa oxidacao, ocorrem quebras dos compostos indesejaveis, como os aldeidos,
cetonas, acidos, peroxidos, polimeros e ésteres de cadeia curta, que diminuem a
gualidade do biocombustivel, afetando assim, o funcionamento dos motores.
Portanto, a estabilidade oxidativa deve ser entendida como parametro essencial
no controle da qualidade do biodiesel (DANTAS et al., 2011).

A reacdo quimica de transesterificacdo converte a matéria-prima (6leos
vegetais e/ou gorduras animais) em glicerol e biodiesel. Esse biodiesel &
composto por ésteres monoalquilicos de &acidos graxos que apresentam
insaturacdes, ou seja, quanto maior os niveis de insaturacdes desses compostos
mais vulneraveis serdo a oxidacao devido as ligacfes duplas que apresentam alta
reatividade com o oxigénio (YAAKOB et al.,, 2014; SUPRIYONO et al., 2015).
Porém, a estabilidade do biodiesel ndo depende apenas da composi¢cao quimica,
mas também reflete as condicbes de manuseio, processamento e estocagem do
produto (GARCIA et al., 1993).

A oxidacao lipidica é favorecida também pela temperatura, luz, metais e
outros iniciadores da oxidacdo. O processo oxidativo pode ser dividido em trés
etapas: foto-oxidacdo, oxidacdo térmica e auto-oxidacao, (JAIN; SHARMA, 2010).

De acordo com Ramalho e Jorge (2006) a foto-oxidagcdo é um processo

causado pela presenca da luz e de oxigénio promovendo a oxidacdo de &cidos
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graxos insaturados. J4 a oxidagdo-térmica € a taxa de oxidacdo constatada pelo
aumento da massa do 6leo ou gordura devido a exposicao a altas temperaturas.

Dentre os processos oxidativos, o de auto-oxidagdo é o mais comum que
ocorre quando um lipidio, em geral um &cido graxo, é atacado por um oxigénio
alterando a sua estrutura quimica. Essa reacdo em cadeia envolve trés etapas:
iniciacdo, propagacao e terminacao (RAMALHO; JORGE, 2006).

A etapa de iniciagdo ocorre a retirada de um hidrogénio de um lipidio
insaturado (RH) pela presenca de ions metalicos, luz, radiacdo, calor, etc.,
acarretando na formacgdao de radicais livres. O intermediario formado € um radical
lipidico (Re), que apresenta um par de elétrons ndo emparelhados. Este
intermediario € uma estrutura instavel e tende a reagir rapidamente, na etapa de
propagacéao, para formar um radical peroxido (ROO¢) que reage com um outro
lipidio insaturado (RH) resultando na formac&o de um hidroperoxido (ROOH),
acarretando numa reacdo em cadeia, jA que acaba por formar novos radicais
livres (Re). Na ultima etapa, a terminacgdo, os radicais livres reagem entre si e
formam compostos estaveis. O esquema abaixo mostra esse mecanismo de
oxidacao do Biodiesel (JADHAV et al., 1996).

Iniciacao RH>Re++H-

Propagacao Re+ 022 ROO -
ROO+*+RH-> ROOH+R*
ROO +*+ R+*-> ROOR

Término ROO « + ROO » > ROOR + 0,
(Produtos Estaveis) [R++R+*=>RR

Figura 3 - Esquema do mecanismo da oxidacao lipidica.
Fonte: adaptado de RAMALHO; JORGE, 2006.

3.4.1 Método Rancimat

O método instrumental Rancimat, é frequentemente, utilizado para avaliar a

estabilidade ou susceptibilidade a oxidacdo do biodiesel, 6leos e gorduras de
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origem animal e vegetal (FOCKE; WESTHUIZEN; OOSTHUYSEN, 2012). Para
esse método a especificacdo estabelecida pela Norma EN 14112 indica que o
periodo de indugdo minimo deve ser de 8 horas, a 110 °C (ARAUJO et al., 2011).

A determinagdo da estabilidade oxidativa baseia-se no aumento da
condutividade elétrica utilizando o equipamento Rancimat. A analise consiste em
passar um fluxo de ar constante pela amostra, numa temperatura de 110 °C, onde
ocorre, de forma gradativa, a sua oxidacdo. O tempo de inducdo medido é
diretamente proporcional a condutividade da amostra, que aumenta devido a
formacgao de produtos provenientes do processo oxidativo absorvidos em um vaso
gue contém &gua ultrapura. O término da analise é constatado pelo aumento
subito da condutividade, periodo em que ocorreu a formacao de produtos volateis
do processo oxidativo (JAIN; SHARMA 2011). A Figura 4 mostra o principio da

determinacdo do tempo de inducdo utilizando este método e o0s seus

componentes.
— —_—
1 Compartimento de medida
— — Ceécula de medida da condutividade
Entrada de ar
"] Solugédo de medida

Compartimento de reacéo

Amostra

— 8 Bloco de aquecimento

Figura 4 - Principio de funcionamento de equipamento Rancimat e seus componentes.
Fonte: adaptado de JAIN; SHARMA, 2010.

Assim como a condutividade da solucéo é registrada continuamente, ha a

formacédo de curva de oxidacdo, dos quais os pontos de inflexdo, conhecidos
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como IP, pode ser calculado através do ponto de interseccdo de duas tangentes
(JAIN; SHARMA, 2010).

3.4.2 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) é a técnica de andlise térmica,
na qual se mede a diferenca de energia absorvida em um processo fisico ou
guimico em funcéo da temperatura ou tempo (WENDLANDT, 1986). Deste modo,
0 equipamento de DSC mede a variacdo de energia entre a amostra e uma
determinada referéncia em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto a
amostra é submetida a uma programacdo controlada de temperatura
(IONASHIRO, 1986).

O DSC consiste de trés principais componentes: 0 primeiro componente é
0 médulo que inclui a base e a célula, o segundo é o controlador (software de
analise de dados) e o terceiro é o acessorio de resfriamento.

A técnica de DSC fornece medidas sobre as mudancas que envolvem
processos endotérmicos ou exotérmicos. Através dessa técnica acompanham-se
0s eventos térmicos que geram modificagbes em curvas de DSC podem ser
basicamente transicbes de primeira e de segunda ordem. As transicdes de
primeira ordem apresentam variagcbes de endotérmica ou exotérmica que dao
origem a formacdo de picos. Os eventos endotérmicos e exotérmicos sao
representados por um desvio da linha base na curva térmica diferencial. De
maneira geral, transicao de fase, fusdo, desidratacao, reducéo e algumas reacfes
de decomposicdo produzem efeitos endotérmicos, enquanto cristalizacao,
oxidacdo e algumas reacdes de decomposicao produzem efeitos exotérmicos
(DANTAS, 2006). As transi¢cdes de segunda ordem caracterizam-se pela variacado
de capacidade calorifica, porém sem variaces de entalpia (IONASHIRO, 1986).

Um dos primeiros relatos sobre a oxidacdo de ésteres metilicos de acidos
graxos utilizando DSC convencional, foi feito por Raemy et al., (1987), no qual,
constatou o aumento da temperatura ou o grau de insaturacdo dos ésteres,

reduziu o periodo de inducdo medido. Sendo assim, a técnica foi considerada
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muito eficiente para controlar as reacdes de oxidacdo em biodiesel (TAVARES et
al., 2011).

O procedimento de avaliacdo pode ser efetuado de maneira isotérmica, no
qual é possivel constatar o tempo de inducdo para detectar uma reacao
exotérmica na amostra. Contudo, a pratica ndo-isotérmico € capaz de verificar a
temperatura em que ocorre 0 pico exotérmico e a temperatura de oxidacdo. A
modificacdo dessa temperatura de oxidacdo pode ser empregada para validar a
estabilidade oxidativa do biodiesel (JAIN; SHARMA, 2010).

3.5 Substancias Antioxidantes

Os antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substancias capazes de
inibir ou retardar as reacdes de oxidagdo em combustiveis, alimentos, cosmeéticos,
gorduras e oleos (SHAHIDI; NACZK, 2003), bloqueando a formac&o de radicais
livres, promovendo inibicdo da lipoperoxidacdo e quelacdo de ions metélicos
(HALLIWELL et al., 1995). O termo antioxidante tem como definicdo impedir a
oxidacdo de outras substancias quimicas, que ocorrem nas reacdes metabolicas
ou por fatores exdgenos, como as radiacdes ionizantes. Sao obtidos pelos
alimentos, sendo encontrado na sua maioria em vegetais, o que explica parte das
acOes saudaveis que as frutas, legumes, hortalicas e cereais integrais exercem
sobre o organismo (BAILEY, 1996).

No Biodiesel, os antioxidantes sdo utilizados para modificar e prevenir a
oxidacdo sem alterar as propriedades do combustivel (RASHED et al, 2016) e
para satisfazer os requisitos de estabilidade a oxidacéo estabelecidos nas normas
vigentes (ZHOU et al., 2017), levando em consideracdo a eficiéncia em baixas
concentracfes (10 e 1000 ppm), estabilidade nas condicbes de processamento e
armazenamento (BAILEY, 1996). Ainda, estudos mostram que a adicdo de
antioxidantes além de melhorar a estabilidade do biodiesel também reduz, na
combustado, a emissdo de NOx (ZHOU et al., 2016).

Essas substancias antioxidantes sdo divididas em dois tipos, 0s que

possuem atividade enzimatica e atuam inibindo a oxidagédo através da remocéao
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de espécies reativas de oxigénio. Ou aqueles que n&o possuem atividade
enzimatica reagem com o radical e sdo consumidos durante a reacdo (MAIA et
al., 2011). Sendo esses, compostos antioxidantes sintéticos e naturais.

3.5.1 Classificagdo e Mecanismo De Acao

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios, secundarios,
sinergistas, removedores de oxigénio, biolégicos, agentes quelantes e
antioxidantes mistos (BAILEY, 1996).

Os antioxidantes primarios sdo compostos fendlicos que promovem a
remogdo ou inativacdo dos radicais livres formados durante a iniciagdo ou
propagacdo da reacdo, atraves da doacdo de atomos de hidrogénio a estas
moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia. O mecanismo de acao deste tipo

de antioxidante esta representado pela Figura 5.

ROQO* + AH ——— ROOH + Ae
Re+AH —— RH + A-

ROO- e R+ - radicais livres; AH - antioxidante com um atomo de hidrogénio e
A- - radical inerente.

Figura 5 - Mecanismo de acéo de antioxidantes primarios.
Fonte: DECKER, 1998.

O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante é assimilado pelos radicais
livres R* e ROO+ mais facilmente do que os hidrogénios alilicos das moléculas
insaturadas, promovendo a remocdo ou a inativacdo dos radicais livres. Assim,
formam-se espécies inativas para a reagao em cadeia e um radical inerte (Ae),
encerrando a reacdo em cadeia (ADEGOKE et al., 1998).

Os principais antioxidantes desse grupo sdo os polifendis, como butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e
propil galato (PG), que sao sintéticos e os tocoferbis que sao naturais. Estes
tltimos também podem ser classificados como antioxidantes biologicos (BAILEY,
1996).
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Os antioxidantes secundarios tém como funcao desenvolver condigdes ndo
radicais ou desativar o oxigénio, atua no sequestro de oxigénio e na
decomposicdo de hidroperéxidos. As ubiquinona e A-tocoferolquinona, s&o
exemplos de antioxidantes secundarios (DECKER, 2002; DEL RE; JORGE, 2010;
ZULETA et al., 2012).

Os sinergistas sdo substancias com pouca ou nenhuma atividade
antioxidante, que podem aumentar a atividade dos antioxidantes primarios
guando usados em combinagdo adequada. Os antioxidantes removedores de
oxigénio atuam capturando o oxigénio presente no meio, através de reacbes
quimicas estaveis, tornando-os, indisponiveis para atuarem como propagadores
da autoxidacdo (DECKER, 2002).

Os antioxidantes biologicos nada mais sdo, do que enzimas que atuam
removendo O oOxigénio ou compostos altamente reativos dos sistemas
alimenticios, entre essas enzimas estdo a glucose, oxidase e catalases (BAILEY,
1996; RAMALHO; JORGE, 2006). Os antioxidantes biologicos sdo enzimas, como
glucose oxidase, superoxido dismutase e catalases que agem removendo 0O
oxigénio ou compostos altamente reativos dos sistemas alimenticios (ZULETA et
al., 2012)

Os agentes quelantes ou sequestrantes complexam ions metélicos,
principalmente cobre e ferro, que catalisam a oxidacdo lipidica. Um par de
elétrons ndo compartilhado na sua estrutura causa a acdo de complexacdo. Os
mais comuns sdo acido citrico e seus sais, fosfatos e sais de éacido etileno
diamino tetra acético (EDTA). Finalmente, sdo considerados antioxidantes mistos
as proteinas hidrolisadas, flavonoides e derivados de &cido cinamico (acido
caféico). Eles compreendem 0s compostos de plantas e animais amplamente

utilizados como antioxidantes em alimentos (BAILEY, 1996).

3.5.2 Antioxidantes Sintéticos

Os antioxidantes sintéticos sdo compostos que exibem estrutura fendlica,

volateis, capazes de aumentar a vida Gtil de produtos que contem lipidios em sua
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composicdo (ANDREO; JORGE, 2006). Grande parte dos antioxidantes utilizados
nas industrias sdo os sintéticos, os quais podem ser econdmicos e eficazes.
Todavia, 0 consumo desses compostos tem sido associado ao desenvolvimento,
de alguns tipos de cancer. Devido suas propriedades carcinogénicas os niveis de
seguranca vém sendo questionados e pesquisados, fazendo com que a indastria
reduza seu uso, aumentando, assim a tendéncia de substituicdo, ainda que
parcial, por antioxidantes naturais (BONILLA, 1999).

Dentre os antioxidantes mais usados estdo o butilhidroxianisol (BHA), o
butil-hidroxitolueno (BHT), o terc-butilhidroquinona (TBHQ) e o propil Galato (PG),
cujas estruturas fendlicas destes compostos estdo apresentadas na Figura 6,
onde sao identificados grupos aromaticos capazes de estabilizar um radical livre
na sua estrutura (OLIVEIRA, 2004).

OH OH
{CH,), (CH,),C (CH,),
0—CH;
CHy
BHA BHT
HO-_ /]-k,‘_ P l CICH,),
| |
= =
o OH—C.H, OH
PG TBQH

Figura 6 - Estrutura fendlica de antioxidantes sintéticos.
Fonte: DECKER, 1998.

De modo geral, a estrutura fendlica desse composto possibilita a doacéo de
préton a um radical livre, reestruturando a molécula de acilglicerol e cessando o
mecanismo de oxidacdo por radicais livres. Sendo assim, os derivados fendlicos
se transformam em radicais livres. No entanto, estes radicais podem se estabilizar

sem promover ou propagar reacdes de oxidacao (BONILLA, 1999).
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O BHA é um antioxidante que apresenta pouca estabilidade frente a
elevadas temperaturas e sua eficiéncia é limitada em Oleos insaturados de
vegetais ou sementes, mas € particularmente efetivo no controle de oxidacdo de
acidos graxos de cadeia curta, como aqueles contidos em 6leo de coco e palma
(BOBBIO; BOBBIO, 2001).

O BHT €& um composto organico lipossolivel e antioxidante. Utilizado
principalmente como conservante alimentar, mas também em cosmeéticos,
remédios, combustivel, borracha e taxidermia. E produzido a partir do cresol e do
isobutileno. Reage com os radicais livres, interrompendo a oxidagcdo e mantendo
as caracteristicas do produto (BONILLA, 1999).

O BHA possui propriedades similares ao BHT, porém, diferem na forma de
agir, enquanto o BHA atua como sequestrante de radicais peroxidos, o BHT age
como sinergista ou regenerador de radicais BHA. Ambos ainda podem conferir
odor em alimentos quando aplicados em altas temperaturas em condicdo de
fritura, por longo periodo (BOBBIO; BOBBIO, 2001).

O PG é um éster de 3,4,5 acido triidroxibenzoico, que possui uma
excelente atividade como antioxidante e, quando usado em niveis elevados pode
agir como pré-antioxidante (OLIVEIRA, 2004).

O TBHQ € um po cristalino branco e brilhoso, brandamente soltvel em
Oleos e gorduras e ndo se complexa com ions de cobre e ferro. De modo geral, é
considerado mais eficaz do que o BHA, BHT ou PG (FERRARI; SOUZA, 2009),
pois apresenta propriedades resistentes ao calor, possibilitando uma
extraordinaria estabilidade oxidativa. Juntamente com BHA sdo os antioxidantes
mais utilizados na conservacdo de Oleos vegetais estocados e biodiesel
(SHAHIDI; NACZK, 1995).

3.5.3 Antioxidantes Naturais

As evidéncias dos efeitos negativos ocasionados pelos antioxidantes
sintéticos, em altas concentracdes, fizeram com que impulsionassem os estudos

de compostos naturais, na possivel substituicdo, parcial ou integral, dos
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compostos sintéticos (DURAN; PADILLA, 1993). Dentre os antioxidantes naturais
mais utilizados, destacam-se os tocoferois, acidos fendlicos e extratos de plantas
(RAMALHO; JORGE, 20086).

O tocoferol é o principal antioxidante natural amplamente usado como
inibidor oxidativo dos 6leos e gorduras, prevenindo a oxidacdo dos acidos graxos
insaturados (JORGE; GONCALVES, 1998). Existem quatro tipos de moléculas
segundo a localizacdo dos grupos metila no anel: alfa (a), beta (B), gama (y) e
delta (8) como na figura 7. A atividade antioxidante dos tocoferdis é
principalmente devida a capacidade de doar seus hidrogénios fendlicos aos

radicais livres lipidicos interrompendo a propagacéo em cadeia.

CH,

o - tocoferol: R, =R, =R, = CH,

B - tocoferol: R, =R,= CH,; R,=H
Y - tocoferol: R, =H; R, =R, = CH,
d - tocoferol: R, =R, =H; R, = CH,

Figura 7 - Molécula dos tocoferdis.
Fonte: FILHO, 2010.

A atuacdo antioxidante relativa dos tocoferéis depende de varios fatores,
incluindo temperatura, composicdo, forma da gordura (liquida, emulsédo) e
concentracéo de tocoferdis (DURAN; PADILLA, 1993).

O v e o a-tocoferol sdo 0s mais abundantes dentre os quatro tocoferéis. O
a-tocoferol pode atuar como antioxidante ou pro-oxidante dependendo do sistema
testado, da concentracdo, do tempo de oxidacdo e do método usado para
acompanhar a oxidacdo. A concentracdo de tocoferol utilizada para otimizar a
estabilidade oxidativa de 6leo de soja € entre 400 e 600 mg/kg (FRANKEL, 1996).
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Os &cidos fendlicos destacam-se pela presenca de um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila ou metoxila na
molécula, que cominam caracteristicas antioxidantes. Sao arranjados em trés
grupos: o primeiro € combinado pelos acidos benzdéicos, que apresentam sete
atomos de carbono (C6 — C1), representadas na figura 8a. O segundo grupo é
composto derivados dos acidos cinamicos, que dispdéem nove atomos de carbono
(C6 — C3), sendo sete compostos mais frequentemente encontrados no reino
vegetal (fig. 8b). Ja cumarinas séo decorridas do acido cinamico por ciclizacdo da
cadeia lateral do acido o-cumarico como ilustrados na figura 8c.

a) acidos benzdicos b) acidos cindmicos
R, R, R, R,
R, COOH R; CH = CH-COOH
R, R
ef;cidc— salicilico: R, =0OH; R,=R,=R,=H Acido cinimico: R, =R, =R,=R,=H
z?,cido gentisico: R, =R,=0H; R,=R,=H Acido o-cumérico: R, =OH; R,=R,=R,=H
t}l:ido p-hidroxibenzoico: R, =R, =R,=H; R,=0H Acido m-cumérico: R,=R,=R,=H; R,=O0H
Acido protocatequinico: R, =R, =H; R, =R, =0H Acido p-cumérico: R, =R, =R, =H; R,= OH
Acido vanilico: R,=R,=H;R,=0CH,;R,=0H Acido caféico: R, =R, =H; R, =R, =O0H
Acido gilico: R, =H; R,=R,=R,=0H Acido fertilico: R, =R, =H; R,= OCH,; R,= OH
Acido siringico: R, = H; R, = R, = OCH,; R, = OH Acido sinapico: R, =H; R,=R,= OCH,; R, = OH
C) cumarinas
O
/
OH 0— C\/
//C.H
CH = CH-COOH CH
Acido o-cumérico Cumarina

Figura 8 - Estrutura dos acidos fendlicos.
Fonte: NAWAR, 1985.
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O uso dos extratos naturais que apresentam esses componentes
antioxidantes tem revelado o grande um potencial que estimula na substituicao

dos antioxidantes sintéticos pelos naturais.

3.6 Histéria do Etanol

Em meados do século XIX o engenheiro alemao Nikolaus August Otto usou
pela primeira vez o alcool como combustivel para um de seus motores de
combustdo conhecido como ciclo Otto. O que impulsiono, na América do Norte,
Henry Ford a projetar seu primeiro automével, um quadriciclo, movido unicamente
a etanol em 1896 (GOETTEMOELLER; GOETTEMOLLER, 2007).

A histéria do etanol no Brasil teve inicio no século XX, ocorreram as
primeiras acdes de introducdo do etanol na matriz energética brasileira.
Especificamente na década de 1920, quando as primeiras experiéncias de
desenvolvimento de alcool combustivel foram realizadas. O etanol surgiu no
Brasil, basicamente para amenizar as consecutivas crises do setor agucareiro e a
tentativa de reduzir a dependéncia do petréleo. Em 1925, surgiu a primeira
experiéncia brasileira com etanol combustivel. Em 1933, o governo de Getulio
Vargas criou o Instituto do Aclicar e do Alcool (IAA), pela Lei n® 737, tornou
obrigatdria a mistura de etanol na gasolina (BRASIL, 2003).

Em 1975, foi lancado o Programa Nacional do Alcool (Proalcool), um dos
passos mais importantes para a evolucao da producéo de alcool combustivel no
Brasil, cujo objetivo era a reducdo da dependéncia nacional em relacdo ao
petroleo. Periodo no qual o pais importava, cerca de 80% do petroleo consumido,
0 que correspondia a cerca de 50% da balanca comercial. Nessa época, ainda
nao havia a preocupacédo na emissao de gases poluentes. Embora cientistas ja
viessem alertando a populacdo e os governos quanto as consequéncias (BRAY;
FERREIRA; RUAS, 2000).

Apesar dos aumentos continuos do preco internacional do petrdleo, o
etanol ndo era economicamente competitivo, necessitando de subsidios para sua

entrada no mercado nacional. Em 1975, o governo brasileiro decidiu impulsionar a
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producdo de etanol derivado da cana-de-agucar em substituicdo a gasolina pura,
buscando minimizar as importacdes de petréleo. Nessa época, o agucar tinha
cotacdo baixa no mercado internacional e vinha decaindo de maneira brusca,
fazendo com que o alcool fosse produzido em lugar do acgucar (BRASIL, 2003).

Esses incentivos duraram, basicamente, até o fim do regime militar, em
1984. A partir de 1985, iniciou-se um novo periodo, sem subsidios, quando o
Governo tentou diminuir seu papel no setor. Em 1990, durante o governo Collor,
extinguiu-se o IAA e os subsidios a producao de acucar foram retirados (BRAY;
FERREIRA; RUAS, 2000).

Atualmente, o Brasil é considerado um grande produtor de etanol, a
produtividade média de geracdo do etanol por hectare de plantacdo de cana-de-
acucar € superior a 7.500 litros. Além de ter se tornando uma poténcia em
exportacdo, também destina parte consideravel de sua producdo ao mercado
interno (GOLDEMBERG; MACEDO, 1994).

3.7 Etanol

A producdo do etanol é uma das mais importantes atividades
agroindustriais, atualmente, ocorre em larga escala, e o pais é o segundo maior
produtor mundial de alcool combustivel, atras apenas dos Estados Unidos. No
entanto, diferentemente dos norte-americanos, que o etanol € produzido a partir
do milho, o etanol brasileiro é produzido principalmente do beneficiamento da
cana-de-acucar. O milho considerado menos eficiente por exigir uma maior area
de plantio. O etanol pode ser alcancado por processo quimico e bioquimico. No
processo quimico, a via de obtencédo € sintética, jA no processo bioquimico, a via
é fermentativa (BERTRAND, et al., 2008).

O etanol pode ser usado como combustivel de veiculos em trés maneiras:
etanol comum, etanol aditivado e etanol misturado a gasolina. O etanol comum é
o alcool hidratado, combinacéo de alcool e agua que precisa ter de 95,1% a 96%
de graduacéo alcodlica. O etanol aditivado € o alcool hidratado com aditivos que

proporcionam melhor rendimento e um desgaste menor do motor. J4 o etanol
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misturado a gasolina € é&lcool anidro, alcool com graduacdo alcodlica de no
minimo 99,6%, praticamente alcool puro. Atualmente, a propor¢cdo de &lcool
anidro misturada a gasolina brasileira esta estipulada em 20%. Os trés tipos de
etanol sdo derivados da mesma substancia (C,HgO), alterando apenas a
graduacao alcoolica (ANP, 2016).

Em algumas situacdes, acontece ainda a adulteracdo do alcool comum
com conteudos que tornam o produto mais barato, chamado de etanol adulterado.
Comercializar etanol adulterado € ilegal e o uso dele no veiculo pode causar

multiplos danos ao motor e ao meio ambiente (ANP, 2003).

3.7.1 Matérias-Primas para Produc¢éo de Etanol

Hoje o etanol pode ser produzido a partir de diferentes matérias-primas, no
Brasil, a cana-de-agUcar € a matéria-prima mais viavel técnico-economicamente
para a producdo de etanol e, por isso, é a mais utilizada. Mas alguns paises
utilizam também a beterraba, milho, madeira, mandioca, aveia, arroz, cevada,
trigo e o0 sorgo (GUO et al., 2015).

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de etanol proveniente da
cana-de-acucar. Devido as grandes areas necessarias para a producao da cana,
pesquisadores estdo buscando novas fontes energéticas para a producdo de
etanol (RFA, 2014).

O etanol proveniente da cana-de-acgucar constitui o principal componente
da matriz brasileira de biocombustiveis, mas existem estudos conduzidos pela
Embrapa e outras instituicbes de pesquisa no pais e no exterior, sobre fontes
alternativas para obtencdo do etanol, como o etanol amido e a celulose
proveniente de residuos agricolas e do bagaco e palha da cana-de-acguUcar, que
aumentardo a sustentabilidade e consolidardo o programa de energia renovavel
brasileiro (DURAES, 2011).

Diversos tipos de matérias-primas podem ser utilizados para a producédo de
etanol. Basicamente todas as fontes de acucares, direta ou indiretamente,

fermentesciveis podem ser utilizadas para produzir etanol. A caracteristica mais
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importante na matéria-prima é que esta permita ser transformada em &lcool, da
forma mais simples, econdmica e eficiente possivel (GUO et al., 2015).

A extracdo da cana-de-agUcar consiste no processo fisico de separacao de
fibra (bagaco), podendo ser feito por moagem, processo onde a separacgéo ¢ feita
por pressdo mecéanica dos rolos da moenda sobre o colchdo de cana desfibrada,
e por difusdo, onde a separacao é feita pela lavagem da sacarose absorvida ao
colchdo de cana. Do milho, o etanol é obtido apés a hidrolise do amido liberando
as moléculas de acucares que sao transformados em alcool pelo processo de
fermentacdo. Da beterraba, é extraido o acUcar, que é fermentado para produzir o
alcool. A partir da beterraba o processo é mais simples porque o acucar ja esta
livre para ser fermentado. Ja da madeira, a celulose é hidrolisada para liberar os
acucares que sao submetidos ao processo de fermentacéo para a producao. Na
madeira temos as ligninas que s&o resinas dificeis de serem tratadas
(MATSUOKA et al., 2012).

Outra opcdo que esta ainda na fase de testes e estudos, é o etanol
celulésico, extraido da celulose proveniente das paredes celulares da planta, tais
como o bagaco, o caule e as folhas, usadas ai como matérias-primas. Esse etanol
€ produzido através de um processo quimico que quebra a celulose, e adiciona
apos sua reducdo a componentes basicos, levedura, sendo apos tal adicdo o
produto fermentado com alcool. Depois de refinado, o etanol produzido pode ser
usado como combustivel, e apresenta certas vantagens em relacdo aos etanois
produzidos através de outras matérias-primas (DURAES, 2011).

Pesquisadores descobriram que cada unidade de energia usada na
producéo de etanol celuldsico produzia 10 vezes mais energia, 0 que o0 torna mais
rentavel que o etanol produzido da cana-de-agUcar; descobriram também que o
etanol celulésico pode precisar de 70% menos combustivel fossil para ser
produzido, o que reduzira em altas propor¢cdes a emissao de gases poluentes ao
meio ambiente (GUO et al., 2015).
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3.7.2 Producéao de Etanol

O &lcool combustivel é chamado também de etanol etilico (HsC — CH, —
OH). Trata-se do composto mais conhecido do grupo organico dos é&lcoois. E
caracterizado pela presenca de uma hidroxila (OH) diretamente ligada a um
carbono. E formado por um liquido transparente de cheiro forte, cuja caracteristica
principal é a capacidade de entrar em combust@o. A queima do &lcool da origem
aos produtos agua, gas carbdnico e muita energia.

A producdo de etanol por base de aclUcares, como é o caso da cana-de-
acucar, € mais simples do que quando comparada com a producdo por meio de
materiais amilaceos, como o trigo e o milho, e celuldsica, como o bagaco da cana.
Nos casos de matérias amilaceas ou celulésicas, ha a necessidade da
transformacdo da matéria-prima em acucares simples por acbes enzimaticas,
engquanto na cana os agucares ja estao disponiveis na biomassa (BNDES; CGEE,
2008). O alcool pode ser produzido por trés vias: destilatoria (a partir de
fermentacbes de residuos semissolidos das vinicolas), por via sintética (a partir
dos hidrocarbonetos instaurados) e a via fermentativa (MOREIRA et al., 2009).

No Brasil, a fabricacdo comercial do etanol € exclusivamente feita por via
fermentativa, chamada também de primeira geracdo, baseia-se no
aproveitamento do melaco das usinas, na utilizacdo direta da cana de acUcar ou
ainda na producdo pela inversdo do acucar. Nessa via, a levedura
Saccharomyces cerevisiae é a principal responsavel pela fermentacdo do
substrato e consequente producédo de alcool. A técnica consiste em, basicamente,
adicionar ao caldo da cana-de-agUcar microrganismos que quebram moléculas de
acucar (CgH120g), transformando elas em duas moléculas de etanol (2C,HsOH)
mais duas moléculas de gas carbbnico (2CO;) (MOREIRA et al., 2009). Esse
mecanismo de fabricacdo, conforme Stupielo (1987) se divide nas operacdes de
extracdo do caldo, preparo do mosto, preparo do fermento, fermentacao,
destilacao, retificacao e desidratacéo.

O processo produtivo do etanol inicia-se logo com a chegada da matéria

prima a industria, onde amostras de cana sao colhidas e levadas para analise. A
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cana é entdo é limpa, picada, desfibrada e encaminhada por uma esteira a um
conjunto de moendas (ternos de moendas) para a moagem ou para um difusor.
Durante esse processo, ocorre a extracdo do caldo, por pressdo mecéanica dos
rolos, no caso dos termos de moendas, ou por lixiviagdo, quando a fabrica utiliza
a difusao (PAYNE, 1989).

O bagaco proveniente deste processo ainda contém uma quantidade de
caldo que é constituido por agua e solidos volateis. Assim, muitas vezes é
empregado o processo de embebicdo, que consiste em adicionar agua ou mesmo
o caldo diluido ao bagaco entre uma moenda e outra, com a finalidade de diluir a
sacarose que ainda exista neste bagaco (SANTOS, 2010). O caldo extraido é
encaminhado a um processo prévio de tratamento em que ocorre a decantacéo,
este recebe a adicdo de produtos quimicos e € retirado parte da sua agua (pre-
evaporagdo) para iniciar o processo de fermentagdo. O bagaco, resultado do
processo de extracdo, € direcionado para a cogeracdo de energia da fabrica
(BNDES; CGEE, 2008).

Por seguinte, o caldo € aquecido para aumento da sua concentracao,
adiciona-se levedura e a mistura entra em um processo de fermentacéo alcodlica
em que ocorre a transformacdo dos aclUcares em etanol. Depois de fermentado,
recupera-se a levedura da mistura e 0 mosto resultante € encaminhado aos
aparelhos de destilacédo para separar o etanol do restante da mistura. A destilacao
pode dar origem a varios subprodutos, como a vinhacga, responsavel por graves
problemas ambientais e o Oleo fusel. Ha pelo menos trés etapas sao
fundamentais para a producéo de etanol pela rota de primeira geracdo: moagem
(pré-tratamento fisico ou mecéanico), fermentacdo e destilacdo, essas sao
utilizadas de maneira muito parecida para ambas as rotas de primeira e de
segunda geracéo (ALCARDE, 2007).

O biocombustivel resultante da destilacdo encontra-se na forma hidratada,
uma mistura binaria alcool-agua. Segundo BNDES e CGEE (2008), este etanol
alcanca um teor de 96° GL, que corresponde a 6% de agua em peso devido a
formacdo de uma mistura azeotropica. O bioetanol hidratado pode ser utilizado

como produto final, comercializado nos postos de combustiveis para o
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abastecimento de veiculos ou ainda pode seguir para o processo de desidratacao
para a producédo de etanol na forma anidra (UNICA, 2007).

O etanol anidro possui pelo menos 99,6 °GL, e € amplamente utilizado na
indUstria quimica como matéria prima para a fabricacéo dos ésteres e dos éteres,
de solventes, tintas e vernizes, de cosméticos, de pulverizadores. Além disso,
também é utilizado como aditivo em combustiveis, segundo a Portaria n° 143 do
Ministério da Agricultura, Pecuario e Abastecimento (MAPA, 2007).

3.7.3 Fermentacao Alcodlica

A fermentacdo é um meétodo de catabolismo anaerdbico no qual ocorre a
degradacdo de moléculas de acucar no interior das células do microrganismo
(levedura), até a formacdo de etanol e CO,, propiciando, liberacdo de energia
quimica e térmica (VENTURINI FILHO; MENDES, 2008).

Tosetto (2002) destaca trés principais maneiras para a conducdo da
fermentacéo: a batelada, no qual o mosto e o inoculo (leveduras) sao adicionados
ao reator no inicio de cada batelada. A cada rodada o reator é limpo e preparado
para outro ciclo, deixando o processo mais lento. O segundo maneira é a batelada
alimentada ou Melle-Boinot, processo em que o substrato é adicionado,
parceladamente ou de forma continua ao reator, alimentando o inoculo, até atingir
um valor limite. Nesse caso, ha o reaproveitamento do inoculo que € separado do
vinho por centrifugacéo. Por fim, 0 modo continuo, no qual o produto é retirado, a
mesma vazao de alimentacdo do reator, ndo sofrendo interrup¢gdes. O fluxo é
continuo, diminuindo assim, o efeito inibitorio do etanol e do substrato.

A fermentacdo alcoodlica comeca, apdés a adicdo do fermento no mosto.
Esse processo € caracterizado por trés etapas: fase de adaptacdo dos
microrganismos, onde comecam a crescer, nesta fase, 0 mosto ainda contém
uma determinada quantidade de oxigénio, para que ocorra o desenvolvimento das
leveduras. Na segunda fase ocorre um crescimento exponencial dos
microrganismos, liberacdo de gas carbdnico, aumento da temperatura e do teor

alcodlico. Na Ultima fase, o alimento entra em escassez, 0 crescimento das
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leveduras diminui, h& diminuicdo de gas carbbnico e precipitacdo do fermento. No
final da fermentacdo o produto obtido € o vinho bruto, que ira apresentar 8 a 12%
de &lcool (SILVA et al., 2008).

As leveduras sdo 0s microrganismos mais importantes na aquisicdo do
alcool por via fermentativa. As leveduras utilizadas na fabricagdo de bebidas
alcodlicas e combustivel geralmente sdo linhagens da espécie Saccharomyces
cerevisiae (VENTURINI FILHO; MENDES, 2008).

A célula de levedura possui no citoplasma celular um aparato enziméatico,
denominadas enzimas glicoliticas, que permite a transformacdo do acucar
(glicose) em etanol e CO,, envolvendo 12 reagbes em sequéncia ordenada, cada
gual catalisada por uma enzima especifica, como mostrado na figura 9 (LIMA,
2001).
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Figura 9 - Sequéncia de reacbes enziméticas pela fermentacao alcodlica.
Fonte: PIMENTA et al. 2010.

As enzimas glicoliticas, sofrem acdes de diversos fatores fisicos
(temperatura, pressédo osmotica), quimicos (pH, oxigenacgéo, nutrientes minerais e
organicos, inibidores) e microbiolégicos (espécie, linhagem e concentracdo da
levedura, contaminacdo bacteriana), alguns que estimulam e outros que reprimem
a acdo enzimatica, afetando o rendimento do processo fermentativo conduzido
pelas leveduras, ou seja, a eficiéncia da conversdo de acucar em etanol
(PIMENTA et al., 2010; LIMA, 2001).

A ocorréncia de fermentacdes paralelas, floculacao e formacédo de espuma,
reduz o rendimento fermentativo, devido as modificacbes do meio causadas

principalmente pelos fatores microbiolégicos, o que eleva a quantidade de
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componentes secundarios, caracterizando as perdas de acucares no processo
(MUTTON, 2008).

3.8 Contaminacao Bacteriana

A industria sucroalcooleira representa um consideravel gerador
econbmico. Como a maior parte da producdo de 4&lcool ocorre por via
fermentativa, é essencial o conhecimento do processo fermentativo
(ALTERTHUM et al., 1984).

A presenca de microrganismos ocorre desde a colheita da cana-de-agucar
até o processo de fermentacdo (GALLO, 1989). A infeccdo bacteriana na
fermentacdo pode causar danos ao processo como: consumo de acucar;
formacdo de goma; floculacdo do fermento; formacdo de espumas; inibicdo e
gueda da viabilidade das leveduras devido as toxinas e acidos organicos
excretados no meio e, por consequéncia, reducdo no rendimento e na pro-
dutividade da fermentacdo (ALTERTHUM et al., 1984).

Pesquisas realizadas na area de fermentacdo mostram que as bactérias do
grupo Gram-positivo sdo 0s microrganismos contaminantes que predominam na
fermentacdo alcodlica, tendo destaque os géneros Bacillus e Lactobacillus. Mas
também sao evidenciados outros géneros de bactérias prejudiciais a producédo
alcodlica, tais como: Acetobacter, Clostridium, Aerobacter, Streptococcus,
Staphylococcus, Leuconostoc, Pseudomonas e Escherichia (FERMENTEC,
2008). Todos esses microrganismos produzem quantidades apreciaveis de acidos
organicos (butirico, acético, formico, lactico) (ANDRIETTA; STECKELBERG;
ANDRIETTA, 2006).

Diversos autores verificaram a influéncia dos acidos acético e lactico na
inibicAo do crescimento e na queda da viabilidade celular de Saccharomyces
cerevisiae, quando em cultura mista com bactérias contaminantes da fermentacao
alcodlica. Estudos revelam que a contaminacao bacteriana leva a uma queda no
rendimento fermentativo na faixa de 14 a 90%, quando a concentracdo de

bactérias na fermentacdo atinge niveis de 10® a 10° células/mL, verificando ainda
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quedas de 10 a 40% no rendimento, associados a niveis de 10’ a 10° células/mL
(ALCARDE; HORII; NOBREI, 2007; ALTERTHUM et al., 1984).

Um dos fatores mais critico da contaminacdo bacteriana para as
fermentacdes, especialmente nas quais se extrai levedura para secagem, é a
floculacdo. Esse fato ocorre quando h& interacdo entre os microrganismos
contaminantes e a levedura, potencializado por altas concentra¢des de céalcio no
mosto. Tais condi¢cdes levam as bactérias a se aderirem nas paredes das
leveduras, por meio de ligagcbes entre moléculas constituintes da superficie
desses microrganismos, fazendo com que toda biomassa se precipite
(FURTADO; ALCARDE, 2010). Outro dano que tem destaque pela contaminacao
bacteriana sdo a degradacdo da sacarose e a formagcdo dos &acidos latico e
acético que ocasionam perda de acucar e intoxicacdo das leveduras (OLIVA-
NETO; 1995; FREDERICK, 1994).

Estudos realizados no Reino Unido, na india e na Africa do Sul indicam que
13% das perdas causadas pela contaminagcédo bacteriana sdo devido a inversao,
25% a atividade de enzimas livres e 62% ao crescimento bacteriano.

Yokoya e Oliva-Neto (1989) ressaltam que € possivel reduzir entre 17 e
35% das perdas de sacarose devido a presenca de microrganismos
contaminantes apenas com o uso de praticas adequadas de limpeza e uso correto

de agentes antimicrobianos sintéticos ou naturais.

3.9 Microrganismos

Os microrganismos sdao uma forma de vida que ndo pode ser vista sem
auxilio de um microscopio. Estes seres diminutos podem ser encontrados no ar,
no solo, e inclusive, no homem. Com relacdo ao contato com o homem, pode
ocorrer de forma positiva e indispensavel a vida, ou bastante negativa, com
efeitos prejudiciais a satde (MULLER; MARTINI; MEDINA, 2010).

As bactérias tém uma estrutura reativamente simples uma vez que sdo

organismos unicelulares. Visto que o material genético ndo é envolto por uma

membrana nuclear, sdo classificadas como procariontes. A maioria das bactérias
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varia de 0,2 a 2,0 ym de didmetro e de 2 a 8 um de comprimento. Elas possuem
algumas formas basicas, tais como, cocos esféricos, bacilos e espirais
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Em geral, a célula bacteriana € composta por
capsula, parede celular, membrana celular, citoplasma, nucleoides, plasmideos e
flagelo (TRABULSI et al., 2008).

Para melhor visualizacdo da forma e do tipo de arranjo dos
microrganismos, é frequente o uso de técnicas coloracdo. Um dos métodos
utilizados é a coloracdo de Gram, desenvolvido pelo pesquisador dinamarqués
Christian Gram, em 1884, que consiste no tratamento sucessivo de um esfregacgo
bacteriano, fixado pelo calor, com os reagentes cristal violeta, lugol, etanol-
acetona e fucsina basica. Essa técnica permitiu dividir as bactérias em dois
grandes grupos, Gram positivas e Gram negativas além de determinar a
morfologia e do tamanho das amostras analisadas (TRABULSI et al., 2008).

O meétodo da coloracdo de Gram é baseado na capacidade das paredes
celulares de bactérias Gram-positivas de reterem o corante cristal violeta no
citoplasma durante um tratamento com etanol-acetona enquanto que as paredes
celulares de bactérias Gram-negativas ndo o fazem (MULLER; MARTINI;
MEDINA, 2010).

Uma das principais diferencas entre as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas é a espessura da parede celular, que nas bactérias Gram-positivo que
apresentam muitas camadas de peptioglicano, formando uma estrutura mais
espessa e rigida do que nas Gram-negativas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Apesar de apresentar tamanho inexpressivel, os microrganismos, quando
nao controlados, podem causar impactos enormes e perdas irreparaveis na
industrial, como no caso das sucroalcooleiras (INGRAHAM, J.; INGRAHAM, C.,
2010).

3.10 Substancias Antimicrobianas

Os antimicrobianos sdo compostos naturais ou sintéticos (quimioterapicos)
capazes de inibir o crescimento ou causar a morte do microrganismo (SAEZ-
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LLORENS, 2000). O principal objetivo do uso de um antimicrobiano € diminuir ou
eliminar os organismos patogénicos, que causam prejuizos na industria e também
a saude (WALSH, 2003).

Nos Ultimos anos, observou-se grande interesse pelo potencial
antibacteriano dos extratos naturais, ja que a resisténcia de microrganismos a
multiplas drogas tem aumentado devido ao uso indiscriminado. A expresséo
resisténcia € a capacidade que esses microrganismos tém de resistir aos efeitos
dos antimicrobianos ou antibiodticos, causando diversos maleficios para saude,
além das perdas na qualidade de diversos produtos, como no etanol (SAEZ-
LLORENS, 2000).

Os microrganismos resistentes sdo cada vez mais dificeis de eliminar,
exigindo doses mais elevadas dos compostos sintéticos ou alternativos, como 0s
antibacterianos naturais. Essa situacdo tem forcado os pesquisadores a buscar
novas alternativas para combaterem esses microrganismos. Os vegetais sao
excelentes fontes na busca dessas novas drogas antimicrobianas, tendo em vista
gue a diversidade molecular dos produtos naturais € muito superior aquela

derivada dos processos de sintese quimica (NOVAIS et al., 2007).

3.10.1 Classificacédo e Mecanismo de Ac¢éo

Os antimicrobianos podem ser classificados de varias maneiras,
principalmente considerando sua acdo bioldgica, espectro e 0 mecanismo de
acao (TRABULSI et al., 2008).

A acdo biolégica desses antimicrobianos é categorizada como agentes
bactericidas, quando causam a morte da bactéria e bacteriostaticos, quando
promovem a inibicdo do crescimento microbiano, no entanto, dependendo da
concentragdo e da associacdo com outro composto, um bacteriostatico pode ter
acao bactericida (WALSH, 2003).

Ja o espectro de acéo relaciona-se a diversidade de organismos afetados
pelo agente. Geralmente os antimicrobianos sdo de pequeno ou de amplo

espectro. Ultimamente, uma série de laboratérios vem trabalhando em busca de
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isolar e purificar antimicrobianos de espectro restrito, que atuam especificamente
sobre um ou um pequeno numero de microrganismos. No entanto, 0s
antimicrobianos comercializados como antibidticos enquadram-se nas categorias
de pequeno e amplo espectro de acdo (TRABULSI et al., 2008).

Por fim, o conhecimento dos mecanismos de acdo destes agentes
antimicrobianos permite entender sua natureza e o grau de toxicidade seletiva de
cada composto. Reese, Betts e Gumustop (2002), organizam esse mecanismo

em cinco divisoes:

1) Inibicdo da sintese da Parede Celular: estes agentes
antimicrobianos correspondem aos mais seletivos, provocando uma perda na
rigidez ou degradacéo da parede celular.

2) Interferéncia nas funcdes da Membrana Citoplasmatica: sdo agentes
antimicrobianos que muitas vezes exibem menor grau de toxicidade seletiva e tem
como funcéo alterar a permeabilidade na membrana.

3) InibicAo da sintese de &acidos: seletividade variavel. Esses
compostos atuam impedindo a replicacéo, transcricéo e reparo do DNA.

4) Inibicdo da sintese das proteinas: geralmente promovendo erros na
leitura do mRNA.

5) Antagonismo metabdlico: comumente ocorre por um mecanismo de

inibicdo competitiva.

3.10.2 Resisténcia Microbiana

O conhecimento dos mecanismos envolvidos na resisténcia bacteriana é
de grande importancia para se entender como a bactéria pode vim a desenvolvé-
la. A resisténcia bacteriana, muitas vezes, € compreendida como sendo um
fendmeno ecoldgico, que ocorre como resposta da bactéria frente ao um estimulo
ambiental. Esses seres possuem elevada capacidade de adaptacdo a condi¢des
adversas como 0s agentes quimicos. Essa aptiddo € contraida por meio de
mutacdes e troca de material genético entre linhagens de mesma espécie ou de

espécies diferentes (VARGAS et al., 2004).
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As bactérias sdo capazes de transmitir os genes de resisténcia as suas
descendéncias pela replicacdo ou por conjugacao a outras bactérias. Esse € um
processo natural, acentuado pelo abuso de antimicrobianos. De acordo com o
Conselho Regional de Farmacia do Estado de Sao Paulo (2008), ha pelo menos
qguatro mecanismos de resisténcia bacteriana, um deles é alteracdo de
permeabilidade, que consiste na incapacidade do antimicrobiano de penetrar nas
células bacterianas.

Outro mecanismo e um dos mais importantes € a alteracao do sitio de acao
antimicrobiano em que as bactérias podem manifestar um gene que codifica um
novo produto resistente ao composto, trocando o alvo original e impedindo
gualquer efeito bacteriostatico ou bactericida. Ja o bombeamento ativo de
antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular, isto é, ejeta a agente
para fora antes que possa se tornar eficaz, o seu efluxo ativo, produz resisténcia
bacteriana a determinados antimicrobianos. Finalmente, 0 mecanismo enzimatico,
nada mais € do que a degradacdo do antimicrobiano por enzimas (BRASIL,

2011).

3.11 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Determina-se agente antimicrobiano como sendo um composto natural ou
sintético que mata ou inibe o crescimento de microrganismos (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2003). A atividade antimicrobiana de uma substancia pode
ser medida determinando-se a menor quantidade que ela necessita para inibir o
crescimento de um microrganismo-teste, sendo esta quantidade denominada
concentracgao inibitéria minima (CIM) (TRABULSI et al., 2008).

Usualmente, para a determinacdo da CIM, uma série de tubos de cultura
sdo preparados pela adicdo de uma concentracdo diferente do agente em cada
tubo, os quais sdo, em seguida, inoculados. Apés a incubacdo, os tubos sao
examinados, verificando-se a ocorréncia de um crescimento visivel (turbidez). O
tubo comportando a menor concentragdo do composto capaz de inibir

completamente o crescimento do microrganismo-teste define a CIM. Esse
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procedimento é comumente chamado de técnica da diluicho em tubos
(ANDREWS, 2001).

A CIM néo é constante para um determinado agente antimicrobiano, uma
vez que pode ser comprometida pela natureza do microrganismo testado,
tamanho do indculo, composicdo do meio de cultura, tempo e condi¢cbes de
incubacgéo, como temperatura, pH e aeracdao (MADIGAN, MARTINKO, PARKER,;
2003).

No momento em que todas as condi¢cbes sdo padronizadas, é possivel
confrontar diferentes agentes antimicrobianos, determinando qual o mais eficiente
contra determinado microrganismo, ou realizar a avaliagdo da atividade de um

unico agente contra uma variedade de microrganismos (ANDREWS, 2001).

3.12 Extracdo de Compostos Naturais

A extracdo € uma intervencao fisico-quimica de transferéncia de massa,
onde os solidos soluveis e volateis podem ser extraidos por manter-se em contato
entre o0 solvente e os sélidos (CLARKE, 1985). O principal objetivo de se extrair
compostos € que esses sejam capazes de melhorar a durabilidade de algum
produto industrial WONGKITTIPONG et al., 2004).

Existem diferentes metodologias para extracdo dos compostos naturais,
podendo ser classificados em métodos convencionais de extracdo usando
solventes organicos como etanol, metanol, hexano, acetona, éter e agua, e o
método de extracdo supercritica em altas pressfes e temperaturas. A extracao
das plantas € comum na indastria de perfume, no setor farmacéutico, no campo
do alimento e da producéo de combustiveis. E desta maneira que alguns extratos
vegetais, como Oleos comestiveis ou industriais, oleoresina e pigmentos sao
obtidos (POIROT et al., 2006).

O rendimento e a solubilidade dos extratos naturais sdo influenciados
diretamente pelas condi¢cdes em que ocorre processo de extracdo, como escolha
do solvente, temperatura, tempo de extracdo e a acdo mecanica

(WONGKITTIPONG et al., 2004). Ademais, a matriz vegetal apresenta estrutura
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heterogénea e complexa formada por células, espacos intracelulares, capilares e
poros. A extragdo € influenciada pela estrutura molecular do soluto, o tamanho,
localizacao e a ligagdo com outros componentes (PINELO et al., 2004).

As caracteristicas quimicas do solvente e a estrutura e composi¢cado
diversas do produto natural asseguram que cada sistema material-solvente
mostra comportamento pelicular, o qual ndo pode ser previsto. Esse fato
corrobora para a necessidade de selecao criteriosa do método de extracdo e qual
o melhor solvente para determinada fonte natural facilmente (PINELO et al.,
2004).

3.12.1 Extragcdo Convencional

A extracao utilizando solventes organicos é o procedimento convencional
de extracdo de compostos de plantas mais utilizados (PALLEROS, 1999). O
método a ser utilizado na extracdo convencional € determinado pela familia de
compostos a ser extraida (TSAO; DENG, 2004). Os extratos obtidos sdo sempre
uma mistura heterégena, ou seja, nesse composto pode conter diferentes classes
fitoquimicas (NACZK; SHAHIDI, 2004).

A solubilidade dos extratos esta intimamente ligada com a polaridade do
solvente escolhido (CAETANO, 2009). Analisando a diversidade de componentes
guimicos existentes nos vegetais, para que a extracao seja eficiente € importante
0 uso de solventes com diferentes polaridades (CAETANO, 2009).

Delva e Schneider (2012) avaliaram a atividade antioxidante e
antimicrobiana do extrato metanolico da fruta da Acerola e obtiveram valores
significantes, com o método de extracdo convencional realizada em equipamento
Golfish.
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3.12.2 Extrator de Oleos e Gorduras — Goldfish

O método de extracdo convencional em amostras vegetais em um sistema
de refluxo continuo, comumente, € realizado em equipamento Golfish. Esse
equipamento permite que a amostra, figue em contato com o solvente em um
sistema de refluxo continuo, sendo capaz de realizar a extracdo de varias
amostras ao mesmo tempo, jA& que possui compartimentos acoplados
(PALLEROS, 1999).

A metodologia de Goldfish € semelhante ao Soxhlet, com a diferenca de
gue no Goldfish, o solvente quente é passado constantemente pela amostra,
diminuindo o tempo de extracdo em relacdo a outros métodos de extracao
convencional como Soxhlet. Outra vantagem desse método é a possibilidade de
recuperar até 80% do solvente utilizado, além de utilizar uma quantidade menor

de solvente em relacédo g outros metodos de extracdo (PEARSON, 1977).

3.13 Caracterizacdo Botanica das Amostras

O Abacateiro (Persea americana) pertence a familia Lauraceae. E uma
planta perene cultivada em quase todas as regifes tropicais e subtropicais, esta
amplamente distribuida no Brasil. O abacateiro é uma arvore frutifera de grande
porte, ultrapassando 20 metros de altura de acordo com a figura 10a. Das folhas,
gue exalam odor marcante de aniz quando maceradas, pode-se extrair Oleo
essencial com alto teor de metil chavicol, utilizado na aromatizacdo de alimentos.
Suas flores sdo pequenas, hermafroditas, organizadas em inflorescéncias
terminais do tipo panicula. Com fruto tipo drupa piriforme ou ovoide (MEDINA et
al., 1978).
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a) ABACATEIRO b) SABUGUEIRO

Figura 10 - Guaxupita.
Fonte: adaptado de GLOOGLE IMAGENS, 2019.

O fruto do abacate possui substancias de interesse nutricional e comercial.
Dentre elas, destacam-se acidos graxos, principalmente acido oléico e o linoléico
(TANGO et al., 2004; BORA et al., 2001; MASSAFERA et al., 2010), substancias
antioxidantes capazes de combater os radicais livres e antimicrobianos capazes
de combater os microrganismos patogénicos (HIRASAWA et al., 2008), no
entanto ndo ha relatos sobre o potencial das folhas.

Sabugueiro (Sambucus nigra) pertencente a familia Adoxaceae, é uma
planta encontrada principalmente na regido Sul do Brasil. E uma planta arbustiva,
de 2 a 4 metros. Flores pequenas, muito brancas. Exalam perfume agradavel. Os
frutos sédo pequenas bagas de cor negras e redondas, como ilustrado na figura 10
b. A folha do sabugueiro apresentam propriedades fitoterapéuticas de acordo com
a crenca popular, porém ndo existem relatos para essa espécie sobre seu
potencial antioxidante e antimicrobiano (ELDIN; DUNFORD, 2001).
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Dentre os representantes da familia Rutaceae, destaca-se Esenbeckia
grandiflora popularmente conhecida como guaxupita pertencente a subfamilia
Rutoideae, é uma planta arbérea com ampla distribuicdo no Brasil na regido Sul
ocorre principalmente em floresta latifoliada semidecidua (JANUARIO et al., 2009;
PIRANI, 2010). A Figura 10c mostra a guaxupita e seu fruto.

E uma espécie arbdrea com altura variando de 4-7 m, com tronco tortuoso
de 20-30 cm de diametro, folhas simples, pecioladas, alternas e verdes. A
madeira é indicada para o fabrico de cabos de ferramentas (LORENZI, 1992).

Segundo Januario et al. (2009), a literatura ndo registra qualquer atividade
antioxidante e antimicrobiana para esta espécie. No entanto, ensaios biologicos
preliminares realizados por Barros et al., (2010) com extratos das folhas com
acetato de etila em cloroférmios totais revelaram atividade antibacteriana por
conter grande quantidade de fendis, esse fato pode também corroborar para

atuacado como um bom antioxidante.

3.13 Plantas Antioxidantes e Antimicrobianas

Desde o primérdio, 0 homem busca na natureza recursos alternativos para
melhorar sua qualidade de vida (LORENZI, 2002). No Brasil, a utilizacdo das
plantas teve inicio com a cultura da populacéo indigena das diversas tribos que
aqui habitaram (SIMOES et al., 1998).

De acordo com Maciel et al. (2002) o conhecimento sobre plantas com
acao antimicrobianas simbolizaram o primeiro recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos. No inicio da década de 1990, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) divulgou que de 60 a 80% da populacédo dos paises em
desenvolvimento dependiam das plantas como forma de diminuir ou eliminar
estirpes de microrganismos patogénicos. Ao longo do tempo tém sido registrados
variados procedimentos de esterilizacdo microbioldgica, desinfecdo e prevencao
utilizando extratos de plantas como roméazeira (VEIGA, 2005).

Existem varias plantas com compostos que apresentam atividade

antioxidante e podem ser utilizados como aditivo para retardar reacbes de
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oxidagao em biodiesel, como, Sabugueiro (Sambucus nigra) e Abacateiro (Persea
americana), sdo excelentes fontes de antioxidantes. Esses compostos de
ocorréncia natural ndo poluem o ambiente e séao facilmente obtidos.

Barros et al., (2010) estudaram diferentes extratos metandlicos preparados
a partir das folhas, flores, pequenos galhos folhas e flores e frutos imaturos do
Malva Santa (Malva sylvestris). Os resultados obtidos mostraram que o extrato
metandlico das folhas de Malva possui atividade antioxidante mais significativa.

A literatura mostra uma grande variedade de espécies de plantas que sao
pesquisadas quanto a sua capacidade antioxidante e antimicrobiana. Dentre elas
podemos citar a Malva (Malva sylvestris); Carqueja (Baccharis trimera); Louro
(Laurus Nobilis); Camomila (Matricaria chamomilla); Orégano (Origanum vulgare);
Prépolis (Apis mellifera), Roma (Punica granatum), Copaiba (Copaiba reticulata)
entre varias outras plantas que compartilham dessas condi¢des. Varias pesquisas
foram realizadas nesse grupo de plantas verificando a capacidade antioxidante
em biodiesel e antimicrobiana em processos fermentativos na producéo de etanol
(ELDIN; DUNFORD, 2001; BARROS et al, 2010; WITT; BAUMGARTNER,;
SILVA, 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matérias-primas

Para a obtencdo dos extratos as amostras das folhas do abacateiro
(Persea americana), folhas do sabugueiro (Sambucus nigra) e folhas da
guaxupita (Esenbeckia grandiflora) foram coletadas em abril de 2018 no municipio
de Formosa do Oeste, Parana — Zona Rural — Mata Ciliar, Estrada Piaui lote 70,
24°16'44.4"S 53°19'41.6"W -24.278988, -53.328225. Suas identidades botanica
foram confirmadas através de comparacdo com as espécies que encontram-se
disponivel no Herbario da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNOP).

As amostras coletadas foram armazenadas, inicialmente, em sacos
plasticos e transportadas ao laboratério LPS (Laboratério de Processos de
Separacao — Campus UNIOESTE).

4.1.1 Preparo das Matérias-primas

Para a obtencédo dos extratos as folhas do Abacateiro, Sabugueiro e da
Guaxupita foram completamente desidratadas em estufa de ar circulante a
temperatura de 40 °C, trituradas em liquidificador comercial até sua transformacéao
em po fino e armazenadas em sacos plasticos mantidos refrigerados a -5 °C.

O material triturado foi classificado de acordo com a série padrao de
peneiras Tyler de 20, 24, 48, 60 e 100 mesh utilizando um agitador de peneiras
para padronizar o tamanho das particulas. O material retido entre as peneiras de

24 e 60 mesh foram utilizados nas extracdes.
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4.2 Caracterizacao das Matérias-primas

4.2.1 Determinagcdo do Diametro Médio das Particulas (Ds)

A classificacdo granulométrica das particulas foi determinada a partir de
ensaio em agitador, com a série padréo de peneiras Tyler de 20, 24, 48, 60, 80 e
100 mesh (série Tyler, W.S. Tyler, Wheeling, EUA). Para a analise dos dados
foram calculados o tamanho médio das particulas pelo método aritmético,
conforme a Equacdo 1. Foi utilizada a seguinte expressdo dada por Gomide
(1983) para o célculo do diametro médio das particulas:

—_ [ZEAL/d,

T I, aL/d] (1)
al =%

" om, 2)
Em que:

d.: diametro médio superficial dos fragmentos (mm);

m;. massa de amostra retida na peneira i (g);

m,. massa total de amostra (Q);

d,: diametro médio das particulas que passaram pela peneira i (mm);

n: nimero total de fracdes

4.2.2 Umidade das Matérias-primas

A umidade da matéria-prima foi definida através do método gravimétrico,
em triplicata, onde 5g das folhas foram pesados em balanca analitica (AUX220 -
Shimadzu), acondicionadas em placa de Petri e levados a estufa a 105 °C por 24
horas. Percorrido o tempo as amostras foram retiradas da estufa e transferidas

para dessecador contendo silica gel para resfriamento até temperatura ambiente
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e em seguida foram pesados novamente. O percentual de umidade foi obtido de

acordo com a Equacgéo 3:

Umidade (%) = % 1100
midade (%) = T 3)
Em que:

Mu: massa da amostra Umida;

Ms: massa da amostra seca (depois de 24 horas em estufa a 105 °C).
4.3 Obtencéo dos Extratos

Os extratos das folhas do Abacateiro, Sabugueiro e Guaxupita foram
obtidos por extragdo convencional com solventes liquidos etanol (Neon P.A),
acetato de etila (Anidrol, P.A) e Hexano (Anidrol, P.A), os quais apresentam

indices de polaridade distintos como indicado na Tabela 2.

Tabela 2: indice de polaridade de solventes utilizados nos processos de

extracdo convencional.

SOLVENTES INDICE DE POLARIDA
Hexano 0

Acetato de Etila 4,4

Etanol 5,2

Fonte: adaptado de BYERS, 2009.

4.3.1 Extracdo Convencional

A extracdo foi realizada com o extrator de gorduras — Goldfish no
Laboratério de Grupo de Pesquisa em Recursos Pesqueiros e Limnologia da
Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, Campus Toledo/Pr.

Neste tipo de extracdo o solvente fica em contato com a amostra, por um periodo
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de 3 horas. Foi empregado a razdo de 1:10 massa/volume (10 g de amostra seca
para 100 mL).

O inicio da extracdo foi contabilizado a partir do inicio da fervura do
solvente, apdés aquecimento continuo a 100 °C durante 1h30min, em seguida
suspensdo reboiler e gotejamento do solvente aquecido a 130 °C durante 1 hora,
por fim a recuperagdo do solvente foi realizada durante 30 minutos com o

fechamento da valvula (figura 11).

Figura 11 - Aparelho extrator de gordura - Goldfish.
Fonte: a autora, 2019.

Apbés a extracdo, os extratos foram secos em estufa a 60 °C até
evaporacao total do solvente restante, foram armazenados em fracos ambar e
mantidos sob refrigeracdo. Os rendimentos das extracfes feitas no extrator de
gordura Goldfish foram calculados Equacéo (4), a partir da razédo entre a massa

do extrato e a massa inicial da matéria-prima utilizada.

m extrato
R(%) = x 100
M massa amaostra

(4)
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Em que:
R%) = Rendimento global de extragao;
MEextrato = Massa de extrato obtida apds o processo de extragao;

Muassa amostra = Massa de amostra utilizada no processo de extragao;

Nesta etapa foram obtidos nove extratos (figura 12): Guaxupita/Etanol
(GxEt), Guaxupita/ Acetato de etila (GxAe), Guaxupita/Hexano (GxHex),
Sabugueiro/Etanol (SbEt), Sabugueiro/Acetato de etila (SbAe),
Sabugueiro/Hexano (SbHex), Abacateiro/Etanol (AbEt), Abacateiro/Acetato de
etila (AbAe) e Abacateiro/Hexano (AbHex).

Extrator de Gordura -
Goldfish

GxEt GxAe GxHex SbEt SbAe SbHex AbEt AbAe AbHex

Figura 12 - Fluxograma da extragdo convencional.
Fonte: a autora, 2019.

4.4 Caracterizacéo dos Extratos

Os extratos obtidos foram submetidos a caracterizacdo quanto a sua

composigao fitoquimica, teor de fendis e teste DPPH-.

4.4.1 Testes Fitoquimicos Preliminares: Colorimetria, Precipitacao

Testes fitoquimicos preliminares foram realizados de acordo com

metodologia previamente descrita por Goyal, Middha e Sen (2010). Inicialmente
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preparou-se a solucdo (S1), para a qual foram pesados 250 mg do material
vegetal e adicionados 15 mL de agua deionizada. Essa mistura foi levada para
banho-maria até comecar a ferver, apos resfriada a mistura foi filtrada.

O teste para Taninos, foram adicionados 2 mL de S1 + 1 mL de FeCl; e
observou-se a formacao de um precipitado preto-azulado ou preto-esverdeado, o
gual confirmar a presenca de taninos.

Para testar Saponinas, utilizou-se o teste de formacdo de espuma, onde
0,5 mL da S1 foram colocados em um tubo de ensaio e adicionando-se 5 mL de
agua deionizada. O tubo foi vedado com papel aluminio e agitado vigorosamente
por 30 segundos. Em caso de formacdo de espuma, 5 gotas de &cido cloridrico
(HCI) concentrado foram pingadas sobre a amostra, apds isso observou-se a
permanéncia da espuma no tubo indicando a presenca de saponinas.

Ja o teste de flavonoides baseou-se na reacdo de Shinoda, para esse
método, foram pesadas 100 mg do pO6 das amostras, em seguida foram
adicionados 2,5 mL de etanol em constante agitacao até extracdo dos compostos.
Apo6s, 1 mL dessa solucgéo foi transferida para um tubo de ensaio e adicionados 2
fragmentos de magnésio metalico, pela parede do tubo deixando-o escorrer cerca
de 7 gotas de HCI concentrado, o tubo foi deixado em reacao por alguns minutos
e 0 aparecimento de coloracdo rosa, laranja ou vermelha, indicou resultado
positivo para flavonoides.

O teste de alcaloides foi realizado a partir de 100 mg de p6 da amostra
onde foram adicionados 10 mL de uma solucdo de etanol 50% a 1% de &acido
sulfurico (H,SO,), esta mistura foi mantida em banho-maria até fervura, apos
resfriada e filtrada foram adicionadas 3 gotas de hidroxido de aménio (NH4OH)
concentrado juntamente com 10 mL de cloroférmio, agitando-a vagarosamente e
a camada de cloroformio foi coletada. Em seguida todo o cloroférmio foi
evaporado em banho-maria. O residuo foi ressuspendido com 1 mL de acido
cloridrico diluido a 1% adicionando 3 gotas de reagente de Mayer, 0 aparecimento
de precipitado de cor vermelho-alaranjado ou vermelho acastanhado indicou

presenca de alcaloides.
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Para verificar a presenca de Antraquinonas realizou-se o0 teste de
Borntrager onde foram pesadas de 80 mg da amostra e adicionado 4 mL de
cloroférmio em constante agitacdo. A solucao obtida foi filtrada e 2 mL do filtrado
foi transferido para um tubo de ensaio. Cuidadosamente adicionou-se pela parede
do tubo 2 mL de NH,OH a 10%. O aparecimento de cor rosa ou roxo na solugéo

ou a formagao de um anel rosa ou roxo confirma a presenca de antraquinonas.

4.4.2 Determinacdo do Teor de Compostos Fendlicos Totais (TFT) pelo

Método Folin-Ciocalteau

A quantificagdo de compostos fendlicos nos extratos das folhas de
Guaxupita, Sabugueiro e Abacateiro foram realizadas empregando o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau. Método que se baseiam em reacOes de
oxidacao-reducdo entre os compostos fenolicos e ions metalicos (SILVA et al.,
2010).

Para a realizacdo do teste, as amostras foram dissolvidos em etanol, a fim
de obter uma concentracéo de 1,0 mg.mL™. Em um tubo de ensaio adicionou-se
2,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau diluido (1:10; v/v), 0,3 mL de solucdo de
extrato diluida em etanol e 2,0 mL de solucdo aquosa de carbonato de sddio
(7,5%). A mistura foi incubada por 5 minutos a 50 °C em banho-maria. A
absorbancia foi medida a 765 nm em espectrofotémetro.

A quantidade total de fendis de cada extrato foi quantificada pela curva
padrdo preparada com acido galico nas concentracdes de: 5, 10, 20, 40, 60, 80 e
100 pg.mL™. A partir da curva, foi calculado o coeficiente de correlacdo (R2). O
branco foi obtido substituindo-se o volume de amostra por agua, mantendo-se as
mesmas quantidades de reagente de Folin-Ciocalteu e solucdo de carbonato de
sédio. A partir da correlacdo com a curva padréo de acido galico, determinou-se
os resultados expressos em mg equivalentes de &cido galico (EAG). g-! de

extrato, através da Equacéo (5). Cada ensaio foi realizado em triplicata.
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mg EAG EAG = 1000
TFT [ ] =

g extrato Dext (5)
Em que:

EAG: Equivalente em &cido galico obtido através da curva padrdo (ug
EAG/mL);

Dext: diluicdo das amostras (mgEXT/mL).

4.4.3 Determinagao da Atividade Antioxidante Pelo Método DPPH«

O DPPHe é um radical livre, estavel a temperatura ambiente devido a
deslocalizagcdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta
deslocalizacdo atribui a esta molécula uma coloracdo violeta em etanol,
caracterizada por uma banda de adsor¢cdo em etanol em cerca de 520 nm
(ALVES et al., 2010). Este experimento é baseado na captura do radical DPPH-
(2,2-difenil-1- picril-hidrazil) por antioxidantes, reduzindo-o a difenil-picril-hidrazina,
resultando no descoloramento da solucéo para amarelo palido (MENSOR et al.,
2001) e produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm (MENSOR et al.,
2001; BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

A partir dos resultados conseguidos determinou-se a porcentagem de
atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres. Os resultados foram
expressos como ECsy (concentragdo equivalente), ou seja, a concentragdo
minima de material necessaria para reduzir a concentracdo inicial de DPPHe+ em
50% (MENSOR et al., 2001).

Em um tubo de ensaio, adicionou-se a 3,9 mL da solucdo etandlica com a
concentracdo em 6x10°" de DPPHe (Sigma Aldrich, GE) e uma aliquota de 0,1
mL de diferentes diluicbes de todos os extratos. As misturas sdo agitadas por 30
segundos e deixadas para reagir por 40 minutos no escuro a temperatura
ambiente. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-

1800) a 515 nm, sendo todas as determinacfes realizadas em triplicata e
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acompanhadas de um controle sem o antioxidante. Foi utilizado alcool etilico
como branco para calibrar o espectrofotometro. A queda na leitura da densidade
Otica dos extratos adicionados de radical DPPHe« foi correlacionada com o
controle, estabelecendo-se a porcentagem de descoloragdo do DPPHe., a qual
indicou a atividade antioxidante para os extratos obtidos nos diferentes testes
(BRAND- WYLLIANS et al., 1995).

O célculo da porcentagem de atividade antioxidante foi realizado de acordo
com a Equacéo (6) (MENSOR et al., 2001).

0 inibicio d dical DPPH Abs. controle — Abs. amostra 100
inibicio do radica = W
’ ¢ Abs. controle (6)

Os valores EC, concentracdo do extrato necessaria para reduzir a
concentragéo inicial de DPPHs em 50%, foram obtidos da regresséo linear entre
as concentracOes utilizadas (abscissa) e a porcentagem da atividade antioxidante

(ordenada).

4.5 Obtencéo do Biodiesel

A producdo do biodiesel iniciou-se com a mistura de 126,316 mL de alcool
metilico com 5,46 g de catalisador hidroxido de potassio (2% da massa de 6leo).
Em seguida, adicionou-se em um baldo de trés bocas 300 mL de 6leo de soja,
previamente aquecido a 75 °C, e a mistura contendo alcool e catalisador, foram
mantidos em aquecimento a 80 °C por 4 horas, em sistema fechado com agitacéo
magnética constante, para que fosse possivel converter os triglicerideos em
ésteres metilicos (SHAHBAZ et al., 2011).

Apébs o tempo de reacgdo, o conteudo do baldo foi transferido para um funil
de decantacdo de 500 mL para a separacdo de fases, que ocorreu de maneira
espontanea no periodo de 24 horas. A fase superior (biodiesel) foi separada da

inferior (glicerol e outras impurezas), lavada varias vezes, com agua a 65 °C, para
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retirada de impurezas e residuos da reacdo. A mistura foi separada, novamente,

por decantacao e a fase organica foi seca e armazenada em frasco vidro ambar.

4.5.1 Caracterizacéo do Biodiesel

Para determinar as caracteristicas fisico-quimicas do Biodiesel foram
realizados as seguintes andlises: de cor e aspecto, indice de acidez, teor de agua,
espectroscopia na regido do infravermelho e teor de éster.

As determinacdes da cor visual e aspecto das amostras do Biodiesel foram
feitas em um recipiente transparente contra a luz observando a presenca de
impurezas, e/ou agua no fundo do recipiente e a coloracédo do produto. Em que o
aspecto deve ser limpido e isento de impurezas; limpido e com impurezas; turvo e
isento de impurezas, ou turvo e com impurezas (GALLINA et al., 2011).

Na acidez foi utilizado o equipamento de Titulacdo eletronico (848 Titrino
plus, Metrohm) no qual, pesou-se 30 g do biodiesel e adicionar uma solucéo de
80 mL de alcool isopropilico e 20 mL de agua destilada. Apoés foi levada a solucao
ao equipamento que determina a quantidade de miligramas de KOH que séo
necessarios para neutralizar cada grama do Biodiesel. A determinacéo do teor de
agua presente no biodiesel foi realizada em equipamento Karl Fischer (831 KF
Coulometer, Metrohm). Foi acrescentado 1 mL do biodiesel, com massa
conhecida, no equipamento que faz a leitura da umidade contida no biodiesel.

O teor de ésteres metilicos das amostras produzidas foi realizado em um
cromatografo a gas (CG) (Clarus 480), nas condi¢cfes: Coluna Elite-WAX (30m X
0,25 mm X 0,5 um), temperatura inicial do forno foi de 160 °C, assim aumentando-
a para 230 °C, a uma taxa de 5 °C/min, permanecendo por 2 minutos, a vazao do
gas de arraste sera de 2 mL/min, a temperatura do injetor e detector foi de 250 °C
e o0 volume de injecdo da amostra de 2 pL. As amostras foram preparadas
antecipadamente. Primeiro foi pesado 300 mg da amostra em baldo de 10 ml
completando o volume com n-heptano, apods, 100 uL da solucéo foi transferida
para um baldo de 10 mL, acrescentando 100 uL do padrdo interno

(heptadecanoato de metila) e entdo completando o volume com heptano. A
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amostra foi preparada, em seguida realizado a analise no cromatégrafo e célculo
para rendimento em ésteres do biodiesel.

A porcentagem do teor de éster no biodiesel foi calculada pela seguinte
equacao (7) (SANTOS et al., 2018).

Mp.
O, = * 100
Ap. Mo 7)
Em que:

%y € 0 teor de ésteres totais no 6leo (%);

Mp é a massa de padréo presente na amostra inserida no CG (mg);

M, € a massa de 6leo presente na amostra inserida no CG (mg);

Ay € a soma das areas no cromatograma relativa aos ésteres verificados na

amostra analisada (uV.s);

Por fim, foi feito o ensaio de espectroscopia na regido do infravermelho. A
regido do infravermelho compreende a faixa de ondas de 400 a 4000 cm™ de
radiacdo no espectro eletromagnético. Quando essa radiacdo é absorvida por
uma molécula, esta converte em energia de vibracdo molecular e origina bandas
de absorcdo no espectro obtido, que sdo apresentadas em ndamero ou
comprimento de onda. A espectroscopia na regido do infravermelho pode ser
utilizada para caracterizar o biodiesel, uma vez que este apresenta bandas

caracteristicas no espectro.

4.6 Teste de Estabilidade Oxidativa do Biodiesel

4.6.1 Aditivacdo do Biodiesel para o teste DSC

Para analisar a influéncia de antioxidantes naturais presentes nos extratos

das folhas da Guaxupita, Sabugueiro e Abacateiro na estabilidade termo-oxidativa
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do biodiesel, foi pesado 10 g de biodiesel acrescidos de 10 mg da amostra,
obtendo amostras de 1000 ppm como recomendado pela ANP. As amostras do
biodiesel aditivado foram submetidas ao banho ultrasénico (Eco-sonics modelo
Q5.9/37A), para melhor homogeneizacdo. A fim de comparagéao, foi utilizado um
antioxidante sintético (BHA e BHT) na mesma concentracéo (1000 ppm).

4.6.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

O tempo de inducdo oxidativa das amostras foram analisados pela técnica
de calorimetria exploratéria diferencial (DSC 60/Shimadzu). Cerca de 8 mg de
amostra foram adicionadas a um fluxo constante de gas oxigénio de 50 mL.min™
em uma faixa de temperatura de 25 °C a 400 °C, com taxa de aquecimento de 5°
C.min™. Os ensaios foram realizados como biodiesel sem a adicdo de qualquer
antioxidante e com adicéo dos antioxidantes naturais (GxEt, GxAe, GxHex, SbEt,
SbAe, SbHex, AbEt, AbAe e AbHex) e sintético (BHA e BHT). A temperatura de
oxidacdo do biodiesel, submetido ao teste DSC, foi obtido pelo do método das
tangentes, pelo grafico de fluxo de calor versus temperatura (°C) (BUTROW;
SEYLER, 2003). A espécie que apresentou os melhores resultados no DSC foi
submetida a analise pelo teste de Oxidacdo Acelerada Rancimat, além de ter sua
caracterizacao determinada e a realizacdo dos testes microbiologicos.

A espécie que apresentou os melhores resultados no DSC foi submetida a

analise pelo teste de Oxidacdo Acelerada Rancimat.

4.7 Rancimat

Foram preparadas amostras de 3 g de Biodiesel aditivado com 1000 ppm
dos antioxidantes obtidos das folhas da Guaxupita. Em seguida, foram levadas a
aquecimento acelerado a 110 °C, com taxa de insuflacdo de ar de 10 L.h™, para

determinacao do periodo de inducéo. O teste foi realizado utilizando o Rancimat
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873, marca Metrohm de acordo com a norma oficial EN 14112 de determinacgao

da estabilidade em teste acelerado.

4.8 Atividade Antimicrobiana da Fermentacado Alcodlica

4.8.1 Analise Microbioldgica dos Caldos

Para a realizacdo dos testes microbiologicos foram utilizadas trés fases do
caldo:

o Caldo absoluto — Caldo obtido pela prensagem da cana e que néao
sofreu nenhuma dilui¢do. Incluem em sua composicao, todos os solidos soluveis e
toda a agua da cana além de microrganismos.

o Caldo Tratado — E a denominacdo do caldo misto que recebeu
processo de clarificacdo e que passou pelo filtro.

o Caldo Fermentado — é o caldo obtido apds a fermentacéo.

As coletas foram realizadas em moinho artesanal em outubro de 2018.
Foram coletados 100 mL do caldo de cada etapa, descrita anteriormente, em
frascos de vidro estéril, os frascos foram acondicionados em caixas isotérmicas,
identificados e transportados para o laboratério de microbiologia da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana — Campus Toledo.

Para dar inicio ao Plagueamento foram realizadas as diluicbes seriadas
das amostras a serem analisadas, o qual para cada amostra do caldo foi retirado
assepticamente 1 mL e homogeneizados em 9 mL de agua peptonada tamponada
a 0,1% para se obter a diluicdo inicial (10™), seguidas de diluicdes decimais até

103, de acordo com a figura 13.
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Figura 13 - Esquema de diluicdes seriadas para o plaqueamento
Fonte: a autora, 2019.

Apo6s o término da diluicado seriada, foi feito o Plaqueamento diferencial, o

gual consiste na retirada de 1 ml da diluicdo para serem colocados na placa de

Petri contendo o meio PCA (Plate Count Agar), o diluido foi espalhado pela placa

com o auxilio de uma alca de vidro previamente esterilizada. Para esta etapa foi

comecada a coleta das dissolucdes pela ordem inversa, do tubo 102 ao 107,

realizadas em triplicata. As placas foram incubadas a 35-37° C e apds 48h

realizada a contagem de unidades formadoras de colbnias, a partir da média das

colénias (equacao 8), sendo que placas que contenham confluéncia de col6nias

séo consideradas incontaveis (INC).

n? total colonias

Mc=
n? de diluicio

Em que:
Mc = Media da UFC/mL;

N° total de colbnias = valor total das colénias ap0s a contagem;

N° de diluicbes = quantas repeti¢coes tiveram cada dilui¢ao (3);

(8)
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4.8.2 Coloragéo de Gram

A partir das placas 10" do Caldo absoluto, Caldo Tratado e do Caldo
Fermentado foi realizada a técnica de coloracdo de Gram. O método consiste no
tratamento de uma amostra de uma cultura bacteriana crescida em meio sélido,
fixado pelo calor, com os reagentes cristal violeta, lugol, alcool-acetona e fucsina
basica. Ao microscopio, as células Gram-positivas aparecem coradas em violeta
escuro e as Gram-negativas em vermelho ou rosa escuro.

O esfregaco foi preparado a partir da suspensédo de uma pequena porcao
da amostra bacteriana em uma gota de agua sobre uma Iamina de microscépio. O
material foi seco e, fixado com calor, flambando rapidamente a lamina acima da
chama de um bico de Bunsen. O corante primario cristal violeta cobriu toda a
superficie da lamina, durante um minuto. Transcorrido o tempo o corante foi
removido com agua destilada, com auxilio de um conta-gotas. Na etapa de
fixacdo, o lugol foi aplicado em toda lamina, deixando-a em repouso por um
minuto. O mesmo foi removido da lamina com agua destilada. Com a lamina
inclinada é iniciado o processo de descoloracdo, que consistiu em despejar
algumas gotas de alcool-acetona 1:1 (v:v) (descolorizador) para remover o0
complexo cristal violeta-lugol de células Gram-negativas.

Por fim, a etapa de coloracdo secundaria, no qual, o corante fucsina basica
(safranina) foi aplicado até cobrir toda superficie da lamina por um minuto. A
lamina foi enxaguada com agua, e 0 excesso contido nas bordas foi absorvido
com papel macio. Apos a realizacao da técnica as amostras foram analisadas em

microscopio Optico para a determinacao do Gram.

4.9 Determinacao da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pela técnica de
diluicdo seriada em microplacas de 96 pocos, em duplicata, seguindo metodologia

previamente descrita (NCCLS, 2003). O teste foi realizado frente as cepas Gram-
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positivas e Gram-negativas de acordo com as bactérias de maior contaminacao

na industria alcooleira, conforme a tabela 3.

Tabela 3: Classificagao de Gram.

Gram-Positivo Gram-Negativo
Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa
Lactobacillus casei Escherichia coli

Streptococcus pyogenes

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis
Fonte: a autora, 2019.

Foram adicionados 90 pL de caldo nutriente nos orificios de microplacas
contendo 96 pocos. Em seguida a partir da segunda coluna adicionou-se 90 uL
dos extratos preparados com Etanol na concentracdo de 320 mg/mL, e com
acetato de etila e hexano na concentragcdo de 160 mg/mL, os mesmos foram
homogeneizados trés vezes, e em seguida transferiu-se 90 pyL para a terceira
coluna e assim sucessivamente, até chegar na décima primeira coluna, as

concentracfes nos pogos encontram-se descritas abaixo (tabelas 4 e 5).

Tabela 4: Concentra¢cdes (mg/mL) dos extratos etandlicos nos pocos das

microplacas.

Nimero do pogo Concentracdo (mg/mL)
2 320
3 160
4 80

5 40

6 20

7 10

8 5

9 2,5
10 1,25
11 0,625

Fonte: a autora, 2019.

63



Tabela 5: Concentragcdes (mg/mL) dos extratos acetato de etila e hexano nos

pocos das microplacas.

Numero do pogo Concentra¢do (mg/mL)

160

80

40

20

10

5

2,5

1,25
10 0,625
11 0,3125

Fonte: a autora, 2019.

O©CoO~NOOOITA~WN

Por ultimo foi adicionado aos orificios da microplaca, desde a primeira a
décima primeira coluna, 10 uL das suspensdes bacterianas em agua estéril na
escala 0,5 de McFarland. Para o controle positivo foi utilizado a primeira coluna
(caldo + bactéria), ja para o controle negativo foi utilizada a décima segunda
coluna (contendo apenas caldo).

A incubacao das microplacas em estufa bacteriolégica ocorreu a 37 °C por
um periodo de 24 horas. Apos esse periodo adicionou-se em cada orificio das
microplacas 20 uL do revelador TTC (2,3,5 — trifeniltetrazdlio) a 2% e as mesmas
foram incubadas novamente por 2 horas. Ao final da incubagéo, o aparecimento
de cor avermelhada indicou onde ocorreu a multiplicacdo bacteriana, enquanto
gue aqueles que permanecerem incolores demonstraram a auséncia de

multiplicacao.

4.9.1 Determinacao da Atividade Bactericida e Bacteriostatica

Com auxilio de um swab, o conteldo dos pocos que mantiveram-se
incolores foi transferido para placas contendo meio Agar Mueller Hinton. Apés 24
horas de incubacdo a 37 °C assim foi avaliado o aparecimento de unidades
formadoras de colénia (UFC), indicando efeito bacteriostatico, ou auséncia de

UFC indicando efeito bactericida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacdo das Matérias-primas

5.1.1 Granulometria das Amostras

Os resultados do teste da determinacdo da granulometria das folhas da
Guaxupita, Sabugueiro e Abacateiro apds o0 processo de trituracdo realizado
segundo a Farmacopeia Brasileira (2010) que determina o tamanho de amostras
vegetais para extracao apresentados na tabela 6.

Tabela 6: Distribuicdo granulométrica das folhas ap0s secagem e moagem.

Mesh Fracdo Abertura Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra

(Tyler) das retida retida retida retida retida retida
peneiras GX (Q) GX (%) SB (9) SB (%) AB (g9) AB (%)
(mm) (Ali*100) (Ali*100) (Ali*100)

20 >20 0,850 81,3 9,4 51,3 8,4 78,7 11,0

24 20/24 0,710 133,5 15,3 113,7 18,7 127,3 17,8

48 24/48 0,300 291,6 33,5 149,9 24,6 159,4 22,3

60 48/60 0,250 66,4 7.6 56,3 9,2 59,6 8,4

100 60/100 0,150 97,7 11,2 87,4 14,4 89,7 12,5

Fundo <100 200,0 23,0 150,0 24,7 200,0 28,0

Total 870,5 100 608,6 100 7147 100

*GX: guaxupita. SB: sabugueira. AB: abacate.
Fonte: autora, 2018.

Para realizacdo dos ensaios foram utilizadas particulas que permaneceram
retidas entre as peneiras de 24 a 60 mesh, que se refere ao tamanho
intermediéario das particulas obtidas ap6s moagem. Os resultados mostram que as
particulas do material vegetal encontram-se predominantemente distribuidas na
peneira com abertura de 0,300 mm, representando 33,5% do material vegetal.
Considerando apenas as particulas retidas nas peneiras 24 a 60 mesh, tem-se
gue o diametro é ds=0,31 mm para Guaxupita, ds=0,29 mm para o Sabugueiro e

ds=0,27 mm para Abacateiro.
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A distribuicdo granulométrica das particulas de matérias primas vegetal
constitui um fator determinante na rentabilidade dos procedimentos extrativos. A
maneira com que 0 solvente entra em contato particula vegetal interfere

diretamente na qualidade e eficiéncia do método extrativo (ROLIM et al., 2012).

5.1.2 Umidade das Amostras

O teor de umidade das folhas da Guaxupita, Sabugueiro e Abacateiro
foram determinados através da relacdo entre o peso da 4gua eliminada e o peso
de amostra total, segundo Pimentel et al. (2008). As folhas da Guaxupita
chegaram ao teor médio de 08,66+0,5%, seguidos das folhas do Sabugueiro e
Abacateiro com teor médio de 12,35+0,7 e 10,12+0,7%, respectivamente. Teores
esse dentro do padrdo recomendado pela Farmacopeia Brasileira (2010), de 8 a
14% de umidade.

A umidade é uma propriedade significativa utilizada para assegurar a
gualidade de um material vegetal, assim os processos de secagem inadequados
podem levar a multiplicacdo de fungos e bactérias o que, além de representar
riscos devido a producdo de substancias téxicas, podem levar a destruicdo ou
alteracao dos principios ativos e causarem efeitos enzimaticos, tornando-se assim
0 material improprio para extracao (BRAGA et. al., 2007).

O teor de umidade também pode influenciar no processo de extracao
dependendo da polaridade do solvente com a quantidade de agua dentro da
amostra. Em alguns casos a agua pode facilitar a solubilidade dos solutos, agindo
com um mecanismo semelhante ao de um cosolvente e aumentando o
rendimento da extracdo. Em outras situacfes, a agua pode interferir na atuacao
do solvente na solubilizacdo de compostos especificos (BRUNNER, 1994;
IVANOVIC et al., 2011; REVERCHON, 1997).
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5.2 Extracao convencional — Goldfish

Apo6s evaporacao total dos solventes utilizados na extracdo convencional,
realizou-se o célculo do rendimento da extragdo, a partir da razéo entre a massa
do extrato e a massa inicial da amostra, de acordo com Equacdo (1). Os

resultados estao representados na Tabela 7.

Tabela 7: Rendimento global das extracdes convencionais com extrator de
gordura - Goldfish.

Matéria-prima Solvente Tempo de Extracdo Rendimento (%)
(min)
Guaxupita Hexano 180 5,37+0,02
Guaxupita Acetato de Etila 180 7,58+0,02
Guaxupita Etanol 180 9,15+0,03
Sabugueiro Hexano 180 0,02+0,01
Sabugueiro Acetato de Etila 180 0,18+0,01
Sabugueiro Etanol 180 0,01+0,01
Abacateiro Hexano 180 0,27+0,01
Abacateiro Acetato de Etila 180 0,32+0,01
Abacateiro Etanol 180 0,37+0,01

Fonte: a autora, 2019.

Os extratos das folhas da Guaxupita foram os que manifestaram os
maiores rendimentos comparando com as demais espécies. Dentre as extracfes
0 extrato etilico da Guaxupita apresentou maior rendimento em relacdo aos
demais extratos. Rendimentos semelhantes foram encontrados por Witt;
Baumgartner; Silva, (2018) na qual a extracdo etandlica obteve melhor
rendimento no extrator de gorduras (Goldfish) comparado com acetato de etila e
hexano.

O maior indice de rendimento da extracdo utilizando o etanol como
solvente pode indicar a presenca de compostos polares no extrato das folhas de
Guaxupita. O etanol é um solvente muito versatil, podendo extrair diversos
compostos, apresenta alto indice de polaridade (5,2), mas, pode manifestar uma
dualidade tornando-se capaz de extrair tanto compostos polares quanto apolares.
Ja4 o hexano foi o solvente que apresentou o0 menor rendimento, por ser um

composto apolar (0) e considerado mais seletivo, apresentando menos afinidade
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com 0s compostos presentes no extrato. Dessa maneira observa-se que existe
uma relacdo entre a polaridade do solvente utilizado e a reducdo do rendimento
da extracao (CAETANO, 2009).

Os solventes mais polares, como o etanol, exibem alta solubilizagdo nas
matrizes vegetais, porém possuem baixa seletividade, ou seja, extraindo uma
grande variedade de compostos (AGUIAR et al., 2013). De acordo com Almeida
(2006), a polaridade ndo € o unico aspecto que influencia no rendimento da
extracdo, a temperaturas muito elevadas pode causar a perda de compostos

termolabeis, o que acarreta na diminui¢do do rendimento.

5.3 Caracterizagcéo dos Extratos

5.3.1 Testes Fitoquimicos Preliminares: Colorimetria, Precipitacéo

De acordo com Simdes et al. (2004), a analise fitoquimica tem como
objetivo conhecer os constituintes quimicos de espécies vegetais ou avaliar sua
presenca. Com a realizacdo da caracterizacdo fitoquimica foi possivel verificar
grupos de compostos quimicos provenientes do metabolismo secundario das
plantas, taninos. flavonoides e alcaloides, pela mudanca na coloracdo. A Tabela 8
mostra o0s resultados obtidos na triagem fitoquimica das folhas da Guaxupita,

Sagueiro e Abacateriro.

Tabela 8: Triagem fitoquimica.

Compostos Guaxupita Sabugueiro Abacateiro
analisados

Taninos +++ + +
Saponinas - - -
Flavondides + - -
Alcaldides - + -

Antraquinonas - - -

Positivo forte (+++); positivo moderado (++); positivo fraco (+); negativo (-).
Fonte: a autora, 2019.

Os compostos do metabolismo secundario conferem aos vegetais uma

resisténcia contra danos externos, exercendo fungdo de proteger as plantas
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(SIMOES et al., 2002). Quando realizado o procedimento de extracdo, esses
compostos continuam tendo interacdo com 0 meio em que estardo inseridos,
alguns compostos tem o papel importante na conservacao de outros produtos,
como no biodiesel, esses compostos atuam como antioxidantes aumentando a
vida util do produto, e também na inibicdo de microrganismos contaminantes.

Os taninos sdo substancias fendlicas e hidrossoluveis, capazes de inibir o
desenvolvimento de insetos, fungos e bactérias (FERNANDES, 2002). Para
Monteiro et al. (2005) o efeito antimicrobiano dos compostos pertencentes a este
grupo, ja foi comprovada em indmeros estudos relacionados a diferentes
bactérias. Simdes et al. (2002), acredita que esta atividade é devido a inibicdo de
enzimas das bactérias, a acao direta na membrana dos microrganismos ou pela
competicdo de ions metalicos, essenciais ao metabolismo microbiano. Além
disso, devido ao seu carater fendlico, sdo conferidas propriedades desinfetantes
(COSTA, 1994). Assim como os taninos, os flavonoides e alcaldides séao
substancias amplamente distribuidas na natureza e s&o importantes por
possuirem efeitos biologicos, incluindo atividade antimicrobiana e antioxidante
(MIDDLETON et al., 2000). Alguns estudos foram realizados (BASILE et al., 1997;
VUOTTO et al., 2000) comprovando as propriedades farmacologicas presentes
nas folhas da goiaba-serrana (Acca sellowiana), 0s quais apresentam compostos
secundarios como taninos, alcaloides e flavonoides, demonstraram efetiva
atividade antibacteriana e antioxidante (SANTOS, 2005).

5.3.2 Determinacdo do Teor de Compostos fendlicos totais (TFT) método

FolinCiocalteau

A determinacado do teor de fendis é realizada principalmente pelo método
de reagente FolinCiocalteau, esse reagente consiste em uma combinacdo dos
acidos fosfomolibdico e fosfotungstico (designados em conjunto por acido
fosfomolibdico-tungstico), no qual o molibdénio e o tungsténio se encontram no
estado de oxidacédo +5 e +6 (cor amarela), porém, na presenca de certos agentes

redutores, como o0s compostos fendlicos, e em meio alcalino, formam-se o0s
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chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de
oxidacdo dos metais estd entre 5 e 6, e cuja coloracdo permite a medicao
colorimétrica e a determinacdo da concentracdo das substancias redutoras, que
ndo precisam necessariamente possuir natureza fendlica. Estes pigmentos azuis
tém uma absor¢do maxima que depende da qualidade e/ou composicao
guantitativa das misturas de fendis e do pH das solu¢gbes, usualmente obtido
adicionando carbonato de sadio.

Apesar do método do reagente de FolinCiocalteau ser amplamente
utilizado na determinacdo dos fendis totais em diferentes tipos de amostras,
apresenta algumas limitacdes, visto que mede a capacidade redutora total de uma
amostra. Esta determinagcdo correlaciona-se com a capacidade redutora e
antioxidante dos compostos fendlicos. A dissociacédo do protdo dos fenois leva a
formacdo do anido fenolato, que € capaz de reduzir o reagente de
FolinCiocalteau. Muitos compostos néo-fendlicos, presentes em frutas e plantas,
principalmente o acido ascorbico e os agucares redutores, também podem reduzir
o reagente de FolinCiocalteu.

Os resultados encontrados para as extracbfes convencionais estao

expostos na Tabela 9.

Tabela 9: Teor de fendlicos totais para os extratos.

Extratos TFT (mg de EAG/g de extrato)
Guaxupita Etanol 37,60+0,044
Guaxupita Acetato de Etila 34,08+0,066
Guaxupita Hexano 21,600,024
Sabugueiro Etanol 29,010,056
Sabugueiro Acetato de Etila 23,400,034
Sabugueiro Hexano 17,20+0,022
Abacateiro Etanol 25,01+0,060
Abacateiro Acetato de Etila 17,02+0,022
Abacateiro Hexano 12,60+0,020

Fonte: a autora, 2019.

As amostras sao de trés diferentes espécies vegetais, fica evidenciado que
todos os extratos, independente da espécie diferem quanto aos teores de
fendlicos totais (TFT). Nota-se que a amostra extraida usando etanol como

solvente apresentou os valores mais altos de TFT nas trés espécies testadas
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(Guaxupita, Sabugueiro e Abacateiro). Enquanto, a extracdo com o0 solvente
hexano apresentou os menores valores para o teor de compostos fendlicos,
21,60+0,024 mg de EAG/g para guaxupita, 17,20+0,022 e 12,60+0,020 mg de
EAG/g para sabugueiro e abacateiro, respectivamente. Essa diferenca esta
relacionada ao uso de solventes de diferentes polaridades empregados no
processo de extracdo que foi capaz de extrair com maior clareza a variagao de
fendis nas amostras avaliadas (GOBBO-NETO et al., 2005). Os extratos da
espécie Guaxupita foram os que apresentaram os melhores resultados de TFT
comparando com as demais espécies. Os resultados encontrados para Guaxupita
corroboram com os descritos por Borella e Fontoura (2002) que mostraram
variacdo no teor de fenois totais em diferentes amostras de carqueja. Nao foi
encontrado na literatura autores que tenham realizado teor de fendis desta
espécie.

Quando confrontado o tempo de inducéao dos testes Rancimat e DSC com
o TFT pode-se constatar que ndo ha uma relacdo direta entre os resultados
encontrados. Porém, em Dunn (2005) alguns antioxidantes fendlicos possuem
alta volatilidade e suscetibilidade a oxidacdo, apresentando baixa eficiéncia em
temperaturas muito elevadas, o que mostra que ambos os métodos podem ser

eficientes para analises termo-oxidativas.

5.3.3 Determinagao da atividade antioxidante pelo método DPPH«

A atividade antioxidante determinada pelo método do radical estavel DPPH,
mostra a capacidade de substancias pertencentes ao extrato das folhas do
Abacateiro, Sabugueiro e Guaxupita obtidos em sequestrar radicais livres do meio
existente. Isto ocorre devido ao fato de o radical livre DPPH conter um unico
elétron que absorve fortemente em 518 nm e como esse elétron se torna pareado
na presenca de um captador de radicais livres, a absorcdo desaparece,
resultando em uma descoloracdo conforme a quantidade de elétrons pareados

(CHOI et al., 2014). Os testes realizados para analisar a atividade antioxidante
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dos extratos obtidos das folhas da Guaxupita utilizando o DPPH estédo descritos
na Tabela 10.

Tabela 10: Atividade antioxidante dos extratos na concentracdo de 1000

Hg.mL™ e a capacidade de redugido de 50% do radical DPPH+ (ECsp).

Extratos AA(%) 1000 pg.mL-1
Guaxupita Etanol 92,540,002
Guaxupita Acetato de Etila 87.5+0,002
Guaxupita Hexano 31,610,004
Sabugueiro Etanol 78,0+0,002
Sabugueiro Acetato de Etila 33,1+0,003
Sabugueiro Hexano 27,2+0,002
Abacateiro Etanol 55,040,004
Abacateiro Acetato de Etila 27,040,002
Abacateiro Hexano 12,3+0,001

Fonte: a autora, 2019.

As amostras extraidas com o0 solvente etanol e acetato de etila
apresentaram valores razoavelmente proximos de ECsy, a maior atividade
antioxidante foi correspondente a amostra Guaxupita extraido com etanol, que
obteve AA de 92,5%%0,002. O potencial antioxidante deste extrato esta
relacionado principalmente a presenca de compostos fendlicos (ROSS; KASUM,
2002)

Os resultados obtidos neste teste evidenciaram uma capacidade
antioxidante das folhas da Guaxupita. A atividade antioxidante para os extratos
dessa espécie ndo estdo reportadas em literatura, no entanto, Martins et al.,
(2006), testaram que o0 extrato etandlico e acetato de etila das folhas de
Esenbeckia febrifuga pertencente ao mesmo género da Guaxupita, demonstraram
uma boa atividade antioxidante (97,05 e 77,30 g/mL respectivamente). Entretanto,
Mannion e Menezes (2010), analisando o extrato etandlico das partes aéreas de
Urera baccifera e particbes deste em hexano, acetato de etila e butanol,
obtiveram como melhor valor de capacidade antioxidante frente ao DPPH, um
ECso (concentracdo de planta capaz de inibir a atividade oxidante de 50% de
DPPH) de 120,16 mg/g na fracdo em acetato de etila, classificando esta atividade

como alta.
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Rodriguez-Rojo et al. (2012) investigaram a utilizacdo de agua e etanol
para obtencdo de extratos da folha de alecrim (Rosemarinus officinalis)
empregando técnicas de extracdo, como, extracdo convencional, extracao
assistida por micro-ondas e extrac&o assistida por ultrassom. Os extratos aquosos
mostraram melhor atividade antioxidante pelo método de inibicdo do radical livre
DPPHe.

Muller, Frojlich e Bohm (2011) relatam que alguns compostos, por serem
lipofilicos, ndo reagem frente ao radical DPPH. Assim sendo, devido a
sensibilidade de cada procedimento usado na extracdo dos compostos, bem
como para determinacdo da atividade antioxidante, os resultados poder ser

divergentes entre si.

5.4 Caracterizacéo do Biodiesel

Para caracterizacdo do biodiesel, obtido pelo processo de
transesterificacdo do Oleo de soja analisaram-se cor e aspecto visual, indice de
acidez, umidade e o teor de ésteres metilicos presente na amostra. Os resultados

estdo expostos na Tabela 11.

Tabela 11: Caracterizacdo do Biodiesel.

Teste Umidade Limites (ANP) Biodiesel
indice de Acidez Mg KOH/g Max. 0,50 0,32
Teor de ésteres % >96,5 96,7
Umidade Ppm Max. 500 325

Fonte: a autora, 2019.

De acordo com a norma EN 14112 estabelecida pela Agéncia Nacional do
Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, o biodiesel estava dentro dos
parametros aceitos, mostrando-se translucido de coloracdo amarela (figura 14),
sem resquicio de agua no fundo do recipiente e livre de qualquer impureza

solidas.
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Figura 14 - Biodiesel de soja.
Fonte: a autora, 2019.

Os valores obtidos para umidade e indice de acidez estavam dentro dos
limites maximos propostos pela ANP. Observa-se que o teor de umidade presente
no biodiesel foi de 325 ppm estando abaixo do limite maximo de 500 ppm. O
indice de acidez presente no Biodiesel sintetizado também mantém-se abaixo do
limite estabelecido de 0,50 mg de KOH/g, sendo de 0,32 mg de KOH/g.

A umidade e o indice de acidez sdo parametros essenciais para manter a
boa qualidade do biodiesel. A presenca de umidade provoca o aumento no indice
de acidez, esses parametros facilitam o processo de saponificacdo do produto,
além de possibilitarem a hidrélise do Biodiesel resultando em acidos graxos livres,
favorecendo a corroséo de tanques e a acelerando seu processo de degradacao
(MA; HANNA, 1999).

A Figura 15 apresenta detalhes do perfil cromatografico de uma amostra de

biodiesel metilico de 6leo de soja.
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Figura 15 - Perfil cromatografico do biodiesel de soja.
Fonte: a autora, 2019.

O resultado obtido para teor de ésteres foram de 96,7%, 0 que esta acima
do valor que satisfaz a especificacdo da Unido Europeia, na qual os teores de
acidos graxos livres, alcool, glicerina e agua devem ser os menores possiveis, de
modo que a pureza do biodiesel deve ser maior que 96,5% (BORSATO et al.,
2010). Mostrando-se apto para a realizacdo dos testes quanto a estabilidade

oxidativa do biodiesel.

5.5 Estabilidade oxidativa do Biodiesel

5.5.1 Calorimetria Exploratéria Diferencial — DSC

Para avaliar a estabilidade oxidativa do biodiesel a Resolucdo 45/2014 da
Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas natural e Biocombustiveis, determina
conforme norma EN 14112 o método padrdo como sendo o Rancimat. No
entanto, outros métodos também vém sendo utilizados por diversos
pesquisadores para analisar a oxidagdo de combustiveis, biocombustiveis, 6leos

entre outros podem ser empregados. A calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
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a qual pode ser realizada de forma isotérmica ou nao isotérmica. Esse método
possui algumas vantagens, pois requer menor tempo de analise e 0 uso de uma
menor quantidade de amostra (JUNIOR et al., 2013; SANTOS et al., 2009;
LOPEZ-BACEIRO et al., 2010).

A analise de DSC foi realizada para o biodiesel adicionados dos extratos de
das folhas de Sabugueiro, Abacate e Guaxupita, no qual foi possivel encontrar a
temperatura em que ocorreu a oxidagdo, bem como o tempo aproximado para

gue a oxidacao ocorresse, os resultados séo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Resultados encontrados para as andalises DSC no biodiesel

aditivado com os extratos naturais.

Amostras Temperatura (°C) Tempo (min)
Biodiesel Puro 123 25,50
BHA 154 28,32
BHT 147 29,56
Sabugueiro Etanol 157 28,58
Sabugueiro Acetato de Etila 154 28,00
Sabugueiro Hexano 147 26,48
Abacateiro Etanol 156 28,46
Abacateiro Acetato de Etila 155 28,32
Abacateiro Hexano 152 27,24
Guaxupita Etanol 163 31,17
Guaxupita Acetato de Etila 161 31,05
Guaxupita Hexano 159 29,57

Fonte: a autora, 2019.

Para ilustra como foram determinados os valores do tempo de inducao
oxidativa, na Figura 16 € apresentado a curva termogravimeétrica empregando o
DSC do biodiesel puro e para os antioxidantes sintéticos BHA e BHT. O inicio da
oxidacdo € sinalizado por um aumento brusco da temperatura da amostra, onde
por meio de retas tangentes, € possivel obter a temperatura onde inicia-se a
oxidacao do biodiesel, como o ponto P.

A temperatura esta diretamente relacionada com o equilibrio entre o
desenvolvimento de radicais livres, radicais de peréxidos e superéxidos, marcado
pelo ponto mais extremo das curvas. No entanto, as demais temperaturas estéao
relacionadas com o arranjo dos compostos estaveis na fase de terminacdo da
autoxidacao (TAVARES et al., 2011; CORDEIRO, 2011).
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Figura 16 - Curva referente a analise DSC para o biodiesel comercial puro, aditivado com os
antioxidantes sintéticos e com os extratos da Guaxupita.
Fonte: a autora, 2019.

A temperatura de oxidacdo do biodiesel puro foi de 123° C, para os
antioxidantes BHA e BHT foram de 154 e 147° C, respectivamente. A partir dos
resultados encontrados no DSC, verificou-se que as amostras contendo
antioxidantes sintéticos apresentaram tempo de inducdo oxidativa maior do que o
biodiesel puro. Por meio das temperaturas de oxidacdo é possivel encontrar o
tempo de inducdo oxidativo pelo método DSC sendo de 25,50 minutos para o
biodiesel puro, para o biodiesel acrescido do BHT encontrou-se o tempo de
inducdo de 28,32 minutos e 29,56 minutos para o BHA, conforme a figura 16a.
Notou-se que existiu um aumento no valor do tempo de inicio da oxidacdo do
biodiesel ap6s a utilizagcdo dos antioxidantes sintéticos, ficando de acordo com
diversos estudos referente ao uso de antioxidantes sintéticos no biodiesel
(VALLE; LEONARDO; DWECK, 2014; TAVARES et al., 2012).

Stavinoha e Kline (2001) mostraram uma correlacdo direta com o0s
resultados do Teste Rancimat com a metodologia de andlise por DSC. Portanto,
este método € um procedimento adequado para verificacdo da atividade
antioxidante em relacédo aos efeitos dos tipos e concentracdo dos antioxidantes na

resisténcia relativa a oxidagdo do biodiesel.
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Nos ensaios de DSC, a alteracao de temperatura na amostra ocorre devido
as diferentes reacdes quimicas causadas, como a desidratacdo, dissociacdo ou
decomposicdo além da reacao de oxidacdo (TAVARES et al., 2009). De acordo
com Valle, Leonardo, Dweck, (2014) o tempo de inducao para o biodiesel de soja
usando o BHT e o BHA como aditivos sintéticos obtiveram um aumento
significativo no periodo de inducdo oxidativa devido a adicdo desse agente,
avaliados pela técnica de analise de DSC.

Todas as amostras contendo antioxidantes naturais apresentaram tempo
de inducdo oxidativa maior do que o biodiesel puro. O extrato das folhas de
guaxupita utilizando etanol como solvente foi 0 que apresentou o melhor tempo de
inducdo, com 31,17 min (fig. 16b), seguidos da guaxupita (acetato de etila) e
guaxupita (hexano) com 31,05 e 29,57 respectivamente, sendo essa a espécie
gue apresentou os melhores resultados como antioxidante natural.

Os resultados obtidos dos extratos naturais foram satisfatorios, pois
apresentaram valores superiores aos do biodiesel puro e proximos aos obtidos
pelo antioxidante sintético, o que favorece uma possivel substituicdo do
antioxidante sintético. Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira et.
al., 2014, com o extrato alcoolico das folhas secas da erva-mate, horteld e
alecrim, comprovado por Frolich et. al. (2017) também com extrato etandlico de
Alecrim e os extratos hexanicos das folhas da Acerola e Horteld segundo Santos
(2014).

Diversos autores confrontaram os resultados obtidos utlizando o
equipamento Rancimat e a técnica DSC para verificacdo da estabilidade a
oxidacdo, sendo possivel comprovar a correlacdo entre os resultados obtidos
pelas técnicas (POLAVKA et al.,, 2005; ARAIN et al., 2009; MOSER, 2009;
RAMALHO et al., 2011).

A partir dos melhores resultados obtidos no teste de DSC do tempo de
oxidacdo foi escolhida a Guaxupita para realizar os testes de estabilidade

oxidativa pelo método Rancimat.
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5.5.2 Rancimat

No método Rancimat, o aumento da temperatura e uma corrente continua
de ar através da amostra aceleram o seu envelhecimento. O método atende as
normas nacionais e internacionais. O tempo que decorre até que a oxidacao em
uma taxa elevada no periodo de inducdo. O periodo de inducéo (PI) € obtido pela
interseccdo das retas tangentes nas curvas de condutividade em funcdo do
tempo. O grafico condutividade versus o tempo para as amostras submetidas a
esse método para o biodiesel sem adi¢do de antioxidante esta ilustrado na Figura
17.
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Figura 17 - Gréfico da condutividade em funcdo do tempo, da avaliagdo da estabilidade
oxidativa do biodiesel comercial (controle) sem adi¢cdo de antioxidantes.
Fonte: a autora, 2019.

O PI detectado para a amostra controle, de biodiesel sem adicdo de
gualquer composto (sintético ou natural), foi de 2h48min, valor abaixo do limite
minimo estabelecido pela Resolucdo no 45/2014 da ANP, que € de 8 horas. A
disposicdo de acidos graxos dos Oleos e gorduras facilitam o aparecimento da

rancidez oxidativa devido a quantidade de acidos graxos insaturados (FERRARI;
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SOUZA, 2008). Diversos pesquisadores relatam sobre a baixa estabilidade
oxidativa em biocombustiveis derivados de Oleos vegetais, nesse caso faz-se
necessario acrescentar ao biodiesel substancias capazes de inibir ou retardar as
reacoes de oxidagcdo, compostos chamados de antioxidantes sejam esses
sintéticos ou naturais.

A figura 18 expde o PI de inducdo encontrado para o biodiesel com adigéo
de BHA e BHT, sendo obtido um tempo de inducdo de 6,79 e 6,71 horas,
respectivamente. Embora do periodo de inducdo ndo tenha atingido o
estabelecido pela ANP, de 8 horas, ainda sim ambos demonstraram-se um
periodo relativamente alto e eficiente. O BHA possui propriedades similares ao

BHT, esse fato corrobora para explicar os tempos inducéo proximo.
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Figura 18 - Gréfico que indica o tempo de inducdo do biodiesel aditivado com os
antioxidantes sintéticos BHA e BHT.
Fonte: a autora, 2019.

A influéncia de antioxidantes na estabilidade termo-oxidativa do biodiesel,
utilizando o método Rancimat para avaliacao, foi relatada por diversos autores,
como Mittelbach e Schober (2003) que analisaram a estabilidade do biodiesel de

canola, girassol, soja, fritura e sebo animal, acrescidos de 1000 ppm dos
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antioxidantes BHT e BHA, comprovando que quando acrescidos esses
antioxidantes ha o aumento no Pl dos biodieseis.

O efeito da concentragédo do antioxidante sobre a taxa de auto-oxidacao do
biodiesel depende de muitos fatores, dentre eles, a estrutura do antioxidante,
condicOes de armazenamento, bem como, a natureza e composi¢ao da amostra a
ser oxidada (FATTAH et al., 2014). Liang et al., (2006), Domingos et al., (2007),
De Guzman et al (2009), Ferrari e Souza (2009) utilizaram os antioxidantes BHA e
BHT em diferentes concentracées nos biodieseis e descreveram o aumento da
estabilidade oxidativa em todas as concentracdes avaliadas quando comparadas
ao biodiesel puro.

Os extratos naturais das folhas da Guaxupita foram adicionados ao
biodiesel, na concentracdo de 1000 ppm comparando com os resultados dos
antioxidantes sintéticos BHA e BHT, além da Biodiesel Puro, sendo os resultados
exibidos na Tabela 13. O extrato etandlico das folhas da Guaxupita foi o que
apresentou o melhor resultado comparando com os demais antioxidantes

naturais, antioxidantes sintéticos e também com o biodiesel puro.

Tabela 13: Tempo de inducédo obtido na anélise Rancimat para as amostras

de biodiesel aditivadas com os extratos das folhas da Guaxupita.

Biodiesel GXET GXAE GXHEX BHA BHT
Puro
Periodo de 2,48 9,02 4,48 4,20 6,79 6,71

inducéo (h)
*GXET (Guaxupita/Etanol) GXAE (Guaxupita/Acetato de Etila) e GXHEX (Guaxupita/Hexano)
Fonte: a autora, 2019.

Para avaliar a estabilidade termo-oxidativa do biodiesel aditivado com os
extratos naturais das folhas da Guaxupita, essas misturas foram analisadas de
acordo com teste de oxidacdo acelerada pelo aparelho Rancimat na mesma
concentracdo que os antioxidantes sintéticos foram avaliados. O extrato com o
solvente etanol foi o que apresentou o maior tempo de inducdo (9h02min) dentro
dos extratos naturais avaliados, sendo esse também, superior aos tempos de

inducdo encontrados para os antioxidantes sintéticos BHA e BHT, estando dentro

81



dos parametros de qualidade estabelecidos pela ANP. Resultados semelhantes
foram encontrados por Oliveira et. al., (2014), com o extrato alcodlico das folhas
secas da erva-mate, horteld e alecrim, comprovado por Frolich et al. (2017)
também com extrato etandlico de Alecrim segundo Santos (2014).

Na literatura existem diversos trabalhos que relataram o uso de
antioxidantes naturais na estabilidade oxidativa do biodiesel, mas ndo existem
relatos sobre o uso do extrato das folhas da Guaxupita com essa finalidade. Witt;
Baumgartner; Silva, (2018) utilizaram diferentes técnicas de extracdo para a
casca de roma usada como aditivo antioxidante no biodiesel comercial, esses
extratos apresentaram tempo de inducdo superior aos estabelecidos pela
legislacéo, destacando-se o extrato obtido com extrator de gordura Goldfish com o
tempo de inducao foi de 11,13 horas, com concentracao de 1000 ppm. Bastos et
al., 2013 aplicou o extrato etandlico de manjericdo no biodiesel de soja e
conseguiu 5,97 horas como tempo de inducgdo.

Os pesquisadores Dunn (2005) e Roman et al., (2013) mostraram que
diferentes antioxidantes sintéticos ou naturais apresentam melhores
desempenhos para concentracdes até 1000 ppm. Entretanto, a natureza do
substrato e o tipo de método utilizado para avaliar a estabilidade oxidativa
influenciam nessa atividade. Em experimentos realizados por (CHEN; LUO, 2011)
com o biodiesel do Oleo de cartamo com diferentes antioxidantes, nas faixas de
concentragfes 100 e 1000 ppm, melhores desempenhos como antioxidantes
naturais como o extrato etilico das folhas da mamona foram encontrados,
avaliando o tempo de inducéo, para concentracfes até 1000 ppm. Experimentos
similares realizados por Xin et al., (2014) com amostras de biodiesel mostraram

melhor atividade do antioxidante em concentracfes até 1000 ppm.
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5.6 Atividade Antimicrobiana da Fermentac&o Alcodlica

5.6.1 Analise Microbiolégica dos Caldos

De acordo com a contagem de UFC (unidades formadoras de coldnias), foi
possivel notar que todas as amostras avaliadas tiveram contaminacao bacteriana,
as placas de concentracdo 10" de todos os Caldos avaliados apresentaram o0s
maiores indices de unidades formadoras de col6nias, sendo que esses foram
considerados incontaveis, mesmo nos caldos que passaram por tratamentos
fisicos e quimicos obtiveram altos indices de contaminacdo, como mostrado na
Tabela 14. Nas segundas diluicdes das trés amostras, ainda apresentaram alta
contaminacdo, sendo que o0 caldo absoluto possui o maior indice de
contaminacdo com 2,3x10’, diminuindo para 2,2x10° e 1,8x10° aos caldos que
tiverem tratamento. Amorim e Oliveira (1981) destacam que quando a
contaminacgdo bacteriana em meio fermentativo ultrapassa 1,0 x 10’ células/ml,

ocorre uma significativa reducao do rendimento alcodlico.

Tabela 14: Contagem das placas (UFC).

Diluicbes Caldo absoluto Caldo Tratado Caldo Fermentado
10" — UFC/mL INC INC INC

10 = UFC/mL 2,3x10’ 2,2x10° 1,8x10°

10 — UFC/mL >25 >25 >25

* As placas que continham confluéncia de colénias foram consideradas incontaveis (INC).
Fonte: a autora, 2019.

Segundo Ribeiro (2010), a fermentacdo alcodlica € um procedimento
biologico comum a todos os substratos acucarados, no qual estes séao
transformados em etanol e diéxido de carbono. A composicdo do caldo é
excelente substrato para o crescimento e desenvolvimento de culturas
contaminantes.

Para Rossell (2008), uma das condicdes para esses altos indices de

contaminacdo pode ser devido a qualidade da agua de diluicdo do mosto.
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Normalmente as destilarias captam aguas de superficie com teores variaveis de
matéria em suspensdo, coléides e uma flora microbioldgica diversificada. O
tratamento desta agua nem sempre é conduzido de forma adequada.
Relativamente, o custo do processo de depuracdo da agua € baixo e a relacao
custo beneficio do tratamento da agua para utilizacdo na fermentacdo nao tem
sido quantificada, uma vez que, parte dos contaminantes € introduzida por esta
via na fermentacao.

Para Gallo (1990), o primeiro cuidado como controle para evitar a
contaminacdo bacteriana de processos fermentativos em producdo de etanol,
comeca ainda no campo. Uma matéria-prima muito contaminada aliada a
problemas de eficiéncia no tratamento do caldo levam um grande numero de
microrganismos contaminantes e nos produtos de seus metabolitos para o
processo fermentativo. As proprias condicbes de cada etapa do processo de
producéo de etanol favorecem a seleg¢éo e o desenvolvimento de microrganismos,
sendo que, a contaminacdo esta sujeita desde o campo, até a etapa final de
fermentacéo.

Ainda, neste sentido Ceballos-Schiavone (2009) relata que a presenca de
contaminantes na fermentacdo resulta em sério prejuizo para as leveduras,
refletindo diretamente na produtividade e no rendimento final. Sendo que, os
maiores prejuizos causados por essa contaminacao é a degradacéo da sacarose
e a producao de acidos organicos, que ocasionam perda de agucar e intoxicacao
das leveduras.

A coloracdo de Gram tem como alvo corar 0S microrganismos para
diferencia-los através de cores quando observados através do microscopio
Optico. As bactérias que adquirem a coloracdo azul violeta sdo chamadas
de Gram-positivas e aquelas que adquirem a coloracao vermelho sdo chamadas
de Gram-negativas. A técnica tem importancia uma vez que muitas das bactérias
causam diversos prejuizos industriais, principalmente devido as substancias
toxicas que elas produzem, acarretando perda na produtividade, assim podendo
ser prontamente observadas e caracterizadas como Gram-positivas ou Gram-

negativas. Possibilitando a escolha do produto para inibi-las ou elimina-las de
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acordo com o mecanismo de acado frente a sua parede celular. Além do mais, é
atil para determinar a forma (cocos e bacilos), e o arranjo das células apés a
divisao celular.

Ap6s as analises da coloracdo de Gram, foi possivel observar que
predominaram as coldnias de bactérias em forma de bacilos Gram-positivas em
todas as placas de todos os caldos avaliados (Tabela 15). Segundo o
levantamento de populacdo microbiol6gia desenvolvido por Gallo (1990), para
dornas de fermentacdo a uma predominéancia de 98,52% de bactérias do grupo
Gram positivo sendo na sua maioria do género Lactobacillus (59,75%) e Bacillus
(26,58%).

Tabela 15: Aspectos das colbnias e coloracdo de Gram.

Aspectos das colbnias Gram
Caldo Absoluto Bacilos e cocos +
Caldo Tratado Bacilos +
Caldo Fermentado Bacilos +

Fonte: a autora, 2019.

Entre os problemas causados pela contaminacdo bacteriana, destaca-se a
floculacdo do fermento. Neste caso, ocorre a aglomeracdo das células de
leveduras, formando flocos causando a diminuicdo da producdo de etanol,
reduzindo a conversdo de acgUcar, aumentando a acidez do meio, além de
diminuir a eficiéncia nos processos de centrifugacdo. Este ultimo, ainda contribui
para o aumento da recirculacdo de bactérias entre as bateladas, devido estas
estarem aderidas entre os flocos e retornarem para a cuba de tratamento
(RIBEIRO, 2010).

Para reduzir esses contaminantes sao utilizados antibioticos sintéticos, que
possuem propriedades bactericidas ou bacteriostaticas desinfetantes (TORTORA,
FUNKE; CASE, 2012). No entanto o uso ininterrupto desses produtos sintéticos
facilita o desenvolvimento de linhagens cada vez mais resistentes e de dificil
controle, além de aumentarem o custo da producdo. O uso de produtos naturais
gue apresentem acdo bactericida ou bacteriostatica pode ser usado como

alternativa de desinfetantes, quando incorporada na agua de higienizagdo como
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pré-tratamento da cana-de-aglcar, pode inibir a proliferacdo desses
microrganismos, ou também podem ser usados na etapa de tratamento do mosto,
0 que diminui o desenvolvimento dessa microflora, fazendo com que a qualidade
desse caldo seja mantida, garantindo a eficiéncia da fermentagédo (BREGAGNOLI,
2006).

Os extratos naturais estdo sendo empregados com amplo sucesso tanto no
controle de microrganismos contaminantes da fermentacdo do etanol por serem

uma alternativa segura, eficaz e de baixo custo (BERTUCCII, 2009).

5.6.2 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Classificacao

dos extratos naturais

Os extratos das folhas da Guaxupita se mostram eficientes na inibicdo de
diferentes tipos de bactérias. O extrato em que foi usado o acetato de etila como
solvente apresentou inibicdo em todas as bactérias testadas com a CIM de 20
mg/mL (tabela 16). Além disso, o extrato hexanico foi o que apresentou a menor

concentracao frente as cepas S. aureus e P. aeruginosa.

Tabela 16: Concentracao Inibitéria Minima (mg/mL) dos extratos das folhas

de Guaxupita.

Microrganismos Extratos
Etandlico Acetato de etila Hexanico

S. aureus 40 20 10
P. aeruginosa 80 20 10
E. coli - 20 -
S. epidermidis 80 20 -
B. cereus - 20 -
L. casei - 20 -
S. pyogenes 160 20 -

Fonte: a autora, 2019.

Analisando a riqgueza de constituintes presentes em plantas, a atividade
antimicrobiana positiva dos todos os extratos das folhas de Guaxupita frente a
amostras de S. aureus e P. aeruginosa, pode ser devido a presenca de

compostos como taninos (compostos polifendlicos) e flavonoides previamente
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encontrados na planta, uma vez que estes compostos tém comprovada acao
antimicrobiana, e que compostos fendlicos possuem uma ac¢ao inespecifica sobre
0 microrganismo, rompendo a parede celular bacteriana, inibindo os sistemas
enzimaticos para a formacdo da mesma (HASLAM, 1995; JORGE et al., 1996,
AKINPELU, 2001).

Na tabela 17 verifica-se que o extrato etandlico das folhas da Sabugueira
nao apresentou atividade frente a nenhum dos microrganismos testado. No
entanto, o extrato Hexanico foi o que apresentou a menor CIM, com 5 mg/mL
frente a bactéria Lactobacillus casei. O extrato usando Acetato de Etila foi o que
apresentou maior eficiéncia frente aos microrganismos testados, inibindo o
crescimento das cepas Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Lactobacillus com a CIM de 40 mg/mL variando a concentracao
apenas frente a Streptococcus pyogenes que apresentou CIM de 160 mg/mL.

As folhas do Sabugueiro apresentam alcaloides como um dos seus
compostos secundarios. Segundo Sawer et al., (2005), alguns alcaloides inibem a
acao de bactérias causando lise celular e mudancas morfologicas. Contudo, a
atividade antimicrobiana pode ter outro mecanismo de ag¢do uma vez que O
composto € conhecido por ser inibidor de sintese de DNA através da inibicdo da
topoisomerase (GUITTAT et al., 2003).

Tabela 17: Concentracao Inibitéria Minima (mg/mL) dos extratos das folhas

do Sabugueiro.

Microrganismos Extratos
Etandlico Acetato de etila Hexanico

S. aureus - 40 20

P. aeruginosa - 40 20

E. coli - 40 20

S. epidermidis - - -

B. cereus - - -

L. casei - 40 5

S. pyogenes - 160

Fonte: a autora, 2019.

Resultados de Concentracdo Inibitéria Minima para extratos de folhas do

Abacateiro preparados com o0s solventes acetato de etila e hexano frente as
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bactérias L. casei apresentaram a menor CIM dentre os extratos testados, com
1,25 mg/mL. No entanto, o extraido com acetato de etila ndo apresentou mais
atividades frente as outras cepas testadas. Ja o extrato hexanico apresentou
inibicdo apenas nas bactérias S. aureus e P. aeruginosa, ambas com a CIM de 20
mg/mL, os demais microrganismos ndo houve inibicdo. O extrato etandlico nédo

inibiu nenhuma das cepas analisadas (tabela 18).

Tabela 18: Concentracdo Inibitéria Minima (mg/mL) dos extratos das folhas

do Abacateiro.

Microrganismos Extrato
Etandlico Acetato de etila Hexanico

S. aureus - - 20

P. aeruginosa - - 20

E. coli - - -

S. epidermidis - - -

B. cereus - - -

L. casei - 1,25 1,25
S. pyogenes - - -

Fonte: a autora, 2019.

Oliveira et al., (2009) afirmaram que a presenca de taninos, alcaloides e
flavonoides, sendo compostos que podem atuar tanto na parede como na
membrana das bactérias.

A resisténcia aos antimicrobianos tem despertado uma preocupacao
mundial, principalmente na busca continua de novos antimicrobianos naturais. O
aumento de cepas resistentes a varios antimicrobianos tem se tornado comum,
por isso 0 uso de extratos naturais tém-se mostrado como uma alternativa segura
e barata para substituicdo dos sintéticos (SAWER, 2005).

A tabela 19 classifica a atividade dos extratos das folhas da Guaxupita
como bactericida e bacteriostatica. Assim como observado, 0s extratos

apresentaram efeito bacteriostatico.
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Tabela 19: Determinacao da Atividade Bactericida e Bacteriostatica dos

extratos das folhas de Guaxupita.

Microrganismos Extratos Concentracdo (mg/mL) Atividade
Guaxupita
S. aureus Etandlico 240 Bacteriostatico
Acetato de etila =20 Bacteriostatico
Hexanico 210 Bacteriostatico
P. aeruginosa Etandlico >80 Bacteriostatico
Acetato de etila =20 Bacteriostatico
Hexanico 210 Bacteriostatico
E. coli Acetato de etila 220 Bacteriostatico
S. epidermidis Etandlico =80 Bacteriostatico
Acetato de etila =20 Bacteriostatico
B. cereus Acetato de etila 220 Bacteriostatico
L. casei Acetato de etila 220 Bacteriostatico
S. pyogenes Acetato de etila =20 Bacteriostatico
Etandlico =160 Bacteriostatico

Fonte: a autora, 2019.

Frente as bactérias S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e L. casei apenas 0s
extratos hexanicos e acetato de etila das folhas do Sabugueiro apresentaram

atividades bacteriostaticas como ilustrado na tabela 20.

Tabela 20: Determinacado da Atividade Bactericida e Bacteriostatica dos

extratos das folhas de Sabugueiro.

Microrganismos Extratos Concentracdo (mg/mL) Atividade
Sabugueiro
S. aureus Hexéanico =20 Bacteriostatica
Acetato de Etila > 40 Bacteriostatica
P.aeruginosa Hexanico =20 Bacteriostatica
Acetato de Etila 240 Bacteriostatica
E. coli Hexanico 220 Bacteriostatica
Acetato de Etila 240 Bacteriostatica
L. casei Hexanico 25 Bacteriostatica
Acetato de Etila 240 Bacteriostatica
Streptococcus Acetato de Etila 160 Bacteriostatica
pyogenes

Fonte: a autora, 2019.

Efeito bactericida e bacteriostatico de extratos de folhas de Abacateiro
preparados com o0s solventes acetato de etilia e hexano frente as bactérias S.

aureus e P. aeruginosa apresentaram efeitos bacteriostatico. Enquanto frente a L.
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casei apresentaram acao bactericida com a menor CIM de 1,25 mg/mL como
mostrado na tabela 21.

Com o proposito de se constatar acao terapéutica antimicrobiana de outras
partes do Abacateiro Silva et al., (2002) verificou que extrato obtido a partir da
casca do caule foi capaz de inibir o crescimento bacteriano do L. casei, e tal fato
pode ser observado dentre os resultados apresentados. Com relagdo ao extrato
hexanico das folhas do abacateiro Amendola et al., (2015) apresentou resultados

eficientes contra a cepa de S. aureus.

Tabela 21: Determinacdo da Atividade Bactericida e Bacteriostatica dos

extratos das folhas de Abacateiro.

Microrganismos Extratos Concentracdo (mg/L) Atividade
Abacateiro

S. aureus Hexano 220 Bacteriostatico

P. aeruginosa Hexano =20 Bacteriostatico

L. casei Acetato de etila 21,25 Bactericida

L. casei Hexano >1,25 Bactericida

Fonte: a autora, 2018.

Como mostrado as folhas da Guaxupita, Sabugueiro e do Abacateiro sao
ricas em taninos. De acordo com Simdes (2003), a atividade antimicrobiana
apresentada por algumas plantas esta diretamente relacionada a presenca de
taninos, possuindo também carater bacteriostatico. Segundo o Cordeiro (2014),
0os taninos sdo substancias fenolicas complexas de origem vegetal, que
apresentam excelente atividade antimicrobiana, sdo muito utilizados no curtimento
de couros e na fabricacdo de medicamentos.

Goncalves et al., (2005) em pesquisas sobre a atividade antimicrobiana de
algumas arvores nativas do Brasil, observaram uma excelente atividade
bacteriostatica do extrato alcodlico de jurema preta sobre Escherichia coli,
Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus spp. Com o mesmo objetivo Cordeiro (2014), avaliou a
atividade bacteriostatica e bactericida dos extratos das folhas do Carod,
Amburana, Jatoba, Jurema-preta, Angico-de-bezerro e Pereiro-de-tinta sobre

Staphylococcus spp. Este observou que o extrato de Jurema-preta apresentou
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acdo bacteriostatica em todos os 60 isolados de Staphylococcus spp.,
destacando-se dos demais extratos.

Em estudos realizados por Silva et al. (2012), que avaliaram a atividade de
plantas ricas em taninos nativas da Caatinga apresentaram uma notavel atividade
antimicrobiana (bacteriostaticas), atuando sobre microrganismos Gram-positivos e
Gram-negativos. Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina
tradicional no tratamento de diversas males por apresentar um amplo espectro de
acdo, o que foi observado nos extratos destas plantas por Oliveira-Juanior et al.,
(2012) os quais testaram extrato etandlico e hexanico das Rosas do deserto e por
Figueiredo et al., (2013) que verificou a acdo do extrato etandlico Amburana
cearensis e Anadenanthera macrocarpa sobre Escherichia coli e Staphylococcus
aureus de referéncia e multirresistentes.

O mecanismo de agdo antimicrobiana dos taninos pode ser explicado por
sua capacidade de precipitar as proteinas das células superficiais do ambiente
fermentativo, formando uma capa protetora, inibindo enzimas, causando a ruptura
da membrana plasmatica bacteriana, e também, privando o substrato microbiano
por formar um complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo, impedindo assim, o
desenvolvimento de microrganismos (HASLAM, 1996; RODRIGUES et al., 2014).

O controle da contaminacdo bacteriana com agentes bacteriostaticos e
bactericidas no processo de fermentacéo alcodlica é fundamental para assegurar
resultados positivos na producédo de etanol. Ambos agentes sdo competentes na
eliminacdo ou inibicdo de microrganismos, uma vez que, 0 objetivo é diminuir a
carga bacteriana presentes no fermentado, o garante a eficiéncia do processo e a

gualidade do produto final.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho foi desenvolvido para avaliar os extratos naturais como
possiveis substituintes dos produtos sintéticos, tanto como antioxidantes no
biodiesel quanto como antimicrobianos na fermentacao alcéolica para a producéo
do etanol.

Com relacdo a estabilidade oxidativa dos extratos naturais aditivados no
biodiesel obtidos através do método DSC, mostrou-se mais eficiente o extrato das
folhas da Guaxupita obtido com o solvente etanol. Sendo confirmado pelo método
Rancimat, em que o extrato da Guaxupita, com solvente etanol, apresentou tempo
de estabilidade oxidativa de 9h02min, superior ao estabelecido pela ANP que
determina tempo minimo de 8 horas e ainda superiores ao biodiesel aditivado
com o0s antioxidantes sintéticos BHA e BHT de 6,79 e 6,71 horas,
respectivamente.

Assim, conclui-se que as folhas das Guaxupita podem ser utilizadas para
obtencdo de extratos com atividade antioxidante, uma vez que verificou-se o
aumento da estabilidade oxidativa do biodiesel aditivados com os extratos, desta
forma sendo considerado um possivel substituinte dos antioxidantes sintéticos.

A partir dos testes preliminares com a finalidade de aumentar a qualidade
da fermentacdo alcodlica, foi possivel verificar que as bactérias Gram-positivas
séo as bactérias de maior ocorréncia no processo fermentativo, sendo que, niveis
de contaminacéo foram superiores a 10’ UFL/mL, resultado esse que acarreta a
prejuizos significativos, podendo ocasionar queda no rendimento fermentativo,
dificuldades operacionais e aumento do consumo de acido e antibiético, elevando
0 custo de producao.

Os extratos naturais testados mostraram-se eficientes inibindo a maioria
dos microrganismos testados, principalmente os extratos obtidos com as folhas da
Guaxupita que se mostrou eficiente em todos os microrganismos testados, tendo
acao bacteriostética. No entanto, os extratos das folhas do Abacateiro extraidos
com os solventes acetato de etila e hexano apresentaram a menor CIM de 1,25

mg/mL frente a bactéria L. casei, sendo 0s Unicos com agao bactericida.
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Sendo assim, 0s extratos naturais apresentam alta capacidade para serem
usados como substituintes dos antimicrobianos sintéticos, por manter o
rendimento fermentativo elevado com baixo custo do tratamento. No entanto,

tornam-se necessarios mais testes para essa finalidade.
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