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RESUMO

Buscando obter menor impacto ambiental, a utilizagcdo do biodiesel se tornou
uma saida para substituir o diesel. O biodiesel € um combustivel de origem
renovavel, podendo ser fabricado de diferentes matérias-primas sendo uma
delas o 6leo de soja. Esse combustivel sofre com o processo de oxidacdo devido
a presenca de &cidos graxos em sua composi¢ao, e visando minimizar esse
processo de oxidacao faz-se a utilizacao de antioxidantes. Normalmente utiliza-
se antioxidantes sintéticos que apresentam alto custo além de caracteristicas
nocivas para o ambiente. Desse modo, a utilizagdo de antioxidantes naturais se
torna um meio viavel para a substituicdo dos sintéticos. Nesse trabalho buscou-
se avaliar a estabilidade oxidativa do biodiesel B100 com a utilizacdo do extrato
obtido de erva-mate como antioxidante. Para a extracdo dos antioxidantes da
erva mate foram testados os métodos de maceracéo, Soxhlet e ultrassom. No
método de extracdo assistida por ultrassom buscou-se otimizar o processo
variando os parametros poténcia (%), temperatura (°C) e razdo de solvente/erva
(mL.gt). Foram determinados os teores de flavonoides e fendlicos totais das
amostras, bem como, a sua capacidade antioxidante utilizando os métodos de
2,2-Difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e pelo método de antioxidante redutor de
ferro (FRAP). Os valores no ponto 6timo de extracdo assistida por ultrassom
foram: Rend=19,93%, flavonoides=70,12 mg EQ-Qgextrato®, fendlicos=92,69 mg
EAG-gextratol, FRAP=1915,8 pmol EFe?*-gexran? e DPPH=49582 umol
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ETrolox-gextrato™*, bem como as condi¢Ges operacionais que levam ao 6timo das
respostas: T= 52,75 °C, P= 77% e RSE= 11,25 mL.g*. A fun¢éo desejabilidade
global alcancada na otimizacdo foi de 0,8928. O biodiesel produzido em
laboratorio a partir de 6leo de soja comercial foi caracterizado e posteriormente
testado quanto a sua estabilidade oxidativa utilizando o método de oxidacao
acelerada a 110°C em equipamento Rancimat. O biodiesel ndo atendeu ao limite
minimo estabelecido pela Agéncia Nacional de Petr6leo (ANP), que exige 12h
de inducdo. O extrato testado ndo apresentou resultados satisfatérios na
substituicdo de antioxidantes sintéticos.

Palavras-chave: energias renovaveis, biocombustiveis, 6leo de soja, extratos

naturais, Rancimat
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ABSTRACT

Seeking to obtain less environmental impact, the use of biodiesel has become a
way to replace diesel. Biodiesel is a renewable fuel and can be manufactured
from different raw materials, one of which is soybean oil. This fuel suffers from
the oxidation process due to the presence of fatty acids in its composition, and in
order to minimize this oxidation process, antioxidants are used. Synthetic
antioxidants are usually used, which are expensive and have harmful
characteristics for the environment. Thus, the use of natural antioxidants
becomes a viable way to replace synthetic ones. In this work, we sought to
evaluate the oxidative stability of biodiesel B100 using the extract obtained from
yerba mate as an antioxidant. For the extraction of yerba mate antioxidants,
maceration, Soxhlet and ultrasound methods were tested. In the ultrasound-
assisted extraction method, it was sought to optimize the process by varying the
parameters potency (%), temperature (°C) and solvent/herb ratio (mL.g™t). The
total flavonoid and phenolic contents of the samples, as well as their antioxidant
capacity, were determined using the 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and
the iron-reducing antioxidant (FRAP) methods. The values at the optimal point of
ultrasound-assisted extraction were: Rend=19.93%, flavonoids=70.12 mg
EQ-Qextrate!, phenolics=92.69 mg EAG-gextrate !, FRAP=1915.8 pymol EFe?*:gextrate”
1 and DPPH=495.82 pmol ETrolox:gextrate™®, as well as the operating conditions
that lead to the optimal response: T=52.75°C, P= 77% and RSE= 11.25 mL.g™™.
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The global desirability function achieved in the optimization was 0.8928. Biodiesel
produced in the laboratory from commercial soybean oil was characterized and
subsequently tested for its oxidative stability using the accelerated oxidation
method at 110°C in Rancimat equipment. Biodiesel did not meet the minimum
limit established by the National Petroleum Agency (ANP), which requires 12
hours of induction. The tested extract did not show satisfactory results in the

replacement of synthetic antioxidants.

Keywords: renewable energies, biofuels, soybean oil, natural extracts, Rancimat
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1. INTRODUCAO

Segundo a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), classifica-se o biodiesel como “um combustivel derivado de biomassa
renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por
compressédo, que possa substituir parcial ou totalmente o 6leo diesel de origem
féssil”. O biodiesel apresenta uma estrutura quimica proxima ao do diesel, de
modo a n&o se ter a necessidade de realizar grandes mudancgas no atual sistema
de motores, possibilitando sua utilizacdo pura ou misturado com o diesel. No
Brasil, se tem a obrigatoriedade desde 2008 de haver uma mistura de biodiesel
puro (B100) ao Oleo diesel. Atualmente a mistura obrigatoriedade de 13% em
volume segundo a ANP.

A utilizacdo do biodiesel produzido por meio de biomassa, apresenta
vantagens no ambito econbmico pois apresenta menor custo para a sua
fabricacdo, e no ambito ambiental ele apresenta menor emissdo de gases
poluentes que agridem o meio ambiente. Entretanto a sua utilizacdo apresenta
problemas, pois o biodiesel tem em sua composi¢cao acidos graxos e gorduras
insaturadas que podem sofrer oxidacdo, resultando na degradacdo do mesmao.
Além disso, o biodiesel pode apresentar a auto-oxida¢do, sendo a degradacao
mais comum desse tipo de produto.

A auto-oxidacao no biodiesel é responsavel por produzir produtos volateis,
como aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos e alcoois. Esse fendmeno também
causa a resinificacdo do biodiesel, promovendo o aumento do fator corrosivo,
diminuindo a sua vida util e ocasionando uma reducdo no desempenho de
producdo enérgica com a sua queima. Esse processo ocorre devido a adicdo de
oxigénio aos acidos graxos insaturados presentes no biodiesel, podendo ser um
processo auto catalitico, ndo sendo possivel realizar a neutralizacdo total desse
fenbmeno. Entretanto pode-se fazer o uso de compostos naturais ou sintéticos
que sdo capazes de reduzir esse processo, inibindo a formacao dos radicais
livres que sé@o responsaveis por desencadear essa reacdo de oxidagdo. As
substancias usadas nesse processo séo os antioxidantes, sendo definidos como
compostos que apresentam a capacidade de inibir ou retardar a formacéao de

radicais livres retardando os efeitos oxidativos.



Os antioxidantes podem apresentar acidos fendlicos, polifendis e
flavonoides. Destacando-se os antioxidantes polifendis que s&@o substancias
sintéticas, como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-
hidroguinona (TBHQ) e o propil galato (PG) (GARCIA et. al., 2017). Com exceg&o
desses, 0s compostos sintéticos apresentando uma grande capacidade
antioxidante, também s&do compostos que apresentam um alto nivel de
toxicidade e caracteristicas poluentes, desse modo se tem o interesse de buscar
alternativas de compostos naturais com carater renovavel e menos poluente
(KEBEDE & ADMASSU, 2019). Assim, ha os antioxidantes naturais que podem
ser obtidos em plantas, sementes, folhas, raizes e cascas. Os extratos derivados
dessas plantas apresentam compostos flavonoides, acidos fendlicos, vitaminas
e minerais que possuem caracteristicas antioxidantes.

A llex paraguariensis (erva mate) € uma espécie nativa da América do Sul
que pertence a familia Aquifoliaceae. Suas folhas sao utilizadas para fazer
bebidas como chimarrdo, tereré, mate solavel, cha mate, além de preparacfes
farmacéuticas. O estudo da constituicdo quimica das folhas de llex
paraguariensis demonstrou a presenca de alcaloides, polifendis, flavonoides,
triterpenos e acidos organicos. Além de altos teores de cafeina, teobromina e
taninos. As metilxantinas, cafeina, teobromina e teofilina sédo os compostos mais
conhecidos desta espécie, responsaveis pela acdo estimulante atribuida a erva
mate (NAKAMURA, 2008).

Dentre os métodos de extracdo de antioxidantes tém-se a extracao
assistida por ultrassom (EAU). A EAU ao ser empregada na extracao de
compostos antioxidantes pode sofrer variagbes em seu rendimento e na
capacidade antioxidante do extrato, essas variagcdes podem ocorrer dependendo
do tempo de operacdo, a intensidade das ondas aplicadas (poténcia), da
temperatura e da razdo do volume de solvente/massa de folha utilizada. A
poténcia e temperatura interferem diretamente na extragdo, pois podem
favorecer ou ndo o choque entre as particulas. Esses choques entre as particulas
favorecem a remocao das substancias de interesse das folhas gerando assim

uma maior atividade antioxidante dos extratos



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar diferentes métodos de extracdo de antioxidantes naturais de
amostras de erva mate (lllex paraguariensis St. Hill) para utilizacdo como

antioxidante no biodiesel visando a melhoria na sua estabilidade oxidativa.

2.2. Objetivos especificos

- Testar diferentes métodos de extracao de antioxidantes naturais da erva-
mate comercial, incluindo os métodos de ultrassom, soxhlet e maceracéo

- Caracterizar o potencial antioxidante dos extratos obtidos

- Otimizar os parametros de processo de extracao assistida por ultrassom
por meio de planejamento experimental

- Clarificar o extrato obtido de erva-mate para remocao de clorofila por
meio de cromatografia em coluna

- Sintetizar e caracterizar o biodiesel em laboratorio

- Avaliar a estabilidade oxidativa do biodiesel por meio de teste Rancimat

utilizando os extratos antioxidantes obtidos



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biocombustiveis

Os combustiveis fésseis sdo, atualmente, responsaveis pela maior
quantidade de energia gerada no mundo e ao mesmo tempo, sao fontes
limitadas justamente por serem esgotaveis, logo, ha um grande interesse em se
encontrar fontes alternativas de energia (FERRARI et al, 2005; KIEFER et al.,
2019). Uma dessas alternativas, capaz de auxiliar no desenvolvimento
sustentavel, contribuindo tanto no ambito econdmico, social e ambiental, é a
utilizacdo da energia gerada a partir de biomassa (LOBO et al., 2009).

Anterior ao uso do petréleo nos motores do ciclo diesel, 6leos vegetais
como combustiveis ja haviam sido utilizados nestes motores e, devido a
questdes técnicas e principalmente econémicas por conta dos custos mais
baixos, optou-se em nédo fazer mais o uso dos mesmos, mantendo assim, a
utilizacdo do tradicional diesel de petréleo até os dias atuais (RINALDI et al.,
2003).

Podemos citar trés como sendo 0s principais fatores para que 0s governos
estejam estimulando o uso de biocombustiveis para substituir os combustiveis
fésseis: as reservas de combustiveis fosseis pelo mundo todo estdo se
esgotando, os impactos ambientais causados sdo elevados e 0s aumentos
rotineiros de precos abalam o setor econémico (MOTA et al., 2009).

Uma vez que as principais fontes de energia utilizadas atualmente ainda
sao provenientes de fontes ndo renovaveis, como petréleo, gas natural e carvao
vegetal, se fazem de extrema importancia os estudos e aprimoramentos da
utilizacéo de fontes de energia renovaveis (KOH & GHAZI, 2011; SUVEGES &
SILVA, 2014;) tanto pelo fato de essas fontes um dia se esgotarem quanto pelo
fato de serem altamente poluentes (SILVA & FREITRAS, 2008).

A sintese de biocombustiveis pode ser realizada utilizando-se as mais
variadas fontes de matérias-primas nédo fosseis, por meio de processos de
transformacao e fermentacdo, onde podemos classifica-las em duas categoriais:
etanol e biodiesel (MOTA et al., 2009). Paises com politicas frageis e

relativamente instaveis possuem um grande risco geopolitico por conta da sua
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dependéncia pelo uso e comercializacdo do petréleo, e isso, faz com que o uso
dos biocombustiveis seja ainda mais visado pelos mesmos (MOTA et al., 2009).
Ainda existe uma competicao entre a producdo de matéria prima para a sintese
de biocombustiveis e a producédo de alimentos (SILVA & FREITRAS, 2008).

3.2. Biodiesel

A Sociedade Americana para Testes e Materiais (ASTM) define o
biodiesel como sendo um biocombustivel formado por gorduras animais ou 6leo
vegetais, onde na sua composicao estao presentes ésteres de cadeias longas
de acidos graxos (GHESTI, 2009) e o mesmo pode ser utilizado como substituto
do Gleo diesel (SILVA & FREITRAS, 2008). O nome do combustivel formado pela
mistura de um biodiesel e outro 6leo derivado do petréleo é dado de acordo com
a porcentagem que o mesmo recebe de biodiesel, por exemplo, B20 quando
possui 20 % de biodiesel em sua formacdo, sendo que é possivel chegar até
B100, que seria o biodiesel puro (SILVA & FREITRAS, 2008).

A producéo de biodiesel por ser realizada utilizando como matéria prima
Oleos vegetais, tanto novos quanto residuais, gorduras animais e ainda,
resquicios agroindustriais (EMBRAPA, 2006) sendo que pode ser utilizado o
biodiesel puro como biocombustivel ou ainda, em propor¢des distintas misturado
com Oleos derivados do petréleo (SILVA & FREITRAS, 2008).

O biodiesel é considerado o biocombustivel de maior capacidade de
expansdo de producdo para atender a demanda no mercado mundial,
aumentando a utilizac@o de fontes renovaveis, com menor emissao de gases de
efeito estufa e contribuindo com a mitigacéo deste efeito por meio do sequestro
de carbono (MOTA et al., 2009). Deve-se levar em consideracao, para calcular
a eficiéncia energética do uso do biodiesel, a taxa de 6leos presentes nos graos
que foram utilizados e o gasto energético durante a sua producédo (SILVA &
FREITRAS, 2008).

Em comparacdo aos combustiveis fosseis, o biodiesel apresenta como
vantagens ser proveniente de fontes renovaveis, emitir uma baixa quantidade de
gases poluentes (CORREA & ARBILLA, 2006; RAMOS et al., 2003; SILVA &
FREITRAS, 2008), permanecer por menor tempo no solo (SILVA E FREITRAS,

2008). e ainda, ndo exige que os motores a diesel sofram modificacdes
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consideraveis para que possam funcionar a base de biodiesel (RAMOS et al.,
2003). Outra vantagem do biodiesel é sua capacidade de ser transportado e
estocado a longas distancias, inclusive via mar, situacdo que ndo pode ocorrer
com, por exemplo, a energia elétrica (EMBRAPA, 2006). Por mais que o uso do
biodiesel venha apresentando diversas vantagens em relagdo ao uso dos
combustiveis fosseis, ainda se faz necessario estudos que avaliem a cadeia
produtiva em seus mais variados elos (SILVA & FREITRAS, 2008).

Em comparacdo com o etanol, apesar de possuir as mesmas
caracteristicas, o biodiesel possui uma densidade energética superior, e isto
contribui para que seu custo de transporte e estocagem seja reduzido
(EMBRAPA, 2006). Em relacdo ao diesel de petréleo, sua capacidade de
geracao de energia gira em torno de 10 % a menos que este, contudo, no quesito
torque e poténcia, o desempenho de ambos é basicamente igual (LOTERO et
al., 2005). Ja no quesito eficacia de queima, o biodiesel se sobressai ao 6leo
diesel, isso por conta de sua menor viscosidade, a qual ainda diminui a
sedimentacao de particulas nas partes internas do motor (LEUNG et al., 2006).

Outra questao a ser levada em consideracéo, diz respeito as substancias
téxicas ao organismo humano que sdo emitidas pelos combustiveis de origem
féssil, tais como hidrocarbonetos e monéxido de carbono, o que vem a ser um
grande problema em centros urbanos com grandes quantidades de veiculos
transitando, frente a isto, o biodiesel apresenta uma enorme vantagem pois sua
emissdo de materiais particulados é extremamente pequena (ABIOVE, 2015).
Estima-se que por volta de 200 mortes ao ano sao evitadas pelo uso do biodiesel
B7 bem como s&do reduzidas inumeras internacdes por comorbidades
cardiorrespiratérias atreladas a polui¢cdo do ar causada por combustiveis fosseis
(ABIOVE, 2015).

Todavia, o0 uso do biodiesel também apresenta desvantagens em relacéo
a producdo de combustiveis a Oleo diesel, dentre as quais, duas podem ser
destacadas: primeiro, 0 alto custo em sua producédo e segundo, o balanco
energético menos favoravel (SILVA & FREITRAS, 2008). Todavia, gracas as
constantes inovagdes tecnoldgicas e o melhor gerenciamento de processos
produtivos e de ordenamento de mercado, o valor do biodiesel vem diminuindo
(EMBRAPA, 2006).



3.2.1. Producao de biodiesel

A producéo de biodiesel vem sendo encarada como uma saida frente a
problemética apresentada pelo uso de petroleo (SILVA & FREITRAS, 2008). Por
ser um pais tropical, € possivel se cultivar no Brasil uma ampla variedade de
plantas ricas em 6leos que podem ser utilizadas para a producéo de biodiesel.
Além das culturas tradicionais como as de soja, mamona, amendoim, girassol e
dendé, também estdo sendo exploradas culturas novas como nabo-forrageiro,
macauba, pinhdo-manso, pequi e diversas outras que variam de acordo com
cada regido do pais e este é justamente o desafio: saber explorar o potencial
regional quanto a capacidade de cultivo e producéo atrelando as tecnologias ja
existentes e trazendo beneficios sociais (EMBRAPA, 2006).

As matérias primas que formam o biodiesel sdo de origem lipidica vegetal
ou animal (EMBRAPA, 2006; KIEFER et al., 2019; SILVA & FREITRAS, 2008).
Em grande parte das vezes, os 6leos extraidos das oleaginosas séo utilizados
para produzirem o biodiesel e, portanto, essas séo consideradas matérias primas
renovaveis (KIEFER et al., 2019). Dejetos e residuos provenientes do setor
agropecuario e da agroindustria também podem ser utilizados como matéria
prima para a producdo de biodiesel e outras fontes secundarias de energia
(EMBRAPA, 2006).

Os Oleos vegetais que sao utilizados na sintese do biodiesel, podem ser
‘puros” ou seja, serem extraidos das plantas e utilizados pela primeira vez
diretamente no biodiesel ou ainda, podem ser reutilizados de processos prévios,
como € o caso do 6leo de cozinha que ja foi usado para o preparo de alimentos
(SILVA & FREITRAS, 2008). Atualmente, 90 % da producao de 6leo vegetal no
Brasil destinado a sintese de biocombustiveis é proveniente da soja enquanto a
mamona apresenta maior resisténcia a seca e o0 girassol € o com maior
rendimento em teor de 6leo (EMBRAPA, 2006).

Existem trés processos com 0s quais pode se obter biodiesel sendo eles
0 craqueamento, a esterificacdo e a transesterificacdo, sendo que o subproduto
gerado € a glicerina (SILVA & FREITAS, 2008). O craqueamento consiste na
formacdo de uma mistura de compostos quimicos, obtidos pela quebra catalitica
ou térmica de moléculas (EMPRAPA, 2006); a esterificacdo € processo que

utiliza alcoois, acidos graxos livres ou seus derivados para a producdo de
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biodiesel (EMBRAPA, 2006); ja a transesterificacdo € o método incentivado pelo
governo brasileiro para que seja obtido o biodiesel (BRASIL, 2005).

A producdo de biodiesel utiliza como principal método a reacdo de
transesterificacdo, conforme as Figura 3.1 e 3.2 (KNOTH et al., 2005). Nesse
processo para obtengdo de biodiesel, sdo utilizados triglicerideos (onde os
acidos graxos em conjunto com o glicerol resultam na formacéo de ésteres), e
alcoois (metanol ou etanol) (BRASIL, 2005; EMBRAPA, 2006; LOBO et al.,
2009), juntamente com um catalisador que pode ser um acido, base ou de origem
enzimatica, que como resultado, geram a ‘substituicdo do grupo éster do glicerol
pelo grupo do etanol ou metanol’ (BRASIL, 2005; EMBRAPA, 2006).

o ~0
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0?0 tIR-oH =—= + J\ .
0" O—R
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= R':N
Ji
R:-:' O
Triglicerideo Alcod Glicerina Mistura de alquil ésteres
(bindiesal)

Figura 3.1. Reacdo de transesterificacdo de triglicerideos.
Fonte: LOBO et al., 2009

No Brasil, a op¢do mais vantajosa de fonte alcodlica para utilizacdo no
processo de transesterificacao, € o etanol, pois 0 mesmo além de ser produzido
em grande escala possui custos menos elevados (EMBRAPA, 2006). As
desvantagens de se utilizar metanol nesse processo consistem no fato de ele ter
gue ser importado ou produzido com gas natural e ainda por ser altamente toxico
(EMBRAPA, 2006).

A reacédo causada pelo processo de transesterificagéo, representada nas

Figuras 3.1 e 3.2, gera como subproduto a glicerina, a qual pode ser purificada



e comercializada, resultando assim, em um aumento significativo de receita e
eficiéncia no processo (BRASIL, 2005; EMBRAPA, 2006).

ROH RO + BH
RCOO—CHy RCOO—CH
et a L i - -_—
R"( CIU—LI H y R"ﬂ'DG—Cl'H ?R
H c-—r:nﬁR " HC—0—C—R"
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e
R'COO—CH, REOOTH
| = .
R"COO—CH + BH _— R"E'OO—(I' H N B
H:cl'—r:r' H,;C—OH

Figura 3.2. Mecanismo basico da reacdo de transesterificacao.
Fonte: Schuchardt et al., 1998.

Antes de ocorrer a reacdo de transesterificacdo, é de suma importancia
gue alguns compostos, como a A&gua, ceras, 0s acidos graxos livres e
fosfolipidios, sejam retirados do 6leo, por serem danosos ao processo (GHESTI,
2009).

3.2.2. Qualidade do biodiesel

Padrdes de qualidade do biodiesel séo estabelecidos a fim de se garantir
gue os teores de contaminantes sejam fixados para que estes néo interfiram de
maneira negativa no desempenho do combustivel bem como do motor,
garantindo ainda, que nao haja riscos com sua integridade durante o manuseio,
estocagem e transporte (LOBO et al., 2009). O primeiro pais a estabelecer

padrdes de qualidade para o biodiesel foi a Austria e a partir de ent&o outros



paises também foram definindo seus padrées (BONDI-OLI et al., 2005). Os
padrbées de qualidade mais utilizados atualmente sdo os estabelecidos pela
Amercian Society of Testing and Materials (ASTM) e pelo Comité Europeu de
Normalizacdo (CEN) da Unido Europeia, por meio das normas ASTM D6751 e
EM 14214 respectivamente (KNOTHE, 2005).

Oscilagbes nos padrées de qualidade podem ser observados
basicamente por conta de dois fatores, sendo o primeiro, a variacdo das
estruturas moleculares dos ésteres que formam o biodiesel, os quais podem ter
cadeias de tamanhos diferentes, suas insaturacdes podem apresentar posicoes
e quantidades também diferentes e ainda, podem haver grupamentos nas
cadeias, e 0 segundo, devido a existéncia de contaminantes, como fésforo,
calcio, enxofre, magnésio, sabdes, alcool residual e glicerina livre, os quais
podem ser provenientes da matéria prima, da producdo ou mesmo que foram
gerados na estocagem, (LOBO et al., 2009). Agua, acidos carboxilicos de baixa
massa molecular e peréxidos podem estar presentes no biodiesel devido ao
armazenamento inadequado, que contribui para que haja uma maior absorcao
de umidade e estimulo a degradacéo oxidativa (LOBO et al., 2009).

Os métodos para avaliar a qualidade do biodiesel podem ser divididos
pensando nos contaminantes provenientes da matéria prima, no processo
produtivo, na estocagem e nas estruturas moleculares do biodiesel (LOBO et al.,
2009).

3.3. Processo oxidativo

O processo oxidativo ocorre em associagdo com a reagao entre 0 oxigénio
e 0s acidos graxos insaturados (JADHAV, 1996), os quais, devido a presenca de
duplas ligacbes, sao os principais substratos para que ele ocorra (HAMILTON,
1994). Os acidos graxos sao oxidados com maior velocidade dependendo do
grau de insaturacdo e ainda, com maior facilidade quando estdo livres
(HAMILTON, 1994). Pelo fato de a formagé&o de radicais livres ser uma reagéo
desfavoravel energeticamente, a oxidacdo ndo se da de forma espontanea em
acidos graxos saturados, diferentemente do que ocorre em cadeias insaturadas:
as ligacOes duplas favorecem a oxidacao por requisitarem menos energia para

quebrar as ligacdes entre carbono e hidrogénio (C-H) nas posicdes alilicas e bis-
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alilicas (CALIXTO, 2011). A rancidez oxidativa enzimatica ocorre nos vegetais
devido a presenca natural de enzimas lipoxigenases (GAMEZ-MEZA, 1999).

Podemos reduzir o resultado negativo do processo oxidativo dos lipidios
simplesmente com armazenamento, acondicionamento e refrigeragéao
adequados, todavia, ndo se pode suspender completamente a rea¢ao, uma vez
gue a auto oxidacdo continua ocorrendo pelo fato de necessitar de energia de
ativacao reduzida (HAMILTON, 1994). A reacdo de oxidacdo ocorre em etapas
que consistem em iniciacdo, propagacéo e término (JADHAYV, 1996).

A formacdo de radicais livres ja ocorre na primeira etapa, onde a
incidéncia luminosa e o calor contribuem para que a molécula de acido graxo
perca um hidrogénio do seu carbono alilico. Os radicais livres sdo passiveis de
sofrerem alteracdes por conta da presenca do oxigénio atmosférico e na
segunda etapa, sdo entdo convertidos em peréxidos e hidroperéxidos, que sédo
igualmente radicais, porém, produtos primarios da oxidacao lipidica. A reacdo
entdo é propagada por meio destes radicais formados, o que gera um processo
de autocatalizacdo. E por fim, na ultima etapa, ha formacdo dos produtos
secundarios de oxidacéo, os chamados epéxidos, 0s quais sao estaveis, volateis
e nao-volateis, que se obteve por meio de cisdo e rearranjo dos peroxidos. As
etapas da oxidacdo lipidica podem ser observadas na Figura 3.3 (JADHAV,
1996).

Iniciagédo BH ——= R*"+H"

Propagacde R*+0, ——= ROO*
ROO* + ARBH ——= ROOH + R*

Térming HDO* + Ra - HDOH
ROO" + ROO* ——= ROOR + Q5 Frodutos Estdveis

R*+R* ———= RR

Em que:

AH - Acido graxo insaturado
R* - Radical livre

ROO* - Radical peroxido
ROOH - Hidroperdxido

Figura 3.3. mecanismo de oxidacao lipidica.
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3.3.1. Oxidacéo e estabilidade oxidativa do biodiesel

O processo oxidativo que ocorre nas cadeias dos acidos graxos
insaturados presentes nas matérias-primas do biodiesel é complexo e formado
por inumeros mecanismos de agcdo (ATADAHI et al., 2010). Estas cadeias de
acidos graxos insaturados presentes nas matérias-primas do biodiesel, sdo mais
propensas a passarem pelo processo oxidativo e também de serem
polimerizadas, fato que se deve ao maior nimero de duplas ligacbes presentes
e consequente reatividade maior, resultando assim em uma probabilidade muito
mais elevada de reacdo com o0 oxigénio presente na atmosfera (SUVEGES &
SILVA, 2014). Usada como referéncia para se determinar a qualidade de
gorduras e Oleos, a estabilidade oxidativa depende da qualidade da matéria
prima, da sua composicdo quimica, do processamento e da estocagem
(ANTONIASSI, 2001). A estabilidade oxidativa do biodiesel pode sofrer influéncia
de fatores ambientais como a exposic¢ao a luz, o contato com o ar, a variacao de
temperaturas (ATADASHI et al., 2010; KIEFER et al., 2019), presenca de
peroxidos e metais e condi¢des de armazenagem (ATADASHI et al., 2010).

O biodiesel, em comparacdo aos combustiveis fésseis, apresenta uma
maior taxa oxidativa, o que vem a ser uma grande desvantagem pois
compromete a eficiéncia do biocombustivel no motor (SUVEGES & SILVA,
2014), e por consequéncia, leva os produtores desse biocombustivel a terem
uma grande preocupacao (OLIVEIRA, 2012). O baixo desempenho do biodiesel
e o comprometimento dos motores, causados pela sua oxidacdo, sdo gerados
por conta da elevada acidez e viscosidade do material e pelo acumulo de
residuos no sistema injetor (SUVEGES & SILVA, 2014). Em outras palavras, a
oxidacdo do biodiesel causa aumento em sua viscosidade, gerando assim,
depdsito de sedimentos no sistema de injecdo e na camara de combustéo,
consequentemente levando a um desempenho menos eficaz do motor (JAIN &
SHARMA, 2010).

Estudos envolvendo a estabilidade oxidativa do biodiesel se fazem
necessarios a fim de se prolongar a vida util deste biocombustivel bem como
aumentar o desempenho do mesmo e do motor (JAIN & SHARMA, 2010).
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3.3.1.1. Método rancimat

O método rancimat consiste em avaliar a formacao de compostos volateis,
por meio da medi¢do da elevacdo da condutividade elétrica (HILL, 1994). Foi
desenvolvido por Hardon & Zurcher em 1974, os quais denominaram o
equipamento utilizado de Rancimat 617 (Brinkmann Instruments, Inc.) sendo que
hoje em dia, é utilizado com maior frequéncia o modelo Rancimat 679 (Metrohm-
Herisau, Switzerland) (ANTONIASSI, 2001). O equipamento Rancimat (Figura
3.4) funciona de modo a permitir a passagem de fluxo de ar pelo 6leo aguecido
e mantido sob temperatura em torno de 100 a 140°C, com posterior fervura da
agua deionizada, a qual arrasta os acidos carboxilicos volateis provenientes da
oxidacéo, e entdo se solubilizam, gerando por fim, elevacéo na condutividade
elétrica da agua (ANTONIASSI, 2001).

Figura 3.4. Esquema do funcionamento do Rancimat. (1 = rotametro; 2 = vaso de reagéo;
3 = bloco de aquecimento; 4 = vaso de recepcado dos volateis; 5 = eletrodo de platina; 6 =
amplificador do sinal de condutividade elétrica.) Fonte: Laubli & Bruttel (1986)

3.4. Antioxidantes

Os antioxidantes s&o compostos que tem como fung¢ao natural retardar o
processo rancidez e a deterioracdo dos alimentos em que sao presentes

(CANTERLE, 2005) sendo assim, moléculas com capacidade de prevenir e
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reduzir o dano oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Sua atividade
nao se restringe aos compostos lipidicos, agindo também sobre as proteinas e
o proprio DNA, definindo-se portanto, de forma mais abrangente, como sendo
substancias que, quando em baixas concentragbes (+- 0,01%) em meios
propicios a sofrerem oxidagdo, previnem ou retardam o processo oxidativo
(HALLIWELL, 1996). Contudo, o processo oxidativo ndo pode ser revertido pelos

antioxidantes bem como a rancidez néo pode ser prevenida (CANTERLE, 2005).

Os antioxidantes séo classificados em dois grupos: priméarios e
secundarios. Os primarios atuam rompendo a cadeia de radicais, de forma a
ceder um hidrogénio ao radial lipidico livre e dessa forma, tornando-se um radial
estavel. Ja os secundarios, fazendo uso de agentes quelantes de metais,
possuem a capacidade de reduzir o processo de iniciagdo da oxidacao
(GORDON, 1990). Podem ser de origem sintética e natural (MARTINEZ-TOME,
2001). Alguns extratos vegetais possuem uma grande concentracdo de
compostos fendlicos e por isso, podemos chama-los de antioxidantes naturais
(SUVEGES & SILVA, 2014) ou seja, podemos extrair compostos antioxidantes
naturais dos mais variados vegetais (RIVE-EVANS, 1996).

Alguns aspectos influenciam diretamente na concentragdo dos
antioxidantes presentes nos vegetais, dentre os quais, podemos citar a
variedade da planta, fatores genéticos, influéncia do meio ambiente e também o
grau de maturacdo (SHAIDI & NACZK, 1995). O tipo de substrato utilizado, o
solvente, a técnica de extracdo e a relacdo entre tempo e temperatura, sao
fatores que influenciam na capacidade antioxidante daquele substrato que
utilizamos em andlises laboratoriais (SHAIDI & NACZK, 1995).

3.4.1. Antioxidantes Sintéticos

A fim de se delongar a vida util do biodiesel, as industrias comumente
utilizam antioxidantes sintéticos em sua composi¢cdo (SUVEGES & SILVA,
2014). Com o intuito de se reduzir a reacao oxidativa, alguns antioxidantes
sintéticos como o Terc-butilhidroquinona (TBHQ), Butil-hidroxianisol (BHA), Butil-
hidroxitolueno (BHT) e Propil Galato (PG), representados na Figura 3.5, sé@o

acrescidos, todavia, os mesmos apresentam alta volatilidade e sdo de facil
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decomposicdo quando submetidos a altas temperaturas, o que se torna um
inconveniente (ANDREO & JORGE, 2006). Esses antioxidantes (TBHQ, BHA,
BHT e PG), sé@o os mais utilizados pela industria (SUVEGES, 2014).

Os efeitos dos antioxidantes sintéticos adicionados ao biodiesel com a
finalidade de promover sua estabilidade oxidativa, variam de acordo com sua
matéria prima, a qual pode ou ndo causar alteracdes na densidade, viscosidade,
cinzas sulfatadas, carbono residual e ponto de entupimento do filtro a frio
(SUVEGES, 2014).

OH
OH C(CHa)q
HO" : :C{CHa)a
TBHQ CHs
BHA
OH OH
HO OH {HSC}SC\$/C(CH3)3
COOC SH? C H:3
PG BHT

Figura 3.5. Antioxidantes sintéticos de uso comercial. Fonte SUVEGES, 2014.

3.4.2. Antioxidantes Naturais

Como alternativa para o uso dos antioxidantes sintéticos, os estudos tém
sido voltados para a adicdo de compostos antioxidantes naturais, extraidos de
matérias primas renovaveis, na formulacdo do biodiesel (SUVEGES & SILVA,
2014). Matérias primas de origem vegetal e animal, fornecem os compostos
antioxidantes naturais que podem ser utilizados para os mais variados fins
(ANDREO & JORGE, 2006). Os principais responsaveis pela acdo antioxidante
dos extratos naturais sao os compostos fendlicos e vitaminas (SUVEGES, 2014),
sendo pertencentes ao grupo de antioxidantes primarios (GORDON, 1990).

Acidos fendlicos (como o cafeico, ferdlico, protocatequinico e p-cumarcio),
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carotenoides, acido citrico, acido ascorbico, tocoferdis, sdo 0s compostos

antioxidantes naturais de maior interesse industrial (SUVEGES, 2014).

3.5. Erva mate

A erva mate, llex paraguariensis St Hill, € originaria da América do Sul e
ocorre com naturalidade no Paraguai, na Argentina e no Brasil, sendo sua
ocorréncia neste ultimo, de cerca de 80%, a qual esta distribuida principalmente
nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo e Mato
Grosso do Sul (MACCARI E SANTOS, 2000). Na regidao Sul do Brasil, os
produtos naturais provenientes desta erva, possuem papel de destague no
cenario econémico, social e cultural (CENI, 2005). A area de ocorréncia natural

da erva mate no Brasil pode ser observada pela Figura 3.6.

Erva-mate (llex paraguariensis)
Area de Ocorréncia Atual

Projeto inventano dos Recursos Florestas da Mata Atantca

- e de PG e Oe Mas

Atea
Mata AMAsacs
.

e M
1o Mats Andine s

- - -—

Figura 3.6. Area de ocorréncia natural da Erva Mate llex paraguariensis St. Hil. no
Brasil. Fonte: Sustentavel Mata Atlantica: A Exploracédo De Seus Recursos Florestais. Editora
Senac. Sdo Paulo. P. 197, 2002.
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No Brasil, a erva € conhecida por diversos nomes populares, como: cha-
argentino, cha-do-brasil, cha-dos-jesuitas, cha-das-missbes, cha-do-paraguai,
chado-parana, cha-mate, carvalho-branco, caldna, congoin, congonha,
congonheira, congonhinha, congonha-das-missdes, congonha-de-mato-grosso,
congonha-genuina, congonha-grande, congonha-mansa, congonha-verdadeira,
erva, erva-congonha, ervade-sao-bartolomeu, erva-piriquita, erva-mate, erva-
mate-peluda, erva-mate-de-talobranco, erva-mate-de-talo-roxo, erva-senhorita,
erva-verdadeira, erveira, mate, matedo-paraguai, mate-legitimo, mate-
verdadeiro, orelha-de-burro e pau-de-erva (MAZUCHOWSKI, 1989).

A consumacao de erva mate é feita, em sua maior parte, por meio de
produtos naturais e tradicionais, como o chimarrdo (CENI, 2005). Anualmente
séo produzidas cerca de 650 mil toneladas de folha de erva mate na regiéo sul
do Brasil (ESMELINDRO, et al., 2002; MACCARI E SANTOS, 2000), sendo que
sua producdo se sobressai em 596 municipios sulistas, envolvendo ainda,
aproximados 710 mil trabalhadores na atividade ervateira (MACCARI E
SANTOS, 2000). A Figura 3.7 demonstra a taxa anual de produgéo de erva mate

no Brasil:

B

Brasil

_ Paraguai

Quantidade produzida (t)

De Até
5, 2 339
i‘ Uruguai 410 1531
1750  4.460
4 ] 4750 12.197 RN
2o VO 13227  62.440 I

Figura 3.7. Distribuicdo de erva mate plantada no Brasil. Fonte: IBGE — Sistema IBGE de
Recuperacao Automatica — SIDRA 2002.
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A exposicdo a luminosidade solar age diretamente no crescimento da erva
mate, bem como na sua altura, estrutura do caule e das folhas, na razéo entre
raiz e caule e ainda, no peso de material seco, (KRAMER; KOZLOWSKI, 1979).
A safra ocorre do més de maio a setembro, preferencialmente entre junho e
agosto, pois este periodo antecede a brotacao e suas folhas ja estdo maturadas
(MAZUCHOWSKI, 1989). Entre os meses de dezembro e fevereiro ocorre a
chamada safrinha, a qual € praticada por parte das industrias a fim de se
reestabelecerem os estoques trabalhando, portanto, com sua capacidade total
de producgéo durante o ano inteiro (ANDRADE, 1999).

Devido a conformacdo econdmica e financeira e ainda ao cenario do
mercado em que operam, algumas empresas e produtores optam pela colheita
praticada o ano todo, ja outros preferem somente durante a safra de safrinha
(ANDRADE, 1998) e ha aqueles ainda, que encaram a safrinha como um risco
para suas plantacées e por isso optam em nédo a praticar (MAZUCHOWSKI,
1989). Para ervais nativos, com a finalidade de manter o rendimento das
erveiras, respeita-se o intervalo minimo de dois anos entre as colheitas
(MAZUCHOWSKI & RUCKER, 1993).

Existe um grande incentivo as empresas, devido a producéo excessiva de
erva mate, para que as mesmas desenvolvam pesquisas utilizando-a como
matéria prima no desenvolvimento de novos produtos e também para a
otimizacao de processos (ESMELINDRO et al., 2002).

Suas flores se comportam de maneira dioica (JOLY et al., 2001), dispostas
formando uma inflorescéncia de no maximo cinco flores em fasciculos pequenos,
localizadas nas axilas das folhas superiores, possuem coloragdo branca e
tamanho pequeno (ANDRADE, 2004). Conforme a idade da planta, pode-se
observar uma diferenca na porcentagem de folhas e talos que estdo presentes
e que sdo de interesse comercial, sendo que ao atingir nove anos de idade, ela
apresenta uma variagao de 10 a 35 % das mesmas e aos 12 anos, vai de 36 a
42 % (CAMPOS, 1991). O fruto da erva mate é simples, carnoso e indeiscente
(drupa globosa), liso, apresentando coloracdo verde quando jovem e passando
para vermelho-arroxeado quando maduro, fase na qual os passaros sdo atraidos
ajudam a disseminar a planta (ANDRADE, 2004). Suas sementes possuem
formato variavel, sendo pequenas e de tegumento rigido e aspero, fato pelo qual
a germinacao se torna dificil (ANDRADE, 2004).
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3.5.1. Aspectos quimicos

De acordo com Veronese (1994), a erva mate é composta por agua,
glicose, pentose, celulose, dextrina, legumina, albumina, gomas, mucilagem,
clorofila, colesterina, teofilina, cafeina, cafearina, cafamarina, acido carbonico,
acido cloridrico, acido matetanico, acido folico, acido citrico, acido sulfurico,
acido caféico, acido fosforico, acido viridico, substancias graxas, 6leo essencial,
resina aromética formada por oleina, palmitina e lauro-estearina, cinzas,
aluminio, arsénio, ferro, litio, magnésio, manganés e potassio. Outros estudos
identificaram ainda, presentes na erva mate, frutose, sacarose, rafinose,
metilxantina, teofilina, teobromina, taninos, célcio, fésforo e vitaminas A, B1, B2,
C e E(NEWELL etal., 1996; VALGUDA, 1995). Campos (1991) identificou ainda,
presente na erva mate, acido isoclorogénico e acido clorogénico.

As concentracbes dos compostos quimicos encontrados na llex
paraguariensis, varia de acordo com a maturacgéo da planta, sendo que em folhas
e frutos jovens e imaturos sao maiores do que as presentes nos mesmos quando
velhos e maduros (MAZZAFERA, 1996). Campos (1991) aponta ainda, que a
taxa nutricional de cultivares de verdo é inferior as de cultivares de inverno,
portanto, safras diferentes de erva mate apresentam balang¢o nutricional
diferentes.

O teor de cafeina encontrado na erva mate varia para a sua apresentacao
in natura e em suas infusdes, sendo que no primeiro, atinge uma média de 1,6
% e no segundo 1,10 % (VALDUGA, 1995). Esse teor pode ser reduzido de
forma significativa durante os processos industriais pelos quais a erva passa até
chegar a sua apresentacao comercial (ESMELINDRO et al., 2002).

Presente na erva mate, podemos encontrar ainda, saponinas, as quais
sdo glicosideos formados por uma aglicona e uma outra fragdo acucarada,
possuindo acdo emulsificante e detergente (possivel gracas a reducdo da tensao
superficial) e que por esse motivo, conferem a bebida, o caracteristico sabor
amargo e possivel formacédo de espuma (VALDUGA, 1995).

As propriedades quimicas da erva mate, como por exemplo o teor de
proteinas, gorduras, glicose, sacarose, cinzas, fibras e cafeina, sao influenciadas

diretamente durante as etapas industriais, sendo que o teor de cinzas e fibras,
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nos processos de sapeco, secagem e tempo de cancheamento, ndo sofrem
influéncia significativa (ESMELINDRO et al., 2002). O mesmo autor salienta
ainda que, as etapas do processamento industrial que mais alteram os teores de
compostos presentes na erva mate sdo 0 sapeco e secagem, logo, conclui-se
temperaturas elevadas possuem capacidade de alterarem as caracteristicas
fisico-quimicas da planta. Fica claro, neste ponto, que tanto fatores naturais
guanto os processos industriais interferem quantitativamente na composicao
quimica da erva mate, além de serem determinantes na qualidade do produto
(DONADUZZI et al., 2000; REISMANN, et al., 1999).

Acredita-se que a demanda da erva mate cresca consideravelmente a
partir da realizacdo de melhorias nos processos de industrializacao, trazendo por

consequéncia maior qualidade do produto (BERTONI, et al., 1992).

3.6. Métodos de extracao de antioxidantes

Os compostos antioxidantes naturais, que s&o substancias bioativas,
podem ser extraidos dos vegetais por diversas formas, sendo as mais comuns
as que utilizam solventes organicos, como etanol, metanol, éter e agua, e
também a extracdo supercritica, a qual, por meio de alteracédo de temperatura e
pressao, tem a capacidade de transformar o diéxido de carbono em fluido
supercritico (LEAL, 2003).

A luz, o oxigénio e o calor exercem influéncia sobre os compostos
antioxidantes e por isso, devem ser realizadas, previamente, etapas que facilitam
0 processo de extracdo e auxiliam na conservacao dos mesmos (AZIZAH et al.,
1999). Fatores como polaridade do solvente e tempo de extracdo, também tém
capacidade de desnaturar os antioxidantes, por isso, € de suma importancia
manter um controle desses elementos (ANDREO & JORGE, 2006).

Para otimizar o processo de extracdo, realizam-se procedimentos
capazes de aumentar a superficie de contato do substrato com o solvente, sendo
que, para isso, as amostras geralmente submetidas a desidratacao, liofilizacao
ou congelamento e ainda, as mesmas sdo moidas ou peneiradas (GAMEZ-
MEZA, 1999). Em determinados casos, S30 nNeCesSarios processos
complementares que sejam capazes de remover substancias indesejaveis e

obter-se um extrato com maior grau de purificacdo (SHAIDI & NACZK, 1995).
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O cuidado com o descarte dos residuos gerados durantes 0s processos
de extracao utilizando solventes organicos néo deve ser negligenciado, uma vez
gue 0os mesmos podem ser toxicos e denegrirem o meio ambiente (ANDREO &
JORGE, 2006).

As caracteristicas do solvente utilizado influenciam tanto no rendimento
do processo de extracdo, quanto na atividade antioxidantes (MAZINOVA, 1997).
E inexistente um processo de extracdo que utilize solvente organico capaz de
isolar todo e qualquer composto antioxidante de forma igualitaria e satisfatoria,
devido a peculiaridade de alguns fatores, como a polaridade do solvente,
presenca e variedade de compostos bioativos como taninos, acido fendlico e
antocianinas, reacao entre os compostos antioxidantes e carboidratos, proteinas
e demais substéancias presentes no substrato (SHAIDI & NACKZ, 1995).

A atividade do solvente depende diretamente dos compostos polifendlicos
presentes na amostra a ser estudada (MOURE, 2001). Estudos realizam
extracdes com solventes de polaridades diferentes a fim de se identificar e isolar
0S compostos antioxidantes, comparando os resultados obtidos e encontrando
dessa forma o melhor solvente para determinado objetivo (ANDREO & JORGE,
2006). A comparacéo entre 0s solventes se faz necessaria a fim de se encontrar
0 solvente 6timo para a extracao e obtencao da atividade antioxidante maxima
para cada substrato, a qual varia de acordo com os compostos polifenélicos
(MOURE, 2001). O solvente escolhido determina quais compostos seréo
extraidos da amostra (SINGH, 2008).

Nas extracdes, o etanol € o solvente mais utilizado enquanto a agua é
escolhida pela questéo de abundancia (ANDREO & JORGE, 2006).

O tempo de cada método de extracao varia em média de um minuto a 24
horas, sendo que extracfes por periodos prolongados elevam as chances de os
compostos fendlicos sofrerem oxidacao, e isso faz com que seja necessario o
acréscimo, junto ao solvente, de agentes redutores (SHAIDI & NACZK, 1995).

A temperatura € capaz de alterar de diferentes formas os compostos
antioxidantes (CONDE et al., 1998), sendo ainda, apontada como a principal
responsavel pela degradacdo de polifendis (MOURE, 2001). Temperaturas
amenas sao ideais quando os compostos tém grandes chances de ser
degradados durante o processo, e neste caso, indica-se o0 uso de fluido

supercritico, o qual ird preservar a acdo antioxidante (IBANEZ, 1999). A
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quantidade de fendlicos totais esta ligada diretamente com a temperatura, a qual
possui uma relacdo inversamente proporcional (CONDE et al., 1998).

Existe ainda a possibilidade de ocorrerem reacdes entre 0S compostos
fendlicos e outras substéncias durante a decomposicdo térmica dos fendis,
proporcionada pelos processos de desidratacdo e extracdo, que acabam
gerando degradacdo de enzimas e volatilizacdo de componentes (MOURE,
2001).

3.6.1. Maceracao

O método de extracdo por maceracdo traduz-se em imergir em um
recipiente fechado com o solvente a amostra, inteira ou em po, deixando-a em
repouso sob temperatura ambiente e frequentemente agitando até que haja
solubilizacdo do material e quebrando assim as paredes celulares, fazendo com
gue os compostos fitoquimicos sejam liberados e, portanto, que haja a extracéo
dos compostos de interesse (AZWANIDA, 2015). Ao término da extragdo, é
necesséria a filtracdo do material, para que haja separacdo da amostra e do
solvente (SINGH, 2008).

O processo de maceracao pode sofrer influéncia da area superficial da
amostra, da temperatura ambiente, do tempo a ser utilizado para extracao, da
guantidade de solvente e ainda da agitacdo realizada (SINGH, 2008). As
desvantagens consistem na alta probabilidade de se obter um rendimento baixo;
no periodo prolongado do processo de extracdo, mesmo havendo agitacdo; no
consumo elevado de solvente, o qual necessita de eliminacdo ao término do

processo; e na alta quantidade de amostra utilizada (JOVANOVIC et al., 2017).

3.6.2. Soxhlet

Uma das formas de se obter um extrato vegetal solido-liquido, & por meio
do extrator Soxhlet, representado na Figura 3.8 (PALLEROS, 1999), o qual foi
inicialmente desenvolvido com a finalidade de se extrair lipidios de materiais
sélidos, em 1879 por Franz von Soxhlet (LUQUE DE CASTRO & PRIEGO-
CAPOTE, 2010). Os estudos atuais utilizam o aparelho Soxhlet como referéncia

para desenvolver e também comparar novas técnicas para extrair compostos
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antioxidantes naturais das mais variadas fontes de matéria prima vegetais
(AZMIR et al., 2013).

Dentre as vantagens de se utilizar o método Soxhlet, podemos citar o fato
de ser um método simples e relativamente barato que nao exige treinamento
especializado para ser realizado; o solvente € renovado a cada ciclo, se
mantendo sempre em contato com a amostra e deslocando o equilibrio de
transferéncia de massa, pelo fato de o baldo de destilacdo manter a temperatura
elevada, a viscosidade e a tensao superficial sdo baixas comparadas as métodos
gue utilizam temperaturas mais brandas; como a amostra fica durante o processo
inteiro envolta pelo cartucho, ndo é necessaria a realizacéo da filtracdo da micela
gquando o processo se encerra; e alguns estudos comparativos apontam sua
capacidade de extrair maior quantidade de Oleos que outros métodos
(PALSIKOWISKI, 2020).

Como desvantagens, temos o tempo, que pode variar entre uma hora e
até 72 horas, tornando o processo demasiadamente longo; utiliza uma
guantidade elevada de solvente, o que exige mais uma etapa para qgue 0 mesmo
seja eliminado, fato que desprende maior energia e ainda, se ndo descartado de
forma adequada, torna-se um problema ambiental; a elevada temperatura de
ebulicao do solvente pode levar os compostos extraidos a degradarem; e ele néo
possibilita que haja agitacdo da amostra/solvente, uma vez que esta seria capaz
de acelerar o processo (PALSIKOWISKI, 2020).
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Figura 3.8. Esquema Equipamento Soxhlet convencional. Fonte: COSTA et al., 2016.

3.6.3. Ultrassom

Do inglés, Ultrasound Assisted Extraction (UAE), a extracdo assistida por
ultrassom é um método simples, barato, ndo convencional, amplamente utilizado
para obtencdo de compostos antioxidantes naturais provenientes de matéria
prima vegetal (ALBUQUERQUE et al., 2017). Seu mecanismo funciona por meio
de propagacédo de ondas mecanicas em um meio que pode ser sélido, liquido ou

gasoso, resultando no fendémeno de cavitagdo (BENDICHO et al., 2012).

O mecanismo de cavitacao funciona da seguinte maneira: primeiro, ocorre
a formacao depressdes por onde as microbolhas, geradas a partir dos gases
dissolvidos, migram e entdo iniciam o processo de aumento e diminuicdo de
tamanho, gerando assim, ciclos continuos até o momento em que estas
microbolhas implodem, gerando presséo de até 2000 atm) e a liberacdo de calor
(até 5000 °C); os materiais solidos presentes na mistura, fazem com que as
implos6es das microbolhas ocorram de maneira irregular e assimétrica, o que
acaba criando jatos que se chocam com outras particulas sdlidas e geram maior

circulacdo dos liquidos; sdo formados entdo reatores micrométricos que séo
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capazes de romper ligagOes e gerar radicais, 0 que gera agora, microjatos de
velocidades altissimas; por fim, a solubilidade dos analitos € aumentada devido
a liberacéo de calor causado pelas implos@es, 0 que eleva significativamente a
capacidade da extragédo (BENDICHO et al., 2012).

O processo de extracdo pelo fenbmeno de cavitacdo, apresentado na
Figura 3.9 (a), mostra que as microbolhas entram em colapso enquanto ocorre
o ciclo de compressao (b), microjatos séo criados em direcdo ao material sélido
(b e c), e as paredes celulares sdo desintegradas devido a alta presséo e
temperatura geradas no processo, ocasionando na liberacdo do conteudo (d)
(CHEMAT, ZILL-E-HUMA & KHAN 2011).
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Figura 3.9. Representacdo do processo de extracdo pelo fendbmeno de cavitagao:
colapso da bolha de cavitacéo e liberacdo do conteudo vegetal. Fonte: Chemat, Zill-e-
Huma & Khan (2011).

Algumas consideracdes acerca do solvente escolhido para ser utilizado
na extragao assistida por ultrassom devem ser feitas, sendo elas a solubilidade
dos compostos, a viscosidade, a pressao de vapor e a tenséo superficial, visto
gue essas caracteristicas afetam diretamente no fenébmeno de cavitacao
(CHEMAt et al., 2017).

A principal vantagem desse método € a economia de energia que se da,
devido ao menor tempo de operacdo e possibilidade de utlizacdo de
temperaturas mais brandas (ALBUQUERQUE et al., 2017). Ja as desvantagens
giram em torno de nao ser possivel a reutilizacdo do solvente, ser necessaria
uma etapa para filtrar a amostra e nao se obter extratos livres de solvente, além

de que, sua utilizacdo a nivel industrial se tornar inviavel por conta de as ondas
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geradas serem limitadas as proximidades da sonda e as mesmas ndo serem
uniformes (PALSIKOWSKI, 2020).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Reagentes

Para obtencdo dos extratos secos, utilizou-se trés solventes, 0s quais
foram escolhidos levando em consideracgéo sua polaridade, sendo eles o Alcool
Etilico 95 % P.A. (Neon), que é considerado polar, o Acetato de Etila 99,5 %
(Neon), com polaridade intermediaria, e 0 N-Hexano 98,5% (Synth) que € apolar.
Os trés foram utilizados em todas os métodos de extracao.

Os reagentes utilizados para determinar o teor de flavonoides totais foram:
etanol 95 % P.A. (Neon), hidréxido de sodio (Neon), cloreto de aluminio hexa-
hidratado (Neon), nitrito de sodio (F. Maia) e quercetina grau HPLC (Sigma).
Para determinar o teor de fendlicos totais foram utilizados: reagente de Folin-
Ciocalteu (Dinamica), carbonato de sddio (Anidrol) e acido galico (Vetec). A
capacidade antioxidante foi determinada utilizando: DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) (Sigma Aldrich), Trolox® (&cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano) (Sigma Aldrich), TPTZ (2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina), (Sigma
Aldrich), cloreto férrico anidro (Neon).

4.2. Obtencdao e preparo da matéria prima

A presente pesquisa utilizou a erva mate comercializada para consumo
em forma de chimarrdo, tendo sido adquirida em um mercado da cidade de
Toledo/PR. A erva mate ja foi obtida em sua forma utilizavel e por isso, néo
necessitou de procedimentos como secagem e trituracdo, apenas foi passada
por uma peneira granulométrica Tyler 12, abertura 1,40 mm e ABNT 14, para
retirada de talos e particulas maiores. O material obtido foi armazenado sob

refrigeracéo (5°C).

4.3. Caracterizacdo da matéria prima

4.3.1. Determinacéo do didmetro meédio das particulas
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Um agitador eletromagnético vertical vibratorio foi utlizado para
determinar o diametro médio das particulas da amostra de erva mate, e assim
estabelecer o perfil granulométrico da mesma. A série padrdo de peneiras Tyler
foi utilizada nas aberturas de 16, 28, 35, 48 e 65 Mesh (Bertel, Caieiras, Sao
Paulo, Brasil) e a amostra passou pelo procedimento durante 15 minutos. Cada
uma das peneiras reteve uma massa de amostra, a qual foi pesada e o valor
encontrado utilizado para o calculo da média aritmética das aberturas das

malhas, como mostram as equacodes 4.1 e 4.2, segundo Gomide (1983).

Ei=1 'miffi
-3
i=14L/d,

(4.1)

m; (4.2)

Em que:

ds: diametro médio superficial dos fragmentos (mm);

mi: massa de amostra retida na peneira i (9);

mt: massa total de amostra (g);

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

n: nimero total de fracdes.

4.3.2. Determinacéo da umidade

A umidade da erva mate foi determinada utilizando o método gravimétrico,
no qual a agua é retirada, bem como outras substancias voléateis, por intermédio
de evaporacdo em estufa de secagem, resultando assim em perda de massa.
Em placas de petri, cinco gramas de amostra foram pesados, utilizando uma
balanca analitica (M214A — BEL ENGINEERING), a qual foi previamente tarada.
Apds pesagem, em triplicata, a amostra foi acondicionada na estufa a 105°C.
Apds 120 min, a mesma foi transferida para o dessecador contendo silica gel,
por mais 60 min, para que esta pudesse ser resfriada até atingir a temperatura
ambiente e entdo, novamente pesada e colocada no dessecador. O processo de
pesagem e acondicionamento em dessecador foi repetido até que se obteve o
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resultado de massa constante na pesagem. Utilizando a diferenca obtida na

pesagem da amostra antes e apos a dessecacao, se calculou o teor de umidade

do material vegetal, como mostra a equacao 4.3.

Mu s
Umidade(%) = Txlﬂ[l (4.3)

Em que:
Mu: massa da amostra Umida;

Ms: massa da amostra seca.

4.4. Obtencao de extratos

Neste trabalho foram avaliados os métodos de extragdo convencional por

maceracao e por Soxhlet e o método de extracdo nao convencional assistido por

ultrassom. Todas as extracfes foram realizadas no Laboratério de Bioprocessos

da UNIOESTE campus Toledo. A determinacdo de massa de todos os extratos

foi obtida pela diferenca entre o peso do béquer vazio (previamente pesado) e 0

peso dele ao final da extracdo, contendo a massa seca e ap0s completa

evaporacao do solvente.

A massa seca de cada amostra presente nos béqueres foi retirada com

espatula e armazenada em eppendorf sob refrigeracéo (5°C). O rendimento das

extracdes foi calculado a partir da razdo entre a massa inicial da matéria prima

utilizada e a massa obtida de extrato, de acordo com a equacao 4.4.

m Extrato
R(%) = x100 (4.4)
m Massa amostra

Em que:
R(%) = rendimento global de extracéo;

mExtrato = massa de extrato obtida apds o0 processo de extracao;

mMassa amostra = massa de amostra utilizada no processo de extragao.

4.4.1. Extragdo convencional — Maceragao
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Para realizar a extragéo por meio do método de maceragdo, usou-se como
base o procedimento descrito por Palsikowiski (2020). Em um erlenmeyer de 50
ml foram pesadas 3,33 g de amostra e adicionados 50 ml de solvente. O
erlenmeyer foi vedado fazendo-se duas camadas: a primeira com papel filme e
a segunda com papel aluminio. A extracdo durou cinco dias, sendo realizada em
temperatura ambiente (25 + 5 °C), com agitacdo manual diaria de dois minutos.

Ao término do tempo de extracdo, foi realizada a filtragdo a vacuo do
material. Com a bomba j& ligada, o material do erlenmeyer foi despejado sobre
o filtro. Um pequeno volume do solvente foi colocado no erlenmeyer e 0 mesmo
agitado, com o intuito de lavar o material e aproveitar ao maximo a extracao,
sendo este solvente também despejado no filtro. Ao término da filtracdo do
material, quando 0 mesmo ja estava seco e ndo havia mais liquido a ser filtrado,
o papel filtro foi descartado e novamente foi despejado solvente, desta vez no
funil, com o mesmo intuito de aproveitamento.

O ligquido coletado no kitassato foi entdo transferido para um béquer, e
mais solvente foi utilizado para lavar o proprio kitassato, e este solvente desta
lavagem também foi transferido para o béquer. Os mis de todas as passagens
de solvente pelos utensilios ndo foram contabilizados, e sempre foi passado até
nao ter mais coloracao verde (ser incolor).

O béquer foi levado a estufa de secagem a 50°C até a completa
evaporacdo do solvente. Apds, o béquer foi armazenado em dessecador com
pesagens regulares até que nao houvesse variacdo de massa. Todas as

extracdes foram realizadas em triplicada.

4.4.2. Extragdo convencional — Soxhlet

A extracdo convencional utilizando o conjunto Soxhlet (Laborglass) foi
baseada na metodologia descrita por Santos et al. (2017). Foram envolvidas em
papel filtro de café comercial (Melitta n°® 102) aproximadamente 20 g de amostra
e entdo inseridas no extrator Soxhlet. No baldo volumétrico foram adicionados
250 ml de solvente. A ebulicdo do boldo volumétrico foi mantida com o auxilio de
uma manta de aquecimento a qual foi regulada de acordo com cada solvente

levando-se em consideracéo o ponto de ebulicdo de cada um. O condensador
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foi conectado a um banho de agua que manteve sua temperatura em 1° C. As
extracdes duraram 6 horas.

Ao final da extracédo, o contetdo do baldo volumétrico foi transferido para
um béquer e 0 mesmo levado para estufa de secagem a uma temperatura de
50° C até a completa evaporacgéo do solvente. Para garantir que todo o contetdo
do baldo fosse realmente transferido para o béquer, ndo ficando nenhuma
quantidade impregnada no mesmo, utilizou-se 0 mesmo solvente da extracao,
para enxaguar tanto o baldo quanto o Soxhlet, acrescentando ao béquer o
contetdo de cada enxague. O enxague foi feito até ndo apresentar coloracao

(supondo-se que estivera ali somente solvente).

4.4.3. Extracdo nao convencional — Extracéo assistida por ultrassom (EAU).

A extracdo ndo convencional com solvente assistida por ultrassom foi
baseada na metodologia descrita por Palsikowski (2020). Foi utilizado o
ultrassom Sonics (VCX 750, Newtown — CT, EUA), conforme Figura 4.1, do
Laboratdrio de Bioprocessos e Separacdo da Universidade Estadual do Oeste
do Parana (UNIOESTE), campus Toledo, o qual possui uma ponteira de titanio
com diametro de 13 mm, um reator encamisado de vidro de 250 ml.

Para controlar a temperatura de extracéo, o ultrassom é conectado a um
banho termostatico (Marconi, MA-184/BB, Piracicaba — SP, Brasil). O
equipamento possui poténcia de 750 W, com possibilidade de ajuste entre 20 a
99 % do total, e com frequéncia fixa de 20 kHz. A ponteira de titanio foi imersa

nas amostras a uma altura de 5 mm do fundo do reator.

Figura 4.1. Extracdo assistida por ultrassom.
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Planejamento Experimental

Foi elaborado um planejamento experimental Box-Behnken para a
extracdo dos antioxidantes da erva mate comercial, com trés variaveis, sendo
elas temperatura (T), poténcia (P) e razao volume de solvente por massa de erva
mate RSE, totalizando em 15 experimentos, incluindo a triplicata no ponto central
a fim de se avaliar o erro experimental. O volume do solvente usado se manteve
constante e o periodo de extracdo foi determinado em 15 min mediante
determinacao da cinética da extracdo EAU.

O planejamento experimental foi realizado a fim de se construir um modelo
polinomial de segunda ordem e também, como forma de otimizar processos com
nameros menores de experimentos. O modelo resultante é descrito pela

equacéo 4.5.

3 3 2 3
}'2,80 +ZﬁEXI+ZJSHXI2+Z Z ,BUXEXJ (4.5)
i=1 i=1

i=1 j=i+1
Onde:
y = variavel a ser otimizada. Xi, X2, X3 = fatores independentes codificados.
Bi = coeficiente linear. Bii = coeficiente quadratico.

Bij, = coeficiente de interagdo de modelo.

Tabela 4.1. Valores experimentais das varidveis independentes utilizadas no
planejamento Box-Behnken

Ensaio T (°C) P (%) RSE (ml.g?) Massa amostra (g)
1 40 50 15 3,33
2 60 50 15 3,33
3 40 50 7,5 6,66
4 60 50 7,5 6,66
5 40 20 10 5
6 60 20 10 5
7 40 80 10 5
8 60 80 10 5
9 50 20 15 3,33
10 50 20 7,5 6,66
11 50 80 15 3,33
12 50 80 7,5 6,66
13 50 50 10 5
14 50 50 10 5
15 50 50 10 5
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4.5. Caracterizagdo dos extratos

Antes da realizacdo de cada analise para caracterizacao dos extratos, foi
preparada uma solugdo etandlica de 20 mL na concentragdo 1 mg/mL* de cada
extrato obtido e armazenada sob refrigeragéo para utilizagcdo em cada uma das

determinacdes a seguir.

4.5.1. Determinacéo do teor de flavonoides totais (TFLT)

Foi utilizado o método descrito por Chang et al.(2002) para determinacao
do teor de flavonoides totais dos extratos. Inicialmente, preparou-se uma solucéo
de cloreto de aluminio 10% e uma solugdo de acetato de potassio 1M. Em um
tubo de ensaio acrescentou-se 0,5 ml da solucao etandlica, 1,5ml de etanol 95%,
2,8 ml de agua destilada, 0,1 ml da solucéo de cloreto de aluminio e 0,1ml da
solucéo de acetato de potassio. Durante 30 minutos, sob temperatura ambiente,
as solucdes ficaram em repouso. Apdés esse periodo, foi realizada a medi¢do das
absorbancias no espectrofotometro UV-VIS (UV-1800, Shimadzu, Japéo), em
comprimento de onda 415nm. Como branco utilizou-se uma solucédo contendo
1,5ml de etanol 95%, 2,8 ml de agua destilada, 0,1 ml da solucéo de cloreto de
aluminio e 0,1ml da solucédo de acetato de potassio. Para obtencdo da curva
padréo de calibracdo (0-200 mg/ml?), foi utilizada quercetina. Os resultados
obtidos foram expressos por meio da equacdo de regressao linear, em

miligramas equivalente de quercetina por grama de extrato (mg EQ.g extrato™).

4.5.2. Determinacao do teor de fendlicos totais (TFET)

O método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, descrito por Aspé e
Fernandez (2011) foi utilizado para determinar o teor de compostos fendlicos
totais dos extratos. Primeiramente preparou-se solugdo do reagente Folin-
Ciocalteau 10% e de carbonato de sodio 7,5% para posterior utilizagdo. Em
seguida, transferiu-se para um tubo de ensaio 0,3 ml da solucdo etandlica
previamente preparada e 2,5ml da solucao de Folin-Ciocalteau, a qual ficou em
repouso por cinco minutos. Apos o periodo de repouso, foram adicionados 2,0
ml da solucdo de carbonato de sodio, realizando agitacédo do tubo até que a
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amostra ficasse homogénea e entéo, incubado em banho maria 50°C por mais
cinco minutos. Por fim, foi realizada a medicdo das absorbancias no
espectrofotometro UV-VIS (UV-1800, Shimadzu, Japao), em comprimento de
onda 760nm. Para o branco, utilizou-se 0,3 ml de agua deionizada, 2,5 ml de
Folin-Ciocalteau e 2,0 ml de solu¢do de carbonato de sédio. A curva padréo
analitica de calibracdo foi construida utilizando-se acido galico nas
concentragbes de 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 0 ug.mL?, sendo os
resultados expressos em g equivalentes de acido gélico (EAG) mg'de amostra
e a partir dela, calculado o coeficiente de correlacao (R?).

4.5.3. Determinacéo da atividade antioxidante pelo método DPPH

Baseada na metodologia descrita por Barzotto et al. (2020), foi realizada
a determinacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH. Foi preparada
primeiramente uma solucao etandlica do radical DPPH 0,1mM (Sigma Aldrich,
GE). Em seguida, em um tubo de saio, foi acrescido 0,2 ml da solucédo etandlica
dos extratos obtidos e mais 3,8 ml da solucdo DPPH. Feita a homogeneizacao
das amostras, as mesmas permaneceram por 40 minutos no escuro a
temperatura ambiente, para que ocorresse a rea¢cdo. Como branco, utilizou-se
alcool etilico. O comprimento de onda de 517 nm foi utilizado para realiza¢édo da
leitura das absorbéncias, no espectrofotdmetro UV-VIS (UV-1800, Shimadzu,
Japao). A curva padrao foi montada com 500, 400, 300, 200, 100, 50, 25 e 0
umol de Trolox (6-hidroxi2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico) e os
resultados obtidos foram expressos em micromol equivalentes de Trolox por
gramas de amostra. A equacao 4.6 foi utilizada para determinar a porcentagem

de atividade antioxidante pelo método DPPH.

4.5.4. Determinacao da atividade antioxidante pelo método FRAP

A determinacéo da atividade antioxidante pelo método FRAP foi baseada
na metodologia descrita por Tiveron et al. (2012). Preparou-se uma solugao do
reagente FRAP contendo 25 ml de tampéao acetato a 0,3 M e pH 3,6 com 2,5 ml|
de solucdo TPTZ 10mM em CHI 40 mM e 2,5 ml de solucdo aquosa de cloreto
férrico 20 mM. Entdo, adicionou-se a um tubo de ensaio 3ml da solugcéo do

34



reagente FRAP e 100 pL da solucdo etandlica do extrato. Em banho maria a
37°C por 30 minutos, as amostras foram incubadas. Para o branco, foi utilizado
o reagente FRAP. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotobmetro UV-
VIS (UV-1800, Shimadzu, Japéo), no comprimento de onda de 593 nm. Para a
curva padrao, utilizou-se sulfato ferroso (FeSO4) nas concentracdes de 2000,
1500, 1250, 1000, 750, 500, 250, 100, O pg.mL?, e entdo realizada a
quantificacdo do teor de antioxidantes. O coeficiente de correlacdo (R?2) foi
calculado a partir da curva obtida. Os resultados foram expressos em micromoles

de sulfato ferroso por g de extrato (UM EFe?* por g de extrato).

4.5.5. Determinacéo de Clorofila

Para determinar a concentracdo das clorofilas “a” e “b”, realizou-se a
leitura de absorbancia das amostras no espectrofotometro UV-VIS (UV-1800,
Shimadzu) nos comprimentos de onda de 664 e 649 nm conforme a metodologia
de Lichtenthaler e Buschmann (2001) para extratos obtidos do alcool 99,5%

como solvente e utilizou-se as equagdes 4.6 e 4.7.

Cla = 13’36'A664 - 5'19'A649 (4‘6)

Clb = 27,4‘3.14649 - 8'12'A664 (4‘7)

em que Cla é a concentracgao de clorofila “a”, em mg.L?, Clb a concentragéo de
clorofila “b”, em mg.L%, Aes9 a leitura de absorbancia no comprimento de onda

de 649 nm e Aes4 a leitura de absorbancia no comprimento de onda de 664 nm.
4.6. Cromatografia em Coluna

No preparo da coluna (Figura 4.2), utilizou-se uma bureta como forma
adaptativa das colunas cromatograficas, em que nela inseriu-se algoddo como

suporte como forma de vedacdo da saida da bureta para posteriormente

preencher-se até metade da coluna com a fase estacionaria de silica gel.
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Figura 4.2. Coluna cromatografica adaptada.

A torneira da bureta deve ser mantida aberta durante todo o processo. Em
seguida, preparou-se a fase mével, primeiramente composta por 80% de hexano
PA e 20% de acetona pA, sendo adicionada a coluna. E imprescindivel que a
coluna se mantenha preenchida pelo eluente e ndo seque. Assim que o eluente
percolou por toda a coluna, adicionou-se 1 mL da amostra e coletou-se as
fracOes eluidas em diversos tubos de ensaio. Com o percorrer qualitativo da
clorofila pela coluna e sua obtenc¢&o nos tubos de ensaio, o eluente foi alterado
para o alcool puro.

O processo foi realizado para as amostras (extratos) de erva mate na
condicao pos ultrassom e também na condicdo de extratos secos (isentos de
solvente). ApGs a cromatografia realizou-se a analise de clorofila e fendlicos

totais nas fracfes de interesse.
4.7. Sintese do biodiesel

Para sintetizar o biodiesel, misturou-se, utilizando reagcdo de
transesterificacdo, 6leo de soja refinado comercial, com o catalisador de reacao

hidroxido de potassio (KOH) e, como alcool de cadeia curta, o metanol (CH3OH).

Primeiramente, preparou-se uma mistura contendo 5,46 g de hidréxido de
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potassio (2% da massa de 6leo) e 126,316 ml de alcool metilico, a qual foi
reservada para posterior utilizacao.

Em seguida, foi aquecido a 75°C, em um baldo de trés bocas, 300 ml de
Oleo de soja refinado (Figura 4.3). A mistura homogénea previamente preparada
de élcool e catalisador, foi adicionada ao baldo e entdo, duas bocas do baldo
foram fechadas com trouxinha de algodé&o, sendo que em uma delas foi inserido
um termdémetro para auxiliar no monitoramento da temperatura, enquanto a
terceira boca foi ligada a um condensador.

O sistema ficou sob agitacdo magnética, utilizando-se uma placa de
agitacdo magnética com aquecimento. A reacdo durou quatro horas e a

temperatura se manteve a 80°C.

Figura 4.3. Producao de Biodiesel

Dessa mistura formam-se o biodiesel propriamente dito e glicerol,
portanto, ha necessidade de separacdo dos compostos formados a fim de se
obter somente o biodiesel. Para isso, apés as quatro horas de reacdo, o
conteudo do baldo foi transferido para um funil de decantagéo e aguardadas 24
horas para se obtivesse as duas fases nitidamente perceptiveis: uma fase
inferior, densa, contendo o glicerol e uma fase superior, menos densa, sendo o
biodiesel (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Formagéao de duas fases, a superior contendo biodiesel e a inferior
contendo glicerol.

Apbs separacdo das duas fases, foi retirada a porcéo inferior e mantido
somente o biodiesel no funil de decantacdo, dando sequéncia ao procedimento
com inumeras lavagens do biodiesel utilizando-se agua a 65°C e realizando
suave agitacéo. Por processo de decantagéo, separou-se a mistura de biodiesel
e agua (Figura 4.5) e entdo, levado a estufa a 60°C por 12 horas para secagem
e evaporacdo total da agua e umidade restantes. Findada secagem, armazenou-

se o biodiesel produzido em frasco de vidro ambar.

Figura 4.5. Biodiesel produzido
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4.8. Caracterizacédo do biodiesel
4.8.1. Aspecto

Para determinar o aspecto do biodiesel, colocou-se a amostra em um recipiente
transparente e 0 mesmo posicionado contra a luminosidade, verificando assim a

turbidez e a presenca de impurezas.
4.8.2. Indice de acidez

Para determinar o indice de acidez, primeiramente preparou-se 100 ml
com proporcdo de 1:1 de éter dietilico e etanol 95%. A essa mistura, foram
adicionados 5 g de amostra e 5 gotas de fenolftaleina. Em seguida, utilizando
uma solucdo de KOH 0,1 M, realizou-se a titulacdo por meio de titulador
eletrdnico (848 Titrino plus, Metrohm). A titulacdo ocorreu até que houvesse
mudanca na tonalidade do biodiesel, passando de transparente para cor rosada,
até a mesma se mantivesse por 30 segundos. A acidez é determinada pela
guantidade de hidroxido de potassio (KOH) necessaria para que haja
neutralizacdo de &cidos livres em um grama de biodiesel. Por meio da equacédo

4.8, foi encontrado o indice de acidez.

indice de Acidez (%) = —otr (4.8)

Massa amostra

Em que:
V. volume gasto da titulacdo de KOH;

M: molaridade da solucédo de KOH.

4.8.3. Teor de éster

Seguindo a Normativa Europeia EM 14103 (2003), as amostras foram
preparadas. Pesou-se 0,3 g de amostra e a ela adicionados 10 ml de heptano

(C7His) 99 %. Dessa mistura, 100 uL foram transferidos para um baldo
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volumétrico de 1 ml e acrescidos 100 uL de padrao interno heptadecanoato de
metila. O volume do baldo foi completado com heptano 99 %. Utilizando um
cromatografo a gas (PERKINELMER - CLARUS 680), os ésteres metilicos de
acidos graxos foram separados. O cromatégrafo conta com uma coluna capilar
de silica fundida de cianopropilpolisiloxano (Elite-WAX - 30m x 0,25 mm X 0,5
Mm) e um detector de ionizagdo em chama. A coluna foi inicialmente aquecida
até 160 °C e elevada a 230 °C a uma taxa de 5 °C min1, permanecendo por dois
minutos nesta temperatura. Tanto a temperatura do injetor quanto do detector
permaneceu em 250 °C. Injetou-se 2,0 yL de amostra e a velocidade de fluxo
dos gases foi de 2 ml min! para o gas de arraste (H2), 45 ml min! para o gas
nitrogénio, 45 e 450 ml min! para os gases de hidrogénio e ar sintético,
respectivamente. A razdo da amostra dividida foi de 1/50. Utilizou-se o software
Workstation versdo 5.0 (Varian) para determinar as areas dos picos.

4.9. Teste de Rancimat de estabilidade oxidativa do biodiesel

A fim de se avaliar e influéncia dos extratos, bem como a qualidade de
cada amostra e ainda, 0s processos de extracao, realizou-se a analise de cada
um deles como antioxidantes naturais a fim de se utilizar como estabilizante
termo-oxidativo do biodiesel. As analises foram realizadas no Laboratério da
Universidade Estadual de Maringa, campus de Umuarama/PR. Cada extrato
obtido foi diluido em 3 g do biodiesel produzido, obtendo-se a concentracéo final
de 1000 partes por milhdo (PPM). Essas amostras foram submetidas ao teste de
aquecimento acelerado a 110°C, sendo que para determinar o periodo de
inducdo, a taxa de insuflagdo de ar foi de 10 L ht. Utilizou-se o Rancimat 73
(Metrohm) para realizar o teste, seguindo ainda a norma oficial EM 14112 de

determinacao da estabilidade em teste acelerado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo da Matéria Prima

5.1.1. Determinacao da Umidade

A umidade média determinada para a erva-mate comercial foi de 5,24 +
0,24%. Além de reduzir o nivel de agua, que influencia diretamente na obtencéo
dos extratos, o0 processo de secagem € utilizado para retardar a deterioragdo do
material e reduzir a acdo de microrganismos (SOUZA et al., 2007). De acordo
com Pereira et al. (2010), para que se atinja um maior rendimento e qualidade
de extrato de uma matriz vegetal, é imprescindivel a remocéo de agua, pois a

mesmo gera uma competicdo de solubilidade no meio.

5.1.2. Granulometria

Os resultados da analise granulométrica estdo apresentados na Tabela
5.1. Nota-se que a maior parte do material foi retido no fundo com tamanho
inferior a 0,2 mm. Entretanto, as particulas utilizadas na posterior obtencédo dos
extratos foram aquelas situadas entre as peneiras de 28 a 65 mesh, o que
corresponde a um diametro médio de particulas de 0,320 mm. O diametro das
particulas influencia no processo de extracdo de modo que, conforme o tamanho
das particulas é reduzido, tem-se uma maior area de contato em relagdo a
guantidade de particulas presentes, que facilita a transferéncia massica entre

soluto e solvente durante a extracao (SHI et. al., 2011).

Tabela 5.1. Analise granulométrica das folhas secas de erva-mate.

Mesh Abertura Am_ostra %
(mm) Retida (g) Retida
16 1,000 0,026 0,13
28 0,600 0,888 4,50
35 0,425 1,644 8,40
48 0,300 2,682 13,70
65 0,212 3,167 16,20
Fundo - 11,164 57,00
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5.2 Rendimento de Extragéo

A influéncia do solvente organico utilizado nos métodos de extracao
convencionais, como Soxhlet e maceracéo foi testada. Os solventes organicos
avaliados foram etanol, acetato de etila e n-hexano.

A Tabela 5.2 apresenta as condi¢cdes de temperatura e tempo de extracao
usados nos métodos convencionais Soxhlet e maceracdo, e os rendimentos
obtidos nas extracdes. Sao apresentados os rendimentos médios com 0s seus
desvios-padrédo obtidos a partir de uma triplicata. Verifica-se um maior
rendimento de extracdo utilizando o etanol como solvente para ambos os
métodos. Esse fato esta atrelado a maior polaridade do etanol, conforme
sugerido por Ramic et al. (2015) e Palsikowski (2020). O etanol apresenta um
indice de polaridade de 5,2, contra 4,4 para o acetato de etila e 0,0 para o hexano
(Phenomenex, 2010). Este resultado sugere que a maior parte dos compostos

presentes na matriz vegetal apresenta alta polaridade.

Tabela 5.2. Condicdes usadas e rendimentos obtidos nas extracdes com solventes
organicos. A mesma letra sobrescrita na mesma coluna indica que ndo héa diferenca
significativa a um nivel de significancia de 5%.

Temperatura (°C) / Rendimento

Método Solvente

Tempo (h) (%)
Etanol 78/6 36,5+ 2,32
Soxhlet Acetato Etila 7716 9,5+0,2¢
Hexano 69/6 50+0,1¢
Etanol 25/120 12,8+ 1,7°
Maceracdo Acetato Etila 25/120 7,3+0,2d
Hexano 25/120 53+0,2¢

Por outro lado, as extracdes utilizando acetato de etila e n-hexano
apresentaram menores rendimentos, sugerindo menor concentracdo de
compostos apolares presentes na erva-mate. Pelo resultado do teste de Tukey,
foi identificado que as extracBes apresentaram rendimentos estatisticamente
diferentes, indicando a maior eficiéncia da extracdo com o solvente etanol, de
maior polaridade.

Conforme a Tabela 5.2, tanto para o etanol como para o acetato de etila,
o método de Soxhlet apresentou os maiores rendimentos, com excecdo do
solvente n-hexano, que apresentou rendimento estatisticamente igual nos dois

meétodos, de acordo com o teste de Tukey.
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O maior rendimento obtido por Soxhlet € devido a recirculagédo do solvente
em sua temperatura de ebulicdo. Maiores temperaturas contribuem para a
extracdo de materiais, pois reduzem a tensao superficial e viscosidade. Dessa
forma, o solvente atinge facilmente os locais ativos dentro da matriz e aumenta
a solubilizagdo dos compostos (ANDRADE et al., 2012; CRUZ et al., 2017;
MAZZUTTI et al., 2017; PALSIKOWSKI, 2020).

Assim como na maceracdo e no Soxhlet, as extracdes assistidas por
ultrassom também foram realizadas com os trés solventes. A influéncia do
solvente na extragdo por ultrassom foi avaliada apos 15 min de extracao,
utilizando 50% da poténcia, com temperatura de 50°C, numa proporcdo de
solvente/folha de 10 (mL.gt). Os resultados de rendimento de extracéo obtidos
a partir de triplicata foram: 20,2 £ 1,2% para o solvente etanol, 5,5 + 0,2% para
0 solvente acetato de etila, e 2,3 £ 0,1% para o solvente hexano. Por meio do
teste estatistico de Tukey ficou evidenciado que os trés resultados séo diferentes
(p < 0,05). Da mesma forma que os métodos de Soxhlet e maceracéao, verifica-
se a influéncia da maior polaridade do etanol sobre o rendimento obtido.

Segundo Palsikowski (2020), embora o rendimento de uma extracéo seja
um parametro importante para determinar a viabilidade técnica e econémica de
um processo, ele ndo é o Unico, por isso € importante que sejam realizadas
analises em relacdo a composi¢do dos extratos. Ainda, segundo Dias et al.
(2017) e Jovanovic et al. (2017), por questbes de toxicidade, o uso do etanol é
muito mais seguro e adequado que os demais solventes para uso nas industrias
alimenticias e farmacéuticas. Assim sendo, o etanol foi selecionado para realizar
novos testes a fim de se otimizar as condicdes de extracdo da erva-mate
assistida por ultrassom.

Com a finalidade de se determinar o tempo ideal a ser utilizado nas
extracdes por ultrassom utilizando o etanol como solvente, foram obtidas curvas
cinéticas de extracdo onde foram usadas as mesmas condi¢cdes de operacdo
(50% da poténcia, 50°C, e razéo solvente/folha de 10 mL-g'). As amostras de
extratos foram coletadas apés 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50 min, sendo os

resultados de rendimento apresentados na Figura 5.1.
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Figura 5.1. Cinética da extrag&o assistida por ultrassom da erva-mate usando etanol
como solvente.

E possivel verificar um rendimento razoavel (9%) logo aos 3 min de
extracdo, possivelmente devido a ruptura das paredes celulares e a agitacdo
promovida pelo ultrassom. O rendimento maximo da extracdo foi alcancado
quando os compostos bioativos sollveis localizados dentro da matriz vegetal se
difundiram para a superficie (PALSIKOWSKI, 2020). Ao atingir 15 min de
extracdo alcancou-se um rendimento de 19,3%, o qual variou muito pouco a
partir dai, indicando uma estabilizacdo do processo. Assim sendo, determinou-
se o0 tempo de 15 min de extracdo como tempo ideal para a extracdo dos

compostos bioativos da erva mate a partir do solvente etanol.

5.2.1. Otimizacdo das condicbes de operacdo da extracdo assistida por
ultrassom

Foi realizado um planejamento experimental de 3 variaveis do tipo Box-
Behnken de modo a avaliar/otimizar a condigcbes do processo de extragcao
assistida por ultrassom (EAU). Assim, foi determinado o efeito das variaveis
temperatura, poténcia e razao folha/solvente sobre o rendimento apés 15 min de
extracdo. Para as variaveis foram utilizados trés niveis (-1, 0 e +1), sendo que

esse tipo de planejamento gera modelos matematicos quadraticos (de segunda
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ordem). A Tabela 5.3 apresenta os resultados de rendimento obtidos nos 15
experimentos, onde se verifica nos experimentos 13 a 15 uma triplicata no ponto

central (nivel 0).

Tabela 5.3. Matriz do planejamento experimental Box-Behnken para a resposta
rendimento, da extrac&o assistida por ultrassom da erva-mate, utilizando etanol como

solvente.

_ Temperatura - Poténcia — Solv?r?t?grva i Rendimento
Experimento T (°C) P (%) RSE (m.L.g'l) — Rend (%)

1 40 50 15 17,2

2 60 50 15 19,0

3 40 50 7,5 17,1

4 60 50 7,5 19,4

5 40 20 10 15,6

6 60 20 10 18,1

7 40 80 10 18,0

8 60 80 10 22,0

9 50 20 15 12,5

10 50 20 7,5 14,7

11 50 80 15 16,1

12 50 80 7,5 17,8

13 50 50 10 19,2

14 50 50 10 19,8

15 50 50 10 19,8

Observa-se na triplicata do ponto central (experimentos 13 a 15) um
rendimento de 19,6 + 0,3%, conforme esperado, em funcdo dos resultados
preliminares, indicando uma boa reprodutibilidade do processo de extracédo. O
rendimento obtido na extracdo assistida por ultrassom, em comparagdo com
maceracado, apresentou resultados superiores e o tempo de extracdo (15
minutos) foi muito menor, isto porque o efeito mecanico gerado pelas ondas de
ultrassom, o aumento da temperatura e a reducdo da quantidade de folhas
favoreceram a diminuicdo do tempo de extragdo. O maior resultado de
rendimento (22%) na extracdo assistida por ultrassom foi inferior ao obtido no
teste de extracdo por Soxhlet, usando o mesmo solvente, porém com volume de
solvente 2,5 vezes menor e apenas 15 minutos de extragao.

O rendimento de 22% foi observado no experimento 8, quando foi utilizada
temperatura de 60°C, poténcia de 80% e relagdo solvente:erva (RSE) de 10
mL.g? e o menor rendimento (12,5%) foi verificado no experimento 9, para uma
temperatura de 50°C, poténcia de 20% e relacdo solvente:erva (RSE) de 15
mL.g2.
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Analisando os dados da Tabela 5.3 e também as superficies de resposta
obtidas (Figura 5.2) é possivel verificar que o rendimento tende a aumentar para

valores mais altos de temperatura e de poténcia.

(WARLE
(AR

Figura 5.2. Superficies de resposta do planejamento experimental Box-Behnken para
o rendimento da EAU da erva-mate utilizando etanol como solvente.

O aumento do rendimento para as condicbes de maiores quantidades de
solvente em relacdo a massa de erva-mate (RSE de 7,5 para 10) € consistente
com os principios de transferéncia de massa, uma vez que o gradiente de
concentracéo € a forca motriz para a difusdo (SANTOS, 2018; SAHIN & SAMLI,
2013). Segundo Purohit e Gogate (2015), a otimizagc&do da razdo massa/volume
€ muito importante para qualquer processo de extracdo. O uso de menores
razdes massa/solvente que um valor 6timo leva a um aumento no consumo de
solvente, enquanto que razbes massa/volume maiores do que o valor 6timo
resultam numa extracao incompleta.

Além de maiores temperaturas diminuirem a viscosidade e tenséo
superficial, a pressdo de vapor do solvente aumenta, o que leva a um aumento
no nimero de bolhas de cavitacdo (SANTOS, 2018; TEKIN et al., 2015). Embora
a intensidade do colapso das bolhas possa diminuir em altas pressdes de vapor,
devido a baixa diferenga entre a presséo interna e externa (CHEMAT et al.,
2017), foi observado um aumento no rendimento com o0 aumento da temperatura,
para as condicdes empregadas.
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O efeito positivo do aumento da poténcia no rendimento pode ser
explicado devido aos colapsos mais violentos das bolhas de cavitacao,
ocasionando maior destruicdo das paredes celulares da matéria-prima e,
facilitando assim, o0 acesso do solvente aos analitos (SANTOS, 2018;
CRAVOTTO et al., 2008).

Utilizando-se o programa computacional Statistica v. 14.0.0.15 (TIBCO
Software Inc.), foram realizadas as analises estatisticas, visando determinar os
efeitos das variaveis (poténcia -P, temperatura - T e razdo - RSE) sobre o
rendimento global da extragdo. Para isso, foram considerados modelos
qguadraticos com intervalo de confianca de 95%.

Com o gréfico de Pareto (Figura 5.3) é possivel confirmar os efeitos
estatisticamente significativos das variaveis isoladas (termos lineares — L e
quadraticos — Q) e de suas interacdes lineares localizados a direita da linha
tracejada, que indica ponto de significancia dos resultados (p < 0,05).

Observa-se que todos os efeitos das variaveis foram significativos, com
excecao do termo linear da RSE, sendo que o termo linear da poténcia foi mais
importante para o rendimento das extragbes com solvente assistidas por
ultrassom. A influéncia desses parametros foi positiva (com excecdo da T(Q)),
significando que, o aumento quantitativo dessas variaveis implica no aumento do
rendimento da extracdo. As interacdes lineares entre as variaveis ndo foram
significativas.

O modelo matematico (regressao) gerado (equacdo 5.1), seguindo o
planejamento experimental Box-Behnken, pode ser validado através da analise

de variancia dos dados, conforme a Tabela 5.4.

Rend = 7,18 - 0,73.T + 0,01.T?> + 0,21.P — 0,002.P? + 3,89.RSE - 0,169.RSE? +
0,001.T.P — 0,0056.T.RSE + 0,0012.P.RSE (5.1)
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Figura 5.3. Grafico de Pareto de efeito para as variaveis poténcia, temperatura e
razao no rendimento da EAU (a = 0,05).

Tabela 5.4. Analise de variancia para predi¢cdo do rendimento da extracdo assistida
por ultrassom (a = 0,05). (R? = 0,968; R?4justado = 0,912)

SQ GL MQ F calc. p-valor
Regressao 75,520 9 8,391 17,075 0,0030
Falta de ajuste 2,217 3 0,739 6,158 0,1428
Erro puro 0,240 2 0,120
Residuo 2,457 5 0,491
Total 77,977 14

SQ = soma quadrética; GL = graus de liberdade; MQ = média quadrética

O baixo p-valor da “regressao” (< 0,05) e o alto p-valor da “falta de ajuste”
(> 0,05) indica que o modelo (regressao) estatistico gerado (equacédo 5.1) ajusta
bem os resultados experimentais obtidos. Além disso, os elevados valores dos
coeficientes de determinagcdo do modelo R? e a sua proximidade com o R?
ajustado indicam um bom ajuste da regressao. Isso é corroborado pela analise
dos residuos gerados pelo modelo conforme o “grafico dos residuos vs valores
preditos” (Figura A-1 do Apéndice) onde se observa a aleatoriedade dos residuos
em torno do zero indicando uma distribuigdo normal dos mesmos e também pela
andlise do “grafico da probabilidade normal dos residuos” (Figura A-2 do
Apéndice) onde se observa que os residuos brutos encontram-se dentro do
espectro de residuos padronizados (-1,96 a +1,96) de uma distribuicdo normal

indicando a auséncia de pontos influentes (valor extremo) ou valor atipico
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(outlier) (que significa uma observacdo com "alto" residuo). Se um valor
extremo for influente, ele interferiria sobre a funcdo de regressao ajustada (a
inclusdo ou ndo do ponto modificaria substancialmente os valores ajustados)
(MONTGOMERY, 2013).

5.3. Quantificacdo dos teores de flavonoides e fendlicos totais nos extratos

de erva mate

Os extratos obtidos da erva-mate (lllex paraguariensis) comercial foram
analisados quanto aos teores de flavonoides totais (TFLT) e fendlicos totais
(TFET). Os resultados dos métodos de extracdo por Soxhlet e maceracao séo
apresentados na Tabela 5.5, em funcdo dos diferentes tipos de solventes
organicos testados.

O resultado mais expressivo de teor de flavonoides totais foi verificado no
ensaio de extracdo de Soxhlet utilizando etanol como solvente. Para ambos os
métodos, os maiores valores de TFLT foram obtidos usando etanol como
solvente, seguido do acetato de etila, e n-hexano, considerados estatisticamente
diferentes de acordo com o teste de Tukey a 5% de nivel de significancia. Os
valores de flavonoides totais obtidos para os solventes etanol e acetato de etila
no método de maceracédo foram considerados estatisticamente iguais pelo teste
de Tukey a um nivel de 5% de significancia.

Para o teor de fendlicos totais verificou-se a mesma tendéncia, ou seja,
resultado mais elevado no ensaio de extracdo de Soxhlet com etanol. Da mesma
forma, para ambos os métodos, os maiores valores de TFET foram obtidos
usando etanol como solvente, seguido do acetato de etila, e n-hexano,
considerados estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey a 5%
de nivel de significancia.

De acordo com Jayaprakasha, Girennavar & Patil (2008), o acetato de
etila é utilizado para extrair compostos polares intermediarios, como as gliconas
pilihidroxiladas e flavonas, enquanto solventes polares, como o etanol, sado
usados para extrair compostos polares como heterosideos e catequinas. O
hexano é utilizado para a extracdo de compostos ndo polares, como 0s

carotendides. Assim, o0s resultados obtidos sugerem que a maioria dos
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flavonoides e fendlicos presentes nos extratos sejam de natureza polar e semi-
polar.

Segundo Mezzomo et al. (2010), o teor de fendlicos totais (TFET), indica
uma boa estimativa do potencial antioxidante, considerando que 0s compostos
fendlicos s&@o o0s principais componentes responsaveis pela atividade

antioxidante de extratos naturais.

Tabela 5.5. Teor de flavonoides totais (TFLT) e de fendlicos totais (TFET) dos extratos
da erva-mate obtidos pelos diferentes métodos e solventes avaliados. A mesma letra
sobrescrita na mesma coluna indica que ndo ha diferenca significativa a um nivel de
significancia de 5%.

Método Solvente TFLT (Mg EQ-Jextrato ™) TFET (mg EAG-Jextrato ™)
Etanol 75,7 £5,22 510,7 + 31,22

Soxhlet Acetato Etila 38,7 +1,8° 233,56+ 10,9¢
Hexano 29,1 +1,5¢ 120,1 + 3,8°
Etanol 60,2 + 4,2° 313,5+12,5°

Maceracdo Acetato Etila 58,2 + 2,9 172,3 + 6,09
Hexano 15,2 + 0,9¢ 87,9 +5,2

Na Tabela 5.5 observa-se que as diferencas nos teores de fendlicos totais
foram mais significativas considerando-se o solvente utilizado na extracao.
Conforme Boeing et al. (2014), a maior eficiéncia das extracdes de compostos
flavonoides e fendlicos depende do solvente utilizado e de sua polaridade. Os
maiores valores foram obtidos quando o etanol foi utilizado como solvente de
extracdo, fato que pode ser atribuido a melhor solvatacdo dos compostos
fendlicos nesse solvente devido as interacdes (ligacdes de hidrogénio) entre as
regides polares das moléculas fendlicas e o solvente (HO et al., 2018). Quando
solventes apolares, tais como n-hexano e COz2, sdo usados, extratos lipidicos
com baixos valores de TFET séo obtidos. De acordo com Jovanovic et al. (2017),
o etanol interage com os flavonoides por interacbes ndo covalentes, o que
promove uma rapida difusdo no meio de extragdo (PALSIKOWSKI, 2020).

O acetato de etila, que possui polaridade intermediaria, apresentou
valores de TFET que estavam entre 0s obtidos com etanol e com n-hexano. Além
disso, o acetato de etila possui menor eficiéncia de solvatacdo quando
comparado ao etanol, pois as moléculas de acetato de etila sdo apenas
aceptoras de prétons enquanto que o etanol € um doador de proton (BOEING et
al., 2014; NICACIO et al., 2017; PALSIKOWSKI, 2020).
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Dessa forma, o etanol foi o solvente escolhido para fazer a otimizagéao do
método de UAE, sendo o mesmo planejamento Box-Behnken com 15
experimentos utilizado para avaliar o efeito das variaveis temperatura, poténcia
e razado solvente/folha no teor de flavonoides totais e fendlicos totais, conforme

mostrado na Tabela 5.6.

Tabela 5.6. Matriz do planejamento experimental Box-Behnken para as respostas
TFLT e TFET, da extracdo assistida por ultrassom da erva-mate, utilizando etanol
como solvente.

Experimento Temperatura  Poténcia RSE TFLT TFET
T (°C) P (%) (mL.g?h (mg EQ-QGextrato ™) (mg EAG-Gextrato™)
1 40 50 15 27,1 364,1
2 60 50 15 15,7 52,4
3 40 50 7,5 14,7 253,3
4 60 50 7,5 44,1 294,2
5 40 20 10 48,5 198,7
6 60 20 10 61,4 82,1
7 40 80 10 48,4 108,6
8 60 80 10 67,2 102,1
9 50 20 15 59,3 400,3
10 50 20 7,5 50,4 369,1
11 50 80 15 44,2 271,0
12 50 80 7,5 70,3 432,4
13 50 50 10 55,5 501,1
14 50 50 10 54,5 495,3
15 50 50 10 55,2 502,5

A triplicata do ponto central indica uma boa reprodutibilidade do processo
de extracdo assistida por ultrassom, tanto para os resultados de flavonoides
como para os resultados de fendlicos. Comparativamente, o melhor resultado
(70,3 mg EQ-gextrate!) de TFLT foi obtido no ensaio 12, sendo préximo aquele
obtido por Soxhlet usando etanol (Tabela 5.5). Da mesma forma, o melhor
resultado (502,5 mg EAG-Qextrato?) de TFET foi obtido no ensaio 15 e esta
proximo ao obtido por Soxhlet usando etanol (Tabela 5.5).

O pico de extracdo de flavonoides (ensaio 12) se deu com temperatura de
50°C, poténcia de 80% e relacdo solvente:erva (RSE) de 7,5 mL.g* e o menor
teor (ensaio 3) se deu para uma temperatura e relacéo solvente:erva (RSE) mais
baixa. Por outro lado, a maior extracao de fendlicos (ponto central) se deu com
temperatura de 50°C, poténcia de 50% e relagdo solvente:erva (RSE) de 10
mL.g? e o menor teor (ensaio 2) foi verificado para uma temperatura mais alta

(60°C) e relagéo solvente:erva (RSE) mais alto (15 mL.g?).
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Analisando os dados da Tabela 5.6 e também as superficies de resposta
obtidas € possivel verificar que o teor de flavonoides (Figura 5.4) tende a
aumentar para valores mais altos de temperatura e RSL, ao passo que para 0s
fendlicos (Figura 5.5), valores intermediarios de temperatura e poténcia geraram
maiores extracdes desses compostos. As superficies de respostas podem ser

descritas conforme a regressfes quadraticas (equacdes 5.2 e 5.3) obtidas para
0 planejamento estudado.

TFLT = -597,57 + 17,94.T — 0,147.T? - 1,19.P + 0,018.P? + 40,73.RSE — 1,09.RSE? +
0,005.T.P - 0,27.T.RSE - 0,074.P.RSE (5.2)

TFET = -6993,48 + 267,78.T — 2,52.T? + 13.P — 0,14.P? + 123,00.RSE + 0,34.RSE? +
0,09.T.P - 2,38.T.RSE - 0,40.P.RSE (5.3)
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Figura 5.4. Superficies de resposta do planejamento experimental Box-Behnken para
o teor de flavonoides totais (TFLT) da EAU da erva-mate utilizando etanol como
solvente.
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Figura 5.5. Superficies de resposta do planejamento experimental Box-Behnken para
o teor de fendlicos totais (TFET) da EAU da erva-mate utilizando etanol como
solvente.
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Nos graficos de Pareto (Figura 5.6 “a” e “b”) observa-se, tanto para os
flavonoides (TFLT) como para os fendlicos (TFET) que quase todos os efeitos
das variaveis foram significativos, com excecao do termo linear da poténcia para
o TFLT e o termo quadréticos de RSE para o TFET. Além disso, o termo
quadratico da temperatura foi significativo, indicando que o aumento da mesma
nas extracdes assistidas por ultrassom, causa um aumento nos valores de TFLT
e de TFET. O mesmo néo se verificou para o termo quadratico de P e RSE. As

interac@es lineares entre as variaveis foram significativas.

P(Q) B = Q) B |
T(Q) -57,0111~l P(Q) ‘62,80751
RSE(Q) I51,s14sg 1Lby3L ‘-48,0885
1Lby3L ‘-42,3945 (1)T(L) |4s,3093
2Lby3L ‘.34,5951 2Lby3L ‘-24,466
()T(L) |25,12053 (3)RSE(L) |.24,1907
(3)RSE(L) 23,7333 (2)P(L) 47,7563
1Lby2L ‘5,963153 1Lby2L \14,42042
(2)P(L) :I-,-u 7683 RSE(Q) : 07613
(a) P05 , (b) = _
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5.6. Gréfico de Pareto de efeito para a poténcia, temperatura e RSE no teor de
(a) flavonoides totais (TFLT) e (b) fendlicos totais (TFET), da EAU (a = 0,05).

A Tabela 5.6 e a Figura 5.5 mostram que 0 aumento da temperatura além
de um valor intermediario leva a uma diminuicdo no teor de fendlicos, a uma
razao solvente/folha constante. Por isso, a temperatura deve ser selecionada de
acordo com o composto de interesse. A otimizacdo da temperatura deve ser
realizada para obter o maior rendimento do composto alvo sem que ocorra sua
degradacédo térmica (CHEMAT et al., 2017). Carrera et al. (2012) extrairam
compostos fendlicos de uvas vermelhas, segundo eles, um aumento na
temperatura geralmente leva a um aumento na recuperacao de fendlicos ao se
trabalhar com extragfes solido-liquido, porém altas temperaturas facilitam as
reacoes de degradacado por oxidacdo desses compostos.

Os valores de TFET, embora ndo fossem tdo sensiveis a variacdo da
razao solvente/erva, tiveram pequenos aumentos com a diminuicdo dessa razéo
solvente/erva, ou seja, com 0 aumento da massa de erva no mesmo volume de

solvente, como pode ser observado na Figura 5.5. Embora quantidades
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excessivas de material vegetal resultem no aumento da viscosidade, e assim
dificulta a difusdo dos polifendis através do meio de extracédo, os polifendis sao
altamente solluveis em soluc¢des aquosas (JOVANOVIC et al., 2017). O aumento
na razao solvente/erva nédo foi o suficiente para saturar o meio de extracdo, e
assim, foi possivel aumentar o rendimento da extragdo de compostos fendlicos
(PALSIKOWSKI, 2020).

Os modelos matematicos (regressodes) gerados (equacbes 5.2 e 5.3),
seguindo o planejamento experimental Box-Behnken, podem ser validados
através da andlise de variancia dos dados, conforme a Tabela 5.7.

O baixo p-valor da regresséao (< 0,05) e o p-valor da falta de ajuste acima
de 0,05 indica que ambos os modelos (regressfes) estatisticos gerados
(equacdes 5.2 e 5.3) ajustam bem os resultados experimentais obtidos para
TFLT e TFET. Além disso, os elevados valores dos coeficientes de determinacgao
do modelo R? e a sua proximidade com o R? ajustado indicam um bom ajuste da
regressado. Por outro lado, os residuos gerados pelo modelo conforme o “grafico
dos residuos vs valores preditos” (Figura A-3 do Apéndice) mostram a
aleatoriedade dos residuos em torno do zero indicando uma distribuicdo normal
dos mesmos. O gréafico da probabilidade normal dos residuos (Figura A-4 do

Apéndice) indicam a auséncia de outliers.

Tabela 5.7. Analise de variancia para predicéo do teor de flavonoides totais (TFLT) e
fendlicos totais (TFET) da extracdo assistida por ultrassom (a = 0,05).

Flavonoides totais (TFLT) (R? = 0,9963; R%justado = 0,9897)

SQ GL MQ F calc. p-valor
Regresséo 3934,155 9 437,128 151,234 0,000015
Falta de ajuste 13,963 3 4,654 19,018 0,050367
Erro puro 0,489 2 0,245
Residuo 14,452 5 2,890
Total 3948,607 14

Fendlicos totais (TFET) (R? = 0,9980; R?justado = 0,9945)

SQ GL MQ F calc. p-valor
Regressao 352922,1 9 39213,57 284,404  0,0000
Falta de ajuste 660,3 3 220,1 15,1 0,0627
Erro puro 29,1 2 14,6
Residuo 689,4 5 137,88
Total 353611,5 14

SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica
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5.4. Determinacdo da atividade antioxidante pelos métodos FRAP e DPPH

Os extratos de erva-mate obtidos por maceracdo e Soxhlet, foram
analisados quanto a atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP; o
primeiro mede a capacidade de eliminacao de radicais livres (MIGUEL, 2010) e
o segundo mede a capacidade da amostra em reduzir o complexo Fe3*-TPTZ
em Fe?*-TPTZ. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5.8.

Por meio da analise de variancia, verificou-se que, em cada método de
extracdo aplicado, o tipo de solvente exerceu influéncia significativa, sendo
obtidos resultados diferentes de atividade antioxidante na forma de FRAP. O
mesmo se verifica para os resultados de DPPH. Assim, observam-se resultados
superiores para o solvente etanol para as duas formas de antioxidante avaliadas,
sendo que, neste caso, 0 método de extracdo por Soxhlet se mostrou mais
efetivo do que o método de maceracdo. Os maiores resultados com etanol se
devem, provavelmente, ao elevado poder de solvatacdo de compostos
antioxidantes presentes na erva-mate, devido as interacfes (ligacdes de
hidrogénio) entre os sitios polares das moléculas antioxidantes e o solvente
(BOEING et al., 2014). Esse efeito do solvente na atividade antioxidante dos
extratos é devido aos potenciais antioxidantes diferentes de compostos com
polaridades diferentes (BOEING et al., 2014; PASIKOWSKI, 2019).

Tabela 5.8. Teor de FRAP e DPPH dos extratos da erva-mate obtidos pelos diferentes
métodos e solventes avaliados. A mesma letra sobrescrita na mesma coluna indica que
ndo ha diferenca significativa a um nivel de significancia de 5%.

Método Solvente FRAP DPPH
(umol EFe?* -Qexirato ) (umol ETrolox:gexirato )
Etanol 2441,9 + 95,62 458,3 + 24,22
Soxhlet Acetato Etila 631,7 £ 21,4°¢ 129,1 + 7,4¢
Hexano 112,0 £ 8,4° 59,2 + 3,2°
Etanol 1405,6 + 56,3° 267,1 +10,2°
Maceracdo  Acetato Etila 298,1 + 10,2¢ 93,2 + 6,44
Hexano 59,4 + 5 2f 71,0 + 4,7

Segundo Palsikowski (2020), considerando-se o mecanismo de reducéo
da molécula de DPPH, que esta relacionado com a presenca de grupos hidroxila
na molécula antioxidante, pode-se inferir que a atividade apresentada pelo

extrato mais polar € provavelmente devido a presenca de substancias com
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hidroxilas livres (fendlicas ou nao). Essa exigéncia estrutural pode estar
vinculada também a presenca de flavonoides (ARIGONY, 2005).

Conforme Ho et al. (2018), os polifendis sdo os principais responsaveis
pelas propriedades antioxidantes das plantas. Esses compostos agem como
antioxidantes pela doacdo de um atomo de hidrogénio, e pela quelacdo de
metais e extincdo do oxigénio singlete. Os compostos que exibem capacidade
antioxidante pelo método de FRAP sao geralmente doadores de prétons (HO et
al., 2018). Assim, para obtencdo de compostos fendlicos, o acetato de etila
proporciona uma recuperacdo mais baixa de compostos antioxidantes que o
etanol devido a sua baixa eficiéncia de solvatacdo, uma vez que as moléculas
de acetato de etila sdo apenas aceitadoras de prétons enquanto que as de etanol
sdo moléculas doadoras de prétons.

Assim como para os teores de flavonoides e fendlicos totais, foi estudada
a otimizacdo do método de UAE para as atividades antioxidantes de FRAP e
DPPH, sendo o mesmo planejamento Box-Behnken com 15 experimentos
utilizado para avaliar o efeito das varidveis temperatura, poténcia e razao

solvente/folha, conforme mostrado na Tabela 5.9.

Tabela 5.9. Matriz do planejamento experimental Box-Behnken para as respostas FRAP
e DPPH, da extragdo assistida por ultrassom da erva-mate, utilizando etanol como
solvente.

Temperatura  Poténcia RSE

Experimento FRAP DPPH

T (°C) P(%)  (mLg?
1 40 50 15 1642,0 394,0
2 60 50 15 1658,1 409,1
3 40 50 7,5 1412,2 318,3
4 60 50 7,5 1690,0 406,0
5 40 20 10 1867,3 461,2
6 60 20 10 1756,5 468,5
7 40 80 10 1704,3 413,2
8 60 80 10 1992,1 469,3
9 50 20 15 1847,0 458,0
10 50 20 7,5 1750,2 413,1
11 50 80 15 1765,8 427,0
12 50 80 7,5 1889,7 421,1
13 50 50 10 1756,0 485,6
14 50 50 10 1760,1 479,0
15 50 50 10 1750,3 470,0

FRAP em pmol EFe?*-gextrato™?, € DPPH em (umol ETrolox-gextato™)
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Fazendo-se a andlise estatistica do planejamento de forma semelhante
aos resultados de rendimento, flavonoides e fendlicos totais, verifica-se para os
resultados de FRAP e DPPH que a triplicata do ponto central sugere uma boa
reprodutibilidade do processo de extracao assistida por ultrassom.

O melhor resultado (1992,1 ymol EFe?*-gexrato’) de FRAP foi obtido no
ensaio 8, sendo inferior aquele obtido por Soxhlet usando etanol (Tabela 5.8).
Por sua vez, o melhor resultado (485,6 umol ETrolox-gextrato!) de DPPH foi obtido
no ensaio 13 e € superior aquele obtido por Soxhlet usando etanol (Tabela 5.8).

Verificando as superficies de resposta obtidas € possivel concluir que o
teor de FRAP (Figura 5.7) tende a aumentar para valores mais altos de
temperatura e RSL, sendo que o mesmo ocorre para o teor de DPPH (Figura
5.8). As superficies de respostas podem ser descritas conforme a regressdes
quadraticas (equacdes 5.4 e 5.5) obtidas para o planejamento estudado.

FRAP = -1110,9 + 74,4.T - 0,69.T> — 27,0.P + 0,16.P? + 273,3.RSE - 7,44.RSE? +
0,33.T.P - 1,53.T.RSE - 0,47.P.RSE (5.4)

DPPH =-1348,6 + 41,1.T-0,37.T2- 2,8.P + 0,01.P? + 146,0.RSE — 5,2.RSE? + 0,04.T.P
- 0,42.T.RSE - 0,07.P.RSE (5.5)

XX VAW, e,
XK

’0?:.4.‘:0‘

Figura 5.7. Superficies de resposta do planejamento experimental Box-Behnken para
o teor de FRAP da EAU da erva-mate utilizando etanol como solvente.
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Figura 5.8. Superficies de resposta do planejamento experimental Box-Behnken para

o teor de DPPH da EAU da erva-mate utilizando etanol como solvente.

Nos graficos de Pareto (Figura 5.9 “a” e “b”) observa-se, para o FRAP,

gue quase todos os efeitos das variaveis foram significativos, com excecdo do

termo linear da poténcia. Para o DPPH somente os termos lineares e quadraticos

de T e RSE foram significativos no nivel de significancia de 5%.

P(Q)
1Lby2L
RSE(Q)
(1T(L)
T(Q)
1Lby3L
2Lby3L

(3)RSE(L)

‘12,01171

(2)P(L)

4,064678

(a)

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

D - s B
.39'53553 T(Q) |9,321572
‘3454341 (1)T(L) ‘5,520711
|27.00416 (3)RSE(L) 6 087808
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‘-23,4474 (2)P(L) :|-: 69953
|-21 6264 1Lby2L 3,245104
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Figura 5.9. Gréfico de Pareto de efeito para as variaveis poténcia, temperatura e

raz&o no teor de (a) FRAP e (b) DPPH, da EAU (a = 0,05).

A analise de variancia do planejamento experimental Box-Behnken para

ambas as respostas é apresentada na Tabela 5.10, onde se verifica através do

p-valor para a falta de ajuste (> 0,05) e o p-valor para a regressao (< 0,05) que

somente o DPPH ajusta satisfatoriamente os dados experimentais e pode,

portanto, ter sua equacéo (regressao) validada (eq. 5.5). Por sua vez, o modelo
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gerado para o FRAP néo foi satisfatério, apresentando inclusive baixo valor de

Rzajustado.

Tabela 5.10. Analise de variancia para predi¢ao do teor de FRAP e DPPH da extracao
assistida por ultrassom (a = 0,05).

FRAP (R2 = 019515; Rzajustado = 0,8641)

SQ GL MQ F calc. p-valor
Regressao 229741,4 9 25526,8 10,89 0,0085
Falta de ajuste 11666,3 3 3888,7 153,50 0,0065
Erro puro 50,7 2 25,3
Residuo 11717,0 5 2343,4
Total 241458,4 14

DPPH (R? = 0,9682; R?justado = 0,9109)

SQ GL MQ F calc. p-valor
Regressao 26284,7 9 2920,5 16,89 0,0031
Falta de ajuste 750,2 3 250,1 4,39 0,1912
Erro puro 114,0 2 57
Residuo 864,2 5 172,8
Total 27148,9 14

SQ = soma quadrética; GL = graus de liberdade; MQ = média quadrética

5.5. Otimizacéo da extracdo assistida por ultrassom

Observando-se as superficies de resposta para os teores de FRAP e
DPPH por meio das Figuras 5.7 e 5.8, verifica-se uma semelhanca de
comportamento entre as mesmas, considerando as variaveis mais significativas
RSE e T. A mesma tendéncia € verificada para o teor de flavonoides (Figura 5.4).
Isso sugere que tanto os teores de flavonoides totais como as atividades
antioxidantes de FRAP e DPPH s@o maximizadas em niveis intermediarios de
temperatura e razao solvente:erva.

Assim sendo, seria interessante definir os valores dos parametros do
processo de EAU (T, P e RSE) que possam satisfazer (otimizar)
simultaneamente as quatro respostas estudadas (flavonoides totais, fendlicos
totais, FRAP e DPPH) por meio do planejamento experimental Box-Behnken, e
incluindo também o rendimento.

Esse estudo de otimizacdo € possivel ser feito no software Statistica por

meio da aplicacdo da funcédo desejabilidade (Desirability) a qual ira determinar
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os valores das variaveis T, P e SER (dentro das faixas ou niveis estabelecidos
no planejamento) que buscam maximizar os cinco resultados simultaneamente.
Por fim, é calculado o valor da desejabilidade (de 0 a 1), a qual indica o quanto
foi possivel, ou satisfatério, alcangar o objetivo a que se propde a tal funcéo.

Derringer e Suich (1980) propuseram a determinacéo das condi¢oes
Otimas através da otimizacdo multiobjetivo com restricbes usando funcdes de
desejabilidade global onde cada funcéo resposta é transformada em uma funcao
individual de desejabilidade, d(yi), compreendida no intervalo O e 1. Foi
estipulado que se a resposta for totalmente desejavel, d(yi) = 1, e se a resposta
estiver fora da regido aceitavel, d(yi) = 0.

Assim, as variaveis independentes sdo escolhidas combinando a
desejabilidade de cada varidvel-resposta através da média geométrica, o que da
a funcdo desejabilidade global D. O software Statistica v. 14.0.0.15 (TIBCO
Software Inc.) apresenta a funcdo “Response desirability profiling” em que é
possivel obter os perfis de desejabilidade globais em funcdo de cada variavel
independente, além de indicar o valor 6timo de cada variavel independente que
maximiza a desejabilidade global do processo (BARROS NETO et al., 2007).

Os graficos da resposta prevista pelo modelo e os perfis de desejabilidade
global permitem observar como as mudancas nos niveis de cada variavel
independente influenciam em cada variavel-resposta e na desejabilidade global,
respectivamente.

Assim, a Figura 5.10 apresenta os valores dos pontos 6timos das 5
variaveis resposta: Rend=19,93%, TFLT=70,12 mg EQ-gextrato™*, TFET=92,69 mg
EAG-gextrate?, FRAP=1915,8 pmol EFe?'-gextratoc e DPPH=495,82 pumol
ETrolox-gextrato™*, bem como as condigGes operacionais que levam ao 6timo das
respostas: T= 52,75 °C, P= 77% e RSE= 11,25 mL.g?. A funcéo desejabilidade
global alcancada foi de 0,8928.
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Profiles for Predicted Values and Desirability
Desirability
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Figura 5.10. Funcéo desirability do planejamento experimental Box-Behnken para a

EAU da erva-mate utilizando etanol como solvente.

5.6. Comparacao dos teores de antioxidantes da erva mate com outros

trabalhos

Uma analise comparativa dos teores de antioxidantes do presente

trabalho com algumas obtidas da literatura € apresentada na Tabela 5.11.

Verifica-se que a erva-mate se destaca quanto ao teor de compostos

fendlicos, e atividade antioxidante de FRAP e DPPH, comparativamente a outras

plantas. Isso faz com que a mesma, além do uso alimentar, pode ser utilizada

em outros segmentos, como farmacéutica, cosméticos, e também como aditivo

no biodiesel.
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Tabela 5.11. Comparacao de teores de Flavonoides, fendlicos, FRAP e DPPH da erva-
mate com outros trabalhos

Referéncia Planta Método de Flavonoides Fendlicos FRAP DPPH
utilizada extracdo
Este trabalho a;/?e Maceracéo 60,2 3135 1405,6 267,1
“ Erva- Soxhlet 75,7 510,7 2441,9 458,3
mate
“ Erva- EAU 70,3 502,5 1992,0 485,6
mate
Palsikowski Pata de ~
(2020) vaca Maceragéo 48,5 45,1 539,8 77,5
“ Pata de Soxhlet 57,2 58,6 625,6 98,4
vaca
« Pata de EAU 68,5 57,7 745,6 145,7
vaca
Viana (2020) C;‘;'Jg‘ﬁa Goldfish 111,6 276,7 3,3 536,3
“ Bk “ 123,6 161,5 3,3 526,9
jamboléo
« Folha : 353,8 305,9 55 550,1
pitanga
« F. « 291,4 299.9 5,2 534,9
pessego
Oleo
Santos (2018) candeia Soxhlet - 120,0 1848,0 -
Meregalli Casca
(2017 2roch EAU 374,0 589,5 ; ;

Flavonoides (mg EQ.gextrato?) , Fendlicos (mg EAG.gextrato™), FRAP (umol EFe?* -gextrato),
DPPH (umol ETrolox:gextrato™)

5.7. Teste de clarificacdo do extrato por cromatografia em coluna

Com o intuito de separar os compostos antioxidantes dos compostos que
conferem cor ao extrato, como a clorofila, foi feito um teste de clarificacdo do
extrato etandlico da erva mate, obtido por ultrassom. No processo de separacéo
por cromatografia em coluna do extrato etandlico da erva-mate foi observado
qualitativamente o arraste da clorofila conforme o eluente hexano/acetona (fase
movel) percorria a coluna contendo silica-gel (fase estacionéria), conforme é

possivel visualizar na Figura 5.11.
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Figura 5.11. Arraste da clorofila na coluna cromatogréafica com extrato de erva mate.

De acordo com Oliveira (2005), ha quatro mecanismos de separagao por
meio da coluna cromatogréfica. O primeiro, caracterizado pela separacao
liquido-sélido, relaciona a interagdo do soluto com a fase estacionaria
diretamente no sitio do adsorvente sélido. Partindo-se para a segunda
modalidade, hd uma interacéo liquido-liquido denominada particdo, em que a
fase estacionaria € um liquido, e esse pode estar adsorvido a superficie de um
suporte solido. O terceiro corresponde a troca idnica, em que a fase estacionaria
contém grupos ibnicos, catidnicos e anibnicos ligados ao suporte. Por fim, o
altimo mecanismo correspondente ao processo utilizado no trabalho que € a
cromatografia em gel, sendo a fase estacionaria composta de particulas com
poros que impedem determinados solutos permearem, fazendo com que
percolem mais rapidamente pela coluna.

De acordo com José et. al. (2009), a silica gel € uma alternativa para o
processo de secagem, pois a mesma retira a umidade por meio da adsorcéo

fisica da agua. Dito isso, avaliando a polaridade da agua, temos que a mesma é
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polar, pois a distribuicdo da densidade de elétrons é desigual pela molécula
(VOET, 2014). Ou seja, a silica gel por sua estrutura molecular também se
caracteriza como polar, assim, a coluna cromatogréafica € composta pela fase
estacionaria polar e, inicialmente, expressa como fase moével o eluente (hexano
e acetona) misto, porém tendendo ao apolar (OLIVEIRA, 2005).

Partindo-se para o conceito aplicado, a clorofila por ser polar (Figura 5.12),
ao ser inserida a amostra de extrato na coluna e o eluente percolar a mesma,
essa clorofila tende a ser arrastada, visto que a acetona na mistura com o hexano
faz com que a fase movel tenha certa polaridade, porém, menor que a silica gel.
Avaliando o antioxidante, como o p-fenilenodiamina, esse € composto por
fendlicos e radicais livres (Figura 5.13), a polaridade tende a ser maior que a da
clorofila em si.

Assim, ao alterar o eluente para o etanol, observou-se uma tendéncia de
0s antioxidantes serem arrastados pelo mesmo. Vale ressaltar que os tubos de
ensaios coletados com o0s antioxidantes apresentavam duas fases (etanol e

hexano com acetona).

Clorofila a @ -
o
Clorofila b @ _ )J\H

CH, CHs CHy CH;

Figura 5.12. Estrutura molecular clorofila.
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Figura 5.13. llustracdo exemplar da estrutura molecular do antioxidante p-
fenilenodiamina.

5.7.1. Clorofila

Conforme a metodologia de Lichtenthaler & Buschmann (2001), estimou-
se a concentragao de clorofila das amostras controle (pds-ultrassom, sem passar
na coluna), além de avaliar as amostras pos-cromatografia. Na Tabela 5.12 sé@o
apresentadas as concentracfes de clorofila da amostra controle e a maior

concentracéo obtida nas fracdes apds a cromatografia.

Tabela 5.12. Concentracéo de clorofila das amostras controle e apds a cromatografia.
Clorofila “a” Clorofila “b”

Amostra

(mg.L™) (mg.L™)
Pés-ultrassom 113,28 63,70
Poés-ultrassom 11,84 858

Tubo 6

Deve-se ressaltar que, visualmente, a clorofila aparece mais concentrada
no tubo de ensaio n° 6, como demonstrado na Figura 5.14.
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Figura 5.14. llustragdo dos tubos de ensaios coletados pds cromatografia em coluna.

7

Com o objetivo de clarificar os extratos, é de interesse que o0s
antioxidantes estejam dispostos em tubos de ensaios distintos aos com maior
concentracdo de clorofila. Assim sendo, partiu-se para a analise de fendlicos

totais.
5.7.2. Fendlicos Totais, DPPH e FRAP

Os compostos fendlicos tém capacidade antimicrobiana e também
propriedades antioxidantes, sendo capaz de atrasar a reacao de rancificacao de
Oleos e aumentar a estabilidade oxidativa lipidica (MAISETTA et. al., 2019).

Os valores encontrados do teor de fendlicos totais (TFET) estéo
apresentados na Figura 5.15. Nota-se que a concentracdo de fendlicos foi
expressiva em tubos de ensaios em que a clorofila se demonstrou ausente. O
tubo de ensaio 6timo, de acordo com a Figura 5.15, para o extrato de erva-mate

pés-ultrassom é o de nimero 11, com concentragdo de 179,1 mg EAG.gextrato™.
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Figura 5.15. Concentracao de clorofila “a”, “b” e fendlicos totais (TFET) por ensaio pés
cromatografia do extrato de erva-mate pés ultrassom.

A maior atividade antioxidante (DPPH e FRAP) é observada nas amostras
gue apresentaram maior concentracdo de fendlicos totais, pois a atividade
antioxidante esta ligada diretamente a esses compostos. Assim, na tabela 5.13

sao apresentadas as concentracdes referentes a atividade antioxidante.

Tabela 5.13. Atividade antioxidante dos extratos com maior concentragédo de fendlicos
totais para os métodos de DPPH e FRAP

DPPH (umol FRAP (umol
A

mostra ETFOlOX-gextrato-l) EFeZ+-geX1fat°-l)
Controle 410 1627
Tubo 11 215 578

Nota-se que a concentracdo tanto de DPPH quanto de FRAP sofre uma
reducdo consideravel ap6s passar pela coluna (tubo 11). Isso é justificado pelo
fato de que no controle, tem-se todo o0 extrato na sua concentracdo maxima de
obtencao, enquanto que nos tubos ocorre a diluicdo inerente a cromatografia. E
valido ressaltar também a presenca dos fendlicos totais nas amostras, visto que
os trés métodos tem o mesmo parametro, que € o fator antioxidante presente

como observado também no trabalho de Sant’Ana et. al. (2011).
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5.8. Caracterizacao do biodiesel

5.8.1 Aspecto

A Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP)
determina que o biodiesel deve apresentar um aspecto limpido e isento de
impurezas. Ao analisar o biodiesel obtido, sendo apresentado pela Figura 4.5,
pode-se constatar que sua aparéncia atende as exigéncias estabelecidas pela
ANP, sendo um produto isento de impurezas e limpido, além, de ndo apresentar

resquicios de agua.

5.8.2 Determinac&o do indice de Acidez

Ao se realizar a andlise do indice de acidez do biodiesel sintetizado
podemos observar que o mesmo se encontra dentro dos limites maximos que &
proposto pela ANP uma vez que o mesmo apresentou um valor de 0,12 + 0,006
mg de KOH.g%, e na andlise realizada com o titulador automatico obteve-se um
valor de 0,11+0,01 mg de KOH.gt, ambos apresentando resultados abaixo do
limite estabelecido de 0,50 mg de KOH.g™.

Essa analise corresponde aos miligramas necessarios de hidroxido de
potassio (KOH) para se realizar a neutralizacdo completa dos acidos graxos que
estdo presentes por grama de biodiesel analisado. O elevado indice de acidez
no biodiesel pode indicar que ele apresente um certo grau de degradacéao, pois
os acidos sao produtos gerados a partir das reacdes de oxidacdo. Além disso, a
presenca de acidos nos biodieseis pode desencadear problema em motores, e

o biodiesel pode apresentar caracteristicas corrosivas (VIANA, 2020).

5.8.3. Teor de éster

O principal parametro para avaliar a taxa de conversao de 6leos vegetais
em biodiesel é a determinacdo do teor de ésteres metilicos provenientes de
acidos graxos formados ao final do processo de transesterificagdo. O resultado
obtido para teor de ésteres foi de 97,1% = 0,8, mostrando-se apto para a
realizacdo dos testes quanto a estabilidade oxidativa do biodiesel. A legislacao
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exige que a porcentagem minima de éster presente em uma amostra seja de
96,5%, sendo determinada através do método cromatografico (VIANA, 2020). A
massa de éster € obtida por comparacao da area total dos picos correspondentes
com a area do pico de heptadecanoato de metila, utilizado como referéncia na
andlise (LOBO, FERREIRA & CRUZ, 2009).

5.9. Teste Rancimat

Quando se trata de analises de biodiesel, um dos parametros fisico-
guimicos mais essenciais é o0 teste de estabilidade oxidativa. Esta analise
determina a resisténcia a oxidacao lipolitica, que é expressa como um periodo
de inducéo (PI). O Pl representa o tempo necessario para aumentar a formacgao
de produtos oriundos de processos de oxidagdo. De acordo com a Resolucao
ANP n° 798 de 2019, os métodos para determinacdo da estabilidade oxidativa
devem ser realizados a 110°C utilizando equipamento Rancimat, conforme
EN14112 e EN15751.

Os valores dos tempos de inducédo para o biodiesel puro, para o biodiesel
com o0s antioxidantes naturais do extrato (tubo 11 apds a cromatografia e
amostra pos ultrassom) e para o biodiesel com antioxidante sintético BHT para

fins de comparacgéo séo apresentados na tabela 5.14.

Tabela 5.14. Teste de estabilidade oxidativa.

Amostra Tempo de inducéo (h)
Biodiesel com amostra purificada (tubo 11) 3,23+£0,26
Biodiesel com amostra pds-ultrassom 3,48 + 0,09
Biodiesel com antioxidante Sintético (BHT) 10,45 + 0,28
Biodiesel Puro 2,80+ 0,02

De acordo com a ANP, o tempo de indu¢cdo minimo para o biodiesel
nesses parametros € de 12 h, tempo abaixo desse pode desencadear problemas
de formacédo de produtos insolluveis. Em relacdo ao biodiesel puro, tem-se que
seu tempo médio de inducgéo ficou em uma faixa de 2,80 h, valor abaixo do
minimo proposto pela ANP. Isso pode ser explicado pela presenca de compostos

de acidos graxos insaturados, que s&do abundantes em O6leos vegetais e
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presentes no biodiesel, e que promovem a degradacéo lipolitica (CORSINI et.
al., 2006).

Considerando-se os testes de biodiesel com antioxidantes, seja natural ou
sintético, todos expressaram valores abaixo do minimo estipulado. De acordo
com Oliveira (2014) em sua pesquisa, obteve-se resultados de biodiesel
aditivado com sabura (antioxidante natural) com tempo de inducédo de 13,64 h,
porém, a concentracdo trabalhada pelo mesmo foi de 5000 ppm. E valido
ressaltar que a qualidade do biodiesel produzido e do método para o teste de
Rancimat influenciaram no resultado final dos antioxidantes naturais, visto que
as concentracbes finais de fendlicos totais eram relativamente baixas
comparadas as utilizadas no trabalho de Oliveira (2014) por exemplo, e a
concentragéo adicionada ao biodiesel em si foi menor que a mencionada pelo

autor.
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6. CONCLUSAO

Os resultados indicaram que a erva-mate (lllex paraguariensis) pode ser
considerada uma boa fonte de compostos fendlicos e flavonoides com atividade
antioxidante. Entre os métodos avaliados, o método de Soxhlet resultou em
maiores rendimentos, seguido dos métodos de extracdo assistida por ultrassom
e maceracao. Considerando o tempo de extracdo e o0 volume de solvente
utilizado, o método de ultrassom € mais vantajoso. O solvente etanol foi o que
teve maiores rendimentos devido a sua polaridade, e também devido a sua
capacidade de doar protons, resultou em extratos com maiores teores de
compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante em todos os métodos
de extracdo avaliados. Além disso, o etanol é mais adequado para industrias
alimenticias e farmacéuticas do que o n-hexano e o acetato de etila.

As condicdes experimentais que foram otimizadas para a extracao
assistida por ultrassom foram de 523,7°C, 77% da poténcia e razéo solvente/erva
de 11,2 mL.g. Considerando os resultados de rendimento, a variavel poténcia
apresentou o efeito positivo mais significativo devido ao aumento na cavitagao e
seus efeitos mecanicos. Para os teores de flavonoides e fendlicos totais a
temperatura teve efeito positivo mais significativo. Quanto a atividade
antioxidante, os teores de FRAP e DPPH apresentaram a relagc&o solvente:erva
como efeito positivo mais significativo.

Os modelos polinomiais quadraticos de segunda-ordem se ajustaram
adequadamente aos dados experimentais e foram uteis para predizer e otimizar
0 processo de extracdo em termos de rendimento, TFLT, TFET e DPPH, dentro
dos limites experimentais.

Além disso, o0 presente trabalho buscou promover a
clarificacéo/purificacdo dos extratos de erva-mate para posterior aplicacao dos
antioxidantes obtidos no biodiesel. De fato, o processo de cromatografia em
coluna promoveu a separacdo da clorofila do extrato, sendo que foi possivel
avaliar tal resultado tanto de forma qualitativa quanto quantitativa. Além disso, o
melhor resultado de fendlicos totais obtido apos a purificacéo foi de 179,1 mg de

EAG.gextrato! para o extrato de erva-mate.
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Porém, para o teste de estabilidade oxidativa do biodiesel, tem-se que
nenhum dos antioxidantes, naturais ou sintéticos, atingiu o valor minimo de
tempo de inducao estipulado pela Agéncia Nacional do Petréleo (ANP).

Por fim, é de interesse cientifico aprofundar os estudos referente a sintese
do biodiesel e aplicacdo desses antioxidantes naturais com a finalidade de
substituir os sintéticos para garantir formas de energias mais limpa e sem riscos
a saude humana. Como sugestéo é interessante trabalhar o exposto do trabalho
com métodos de teste de Rancimat para concentra¢cdes maiores, a fim de validar

a ineficiéncia ou ndo dos antioxidantes no biodiesel.
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