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Extrato de folhas de erva-mate in natura como aditivo ao biodiesel

In natura yerba mate leaf extract as an additive to biodiesel
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RESUMO: O biodiesel é uma solucgao energeticamente renovavel ao diesel, entretanto, sua instabilidade quimica,
exige a utilizacdo de antioxidantes sintéticos, para nao permitir alteracdes indesejiveis na qualidade deste
biocombustivel. A substituicdo das moléculas sintéticas por antioxidantes naturais pode tornar o biodiesel
totalmente renovavel. Neste trabalho tem-se o objetivo de avaliar a eficacia do extrato de folhas in natura de Ilex
Paraguariensis St. Hill, sob a estabilidade oxidativa do biodiesel. Foram empregadas técnicas para caracterizacao
do extrato, tais como: cromatografia gasosa, espectroscopia de energia dispersiva, determinacao da capacidade
antioxidante e fendlicos totais. Obteve-se atividade antioxidante de até 96% e teor de fendlicos totais para o
extrato acido de 32.679,0 mg EAG g!. Utilizando concentracdes de 200 ppm do antioxidante sintético terc-butil-
hidroquinona e extrato dcido de folhas nativa de erva-mate, in natura, resultou em um efeito sinérgio na atividade
antioxidante de 15%, e tempo de inducdo, superior ao minimo exigido pela Resolugdo da Agéncia Nacional do
Petréleo, Gas Natural e Biocombustivel (ANP) n® 920/2023. A condicao de melhor extracao de antioxidantes foi
quando se tem 33,33 g de folhas in natura em meio acido por 11,55 h a uma temperatura de 47,22 °C.
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ABSTRACT: Biodiesel is an energetically renewable solution to diesel, however, its chemical instability requires
the use of synthetic antioxidants, so as not to allow undesirable changes in the quality of this biofuel. Replacing
synthetic molecules with natural antioxidants can make biodiesel fully renewable. This work aims to evaluate the
effectiveness of the in nature Ilex Paraguariensis St. Hill leaf extract under the oxidative stability of biodiesel.
Techniques used to characterize the extract were: gas chromatography, dispersive energy spectroscopy,
determination of antioxidant capacity and total phenolics. Antioxidant activity of up to 96% and total phenolic
content for the acid extract of 32679.0 mg EAG g ! were obtained. Using concentrations of 200 ppm of the synthetic
antioxidant tert-butylhydroquinone and acid extract from the native leaves of yerba mate in nature, resulted in a
synergistic effect in antioxidant activity of 15% and induction time, higher than the minimum required by
Resolution No. 920/2023 of the Brazilian National Agency of Petroleum, Natural Gas and Biofuels. The condition
for the best extraction of antioxidants was when 33.33 g of in nature leaves were kept in an acidic medium for 11.55
h at a temperature of 47.22 °C.
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1 INTRODUCAO

A crescente utilizacao da erva-mate como matéria-prima, para diversos setores
produtivos como nas inddstrias de cosméticos e alimenticios, se dd devido sua composicao
quimica. Os principais compostos quimicos detectados nas folhas e ramos da planta sao
os polifendis (dcido clorogénico) e em maior concentracdo as xantinas (cafeina e
teobromina). Esses compostos possuem diversas propriedades, como estimulantes,
antioxidantes e anti-inflamatoérias. Por esse motivo diversas pesquisas, foram realizadas
para determinar o potencial antioxidante do extrato de erva-mate, com o intuito de
mostrar as potencialidades desta planta (Cheminet et al., 2021; Contreras-Esquivel et al.,
2022; Duarte et al., 2020; Silva et al., 2022a; Wolff et al., 2019).

A erva-mate apresenta variacoes em sua qualidade e no conjunto de suas
caracteristicas fisico-quimicas, devido a influéncia de alguns fatores como: idade da planta,
época de colheita, os tipos de cultivares da erva (nativos ou de origem de reflorestamento),
os sistemas de cultivo, a regiao produtora, a incidéncia solar ou de sombra na planta, solo e
até as formas de beneficiamento e armazenamento (Duarte et al., 2020).

Nos estudos de aplicacao da erva-mate como antioxidante natural, multiplas
técnicas tém sido exploradas para realizar a extracao dos seus compostos ativos, visando
sua aplicabilidade em substituicao aos antioxidantes sintéticos, os quais tem sido alvo de
questionamentos quanto a sua inocuidade-toxicidade. Atualmente, as pesquisas se
direcionam no sentido de encontrar compostos naturais que possam substituir os
sintéticos, ou realizar associacoes com estes, minimizando sua aplicabilidade com visao
sustentavel dos sistemas estudados (Silva et al., 2022b; Perin et al., 2024; Boschen, 2020).

O uso de antioxidantes no biodiesel é essencial devido sua baixa estabilidade
oxidativa. Ao contrario dos combustiveis fosseis, que apresentam caracteristicas mais
estaveis, pouco alteradas ao longo da estocagem e relativamente inertes aos demais tipos
de efeitos de degradacao, o biodiesel tem seu tempo de oxidagao acelerado, devido a agao
do ar, da luz, temperatura e umidade (Masetto, 2022). O contato com contaminantes,
organicos, inorganicos ou microbianos tendem a introduzir variagoes significativas na
qualidade do produto quanto a resisténcia a oxidacao. A exposicao do biodiesel ao ar
atmosférico, também é um dos principais fatores de oxidacao, permitindo alteracoes
indesejaveis na qualidade deste biocombustivel e suas misturas, tais como: elevacao da
acidez, aumento da corrosividade metdlica e a formacao de produtos indesejaveis, como
polimeros e depdsitos que podem ser observados ao longo do tempo de estocagem (Braga
et al., 2024; Boschen, 2020).

A instabilidade oxidativa do biodiesel é, portanto, uma grande barreira ao uso do
biodiesel, quando utilizado em percentual maior do que o autorizado pela Agéncia
Nacional de Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP, 2023) e consequente aumento
do mercado para esse biocombustivel. O uso de antioxidantes sintéticos na producao do
biodiesel nao contribui para obtencao de um processo renovavel, desta forma a adi¢ao de
antioxidantes naturais, em biodiesel pode minimizar este impacto (Silva et al., 2022b;
Silva et al., 2022c; Molinare et al., 2022).

A atividade antioxidante proveniente de uma fonte natural é influenciada por
diversos fatores, tais como, pais ou regidao na qual a planta foi cultivada, o solvente, a
técnica de extracao empregada, e ainda, a forma em que a amostra se encontrava para
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analise, se em po, em extrato ou como uma fracao isolada, bem como outras variaveis
como tempo e temperatura de extracao sdo fatores-chave nos processos de extracao, pois
afetam tanto a cinética de liberacao de fenolicos da matriz sélida, quanto a atividade
antioxidante do extrato (Canterle, 2005).

Este trabalho tem como finalidade, demonstrar uma rota eficiente de extracao de
compostos das folhas de erva-mate in natura, empregando meios organicos e aquosos para
aplicacao na producao do biodiesel.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 OBTENCAO DE AMOSTRAS

As amostras foram coletadas, em uma propriedade rural da cidade de Inacio
Martins — PR (25,44787° S, 51,12950° O), onde se produz a erva-mate nativa sombreada.
A identicacao de uma amostra da planta passou pela curadoria de um especialista
boténico e foi registrada a exsicata, de nimero 3101 e depositada no herbario Araucaria
da Universidade Estadual do Centro Oeste, Campus Cedeteg, Guarapuava PR. Sendo uma
pesquisa que envolve patrimonio genético, esta foi incluida no cadastro Sistema Nacional
de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN),
numero: A91E974.

Foram coletadas somente as folhas da planta. As folhas in natura (sem nenhum
processamento), eram utilizadas para producao de extrato. A extracao foi sempre
realizada, no mesmo dia da colheita das folhas, para evitar a oxidacao das mesmas. Na
erva-mate podem ser encontradas enzimas oxidativas, estas enzimas estao associadas ao
escurecimento das folhas, pois promovem a oxidacao de compostos fenélicos (Ceni et al.,
2009) e estes sao importantes compostos com funcoes antioxidantes.

2.2 PREPARACAO DE EXTRATO DE ERVA-MATE

As folhas verdes (in natura) foram trituradas em um liquidificador, com o solvente
do respectivo meio em estudo, sendo o extrato acido a solucao cloridrica 0,5 mol L,
extrato neutro o metanol anidro PA (nominado neutro devido pH préximo de 7,00) e
extrato basico a solugao contendo 1,5 g de hidroxido de potassio em 30 mL de metanol.

O 4cido cloridrico 0,5 mol L™ foi utilizado na etapa de purificacao do biodiesel.
Desta forma, o acido enriquecido com os compostos da folha, foi utilizado para lavagem
do biodiesel e incorporacao de antioxidantes no biocombustivel, e 0 metanol é o alcool
mais comumente utilizado na reacao de transesterificacao, juntamente com o hidréxido
de potassio como catalisador (transesterificacao basica).

Uma amostra de 50 g de folhas previamente selecionadas foi triturada com 200 mL de
solvente, para preparacao de cada um dos extratos, que foi deixado por 24 h em banho ultra
termostatico na temperatura de 50 °C. Na sequéncia a amostra é filtrada para separacao da
parte solida, e a solucao livre de particulas sélidas foi inserida na sintese do biodiesel.
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2.3 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS POR CROMATOGRAFIA
GASOSA CG-EM

Na identificacdo dos componentes da mistura, para os extratos 4cido e neutro, foi
realizada a andlise por cromatografia em fase gasosa com espectrometria de massas
acoplada (CG-EM).

Um cromatografo em fase gasosa acoplado a um espectrometro de massas (Shimadzu
GCMS-QP2020) na central de analises da Universidade de Sao Paulo (USP) foi utilizado com
a fonte de ionizacao de elétrons (1.18 kV) equipado com coluna capilar DBWAX com 30 m de
comprimento, 0,250 mm de didmetro interno, 0,25 pm espessura do filme. As condi¢des de
analise foram: injetor = 230 °C, detector = 260 °C, programacao = 60 a 260 °C com razao de 10
°C min, Split 1:5, pressao do gas hélio foi de 16,2 psi e fluxo total de 13,8 mL min e a injecao
foi feita manualmente (1 puL). No detector de massas a temperatura da camara de ionizacao
foi de 230 °C, foi utilizado o sistema de deteccao EM (Espectroscopia de Massa) no modo
“scan” operando na faixa de razao massa (m)/carga (z) de 35 -350 (m/z).

2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Ap0s os ensaios cromatograficos preliminares, decidiu-se pelo extrato acido, para
realizacao do planejamento experimental, pois obteve-se uma melhor solubilizacao de
compostos da folha neste meio. Este delineamento experimental teve como objetivo
determinar a melhor condicao de preparo de um extrato rico em antioxidantes. Utilizou-
se o Software Statistica® 13.3 licenca n°. JKZ8011299309HUB-8, para determinar o
potencial antioxidante do sistema quanto as variaveis: (I) temperatura (II), quantidade em
gramas de folhas utilizadas e (III) tempo de contato com o acido cloridrico 0,5 mol L.
Aplicou-se a analise de variancia (ANOVA) para comparar estas trés variaveis, ou
caracteristicas do sistema de extracao, que influenciam diretamente o potencial
antioxidante, utilizado como resposta na analise estatistica. Os ensaios foram feitos em
triplicata (Tabela 1).

Tabela 1. Variaveis utilizadas no delineamento experimental realizado

Ensaio Temperatura (°C) Concentracao (g L) Tempo (h)
1 37,5 35 8
2 25 50 8
3 25 35 16
4 50 35 16
5 50 20 8
6 37,5 35 16
7 50 50 8
8 37,5 35 24
9 25 20 24
10 37,5 50 16
11 37,5 20 16
12 25 50 24
13 25 20 8
14 37,5 35 16
15 50 20 24
16 50 50 24
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2.5 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Todas as solucoes descritas na Tabela 1 foram avaliadas quanto a capacidade
antioxidante pelo método do DPPH, o qual consiste na determinacao da atividade
antioxidante total, pela reacao de reducao do radical livre difenil-picril-hidrazina (DPPH),
que apresenta coloracao violeta, formando o composto DPPH de coloracao amarela. A captura
do DPPH resulta na diminuicao da absorbancia (A) no comprimento de onda de 515 nm.

Para o desenvolvimento do método, inicialmente a solucao etandlica de DPPH 0,1
mmol L foi preparada e posteriormente diluida em etanol por um fator de 10. As
determinac¢oes foram realizadas com adicao de 2,7 mL de DPPH em 0,3 mL do solvente
utilizado no extrato para o controle (Acontole). A absorbancia da amostra é obtida, apds 30
minutos de reacao da mistura: 0,3 mL de amostra de extrato que recebeu 2,7 mL de DPPH
(Aamostra). Como branco das amostras, foram misturados extrato e etanol. Apos foi realizada a
leitura da absorbancia no espectrofotometro UV/VIS, no comprimento de onda de 515 nm.

Todos os ensaios realizados, em triplicata. A percentagem de captura do radical
livre DPPH que corresponde a atividade antioxidante (AApppu) sera calculada com base na
Equacao 1.

%AA — Acontrole= Aamostra X 100 (1)

Acontrole

Onde Acontole corresponde a absorbancia da solucdo controle de DPPH e Aumosta @
absorbancia do DPPH com a respectiva amostra.

2.6 TEOR DE FENOLICOS TOTAIS (TPC)

Foi realizada a quantificacio de compostos fendlicos para os trés extratos
estudados. A determinacdo do teor de compostos fenodlicos totais foi realizada pelo
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau usando acido galico como padrao. A
coloracao do reativo de Folin-Ciocalteu (molibdato, tungstato e 4cido fosférico) muda de
amarelo para azul na presenca de compostos fenolicos e ha boa correlacao entre a
intensidade da cor com a quantidade de fendis na amostra.

Neste procedimento, uma aliquota de 0,50 mL de cada extrato foi diluida com 2,50
mL de reagente de Folin-Ciocalteu: dgua 1:10 (v/v) e 2,00 mL de solucao de carbonato de
sédio 4 % (m/v). Essa mistura permaneceu em repouso por 1 h em temperatura ambiente
e a absorbancia foi determinada a 785 nm. Para quantificar o teor de fendlicos dos
extratos, uma curva de calibracao foi construida seguindo o mesmo procedimento, mas
substituindo os extratos por diferentes concentracoes de acido galico: 10, 25, 40, 70, 85 e
100 mg g! de acido galico. Os resultados foram expressos como miligramas equivalentes
de acido galico por grama da amostra (mg EAG g'). A metodologia empregada foi
conforme descrita por Singleton et al. (1999).
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2.7 MICROANALISE QUIMICA POR MEV/EDS

A espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) integrada ao microscopio
eletronico de varredura (MEV) foi utilizada para identificar os elementos quimicos
presentes na amostra. A amostra para esta andlise foi preparada pela secagem das folhas
em estufa, a 105 °C até massa constante. Foi utilizado um equipamento MEV Tescan®
modelo veja 3 com detector SE e filamento de tungsténio a 20 keV e WD de 5, 10 e 15 mm.

2.8 OBTENCAO E PURIFICACAO DO BIODIESEL

Para obtencao do biodiesel foi utilizada a reacao de transesterificacao por rota
basica. Neste processo, o 6leo de soja comercial foi aquecido a uma temperatura préxima
a 80 °C, sob agitacao magnética. Em outro recipiente, dissolveu-se hidréxido de potassio
(1,5% da quantidade de 6leo, ou seja, 1,5 g de catalisador para 100 mL de 6leo) em metanol
anidro (30 % da quantidade de 6leo utilizada), elevando a temperatura do sistema de
alcool anidro com catalisador para a 40 °C. Apoés, transferiu-se a mistura de uma vez sé
para o sistema de 6leo aquecido, mantendo-se uma temperatura de 65 °C, sob agitacao
magnética por 1 hora (Viomar, 2013). Terminada a reacdo de transesterificacdo, os
produtos obtidos foram transferidos para um funil de decantacao. Deixou-se em repouso
por 24 h para separa¢ao da mistura de biodiesel e glicerol.

O biodiesel deve passar pelo processo de purificacao para remover residuos de
glicerina e alcool, assim como neutralizar o catalisador com uma solu¢ao acida e remover
a umidade. Desta forma as etapas de purificacao consistiram da adicao sobre o biodiesel
bruto, primeiramente de uma solucao de acido cloridrico 0,5 mol L™! para neutralizacao do
pH, ap6s decantacao remove-se e segue entao a adicao da solucao saturada de cloreto de
sodio (NaCl), apds decantagao removeu-a. A ultima etapa foi a adicao da dgua destilada e
apo6s sua remocao fez-se a secagem do biodiesel pela adicao de sulfato de magnésio, o qual
ficou em agitacao por 1 hora e apos filtracao conclui-se a purificacao.

A entrada do extrato na sintese se deu de duas formas: do extrato neutro utilizou-
se 0 metanol enriquecido com o extrato. Quando do extrato acido, foi utilizado na
primeira etapa de purificacao com 4cido cloridrico 0,5 mol L%

2.9 ENSAIO DE ESTABILIDADE OXIDATIVA

O biodiesel obtido enriquecido com extrato de erva-mate foi avaliado quanto a
estabilidade oxidativa, também uma amostra sem antioxidante, foi avaliada para o se
obter o tempo de inducao referéncia do biodiesel puro.

O método Rancimat, é a andlise mais adotada com relacdo ao estudo de
estabilidade oxidativa do biodiesel, de acordo com a ANP, o biodiesel deve ser testado a
uma temperatura de 110 °C e obter um periodo minimo de 13 horas (ANP, 2023). Neste
ensaio, a amostra de biodiesel é mantida em um tubo vedado sob aquecimento constante
de 110 °C aum fluxo de arde 10 L h'!, com o processo de oxidacao do biodiesel, sao gerados
cada vez mais acidos volateis, que por sua vez, sao direcionados a um compartimento do
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aparelho contendo dgua destilada e, através de um eletrodo, a condutividade elétrica é
medida. A partir do momento em que ocorre o aumento intenso na condutividade elétrica,
acontece um ponto de inflexao na curva, o tempo para chegar até esse ponto é chamado
de periodo de inducao (Pelegrini, 2021).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 IDENTIFICAGAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS EXTRATOS

Para caracterizar a composicao quimica dos extratos de erva-mate foi realizada a
CG-EM. A Tabela 2 apresenta a relacao de moléculas identificadas.

Tabela 2. Nome e relacdo drea/massa dos principais compostos quimicos encontrados na CG-EM do
extrato acido

Pico t(':::;:)" RZT/‘;&;O Composto quimico Férmula molecular
1 6,772 6,53 Levoglucosenona CsHsO3
2 8,883 22,76 5-Hidroximetilfurfural CsHgO,
3 14,220 10,65 B-D-Glicopiranose, Ci2H2,014
4 16,793 6,65 Cafeina CsH1oN4O,
5 17,321 18,91 Teobromina C7H3N40z
6 17,700 6,88 Biciclo [2.2.1] heptano-2-o0l C7H;20
7 18,082 20,79 ACidO Eicosandico C20H4002
8 18,333 15,93 Brasilato de Etileno C15H2604
9 19,026 7,88 1-Octadecanol C1sHss0
10 20,140 11,12 Acetato de Z-10-Tetradeceno 1-ol C16H300,
11 23,827 8,30 2-Methiltetracosano CysHs
12 24,393 4,02 Ftalato de Bis(2-etil-hexil) C24H3304
13 28,107 8,37 Octacosano CasHss
14 28,526 7,59 Permetrina C21H30Cl;03
15 29,250 5,37 Acido 1,3 Benzenodicarboxilico Co4H3504

A cafeina (1,3,7- trimetilxantina), a teobromina (3,7-dimetilxantina) e a teofilina
(1,3-dimetilxantina), sdo substancias pertencentes a classe dos alcaloides purinicos que
se encontram em diversas espécies vegetais, chamadas de metilxantinas. Esses compostos
possuem propriedades estimulantes, antioxidantes, anti-inflamatéria além de serem
utilizados pela industria de cosméticos (Bracesco et al., 2011; Santos et al., 2015).

A cafeina e teobromina estao em maiores concentragoes nas folhas e em menores
nos ramos. A teofilina é encontrada em pequenas propor¢coes somente nas folhas. A
concentracao de xantinas nas folhas da erva-mate esta associada a fatores genéticos e
ambientais, sendo influenciadas pela época de colheita e processo de secagem (Pereira,
2021). As concentracoes de cafeina em area cultivadas com elevada luminosidade tendem
a ser menores, do que em areas cultivadas sombreadas e que também provoca mudancas
morfolégicas nas plantas (Pereira, 2021). E importante ressaltar que a cafeina vem sendo
indicada como um composto potencialmente antioxidante (Lima et al., 2010).
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Os polifenois constituem de 20% a 30% da composicao da erva-mate, sao soluveis
em agua, incolores e conferem o sabor adstringente ao mate (Barboza, 2006). Os acidos
fendlicos sao algumas das substancias que constituem o grupo dos compostos fenélicos.
Caracterizam-se por terem um anel benzénico no grupamento carboxilico e um ou mais
grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades
antioxidantes. De acordo com a tabela 2 os compostos: B-D-glicopiranose (flavonoide
glicosilado), ftalato de Bis(2-etil-hexil) derivado do &cido ftalico, a permetrina, e o
composto 4acido 1,3-benzenodicarboxilico, que possuem grupamento carboxilico
importante, sao compostos fenolicos que constituem 15,49% da composicao quimica da
amostra.

Foi possivel também a identificacao das moléculas de metilxantinas no extrato
neutro, quando se utilizou o metanol como solvente, porém obteve-se uma menor
solubilizacdo dos compostos da folha no meio organico, pois se identificou uma
quantidade menor de substancias neste meio, em comparacao ao meio acido. Segundo a
literatura Mussatto et al. (2011) o metanol é considerado um bom solvente para extracao
de polifendis, mas com a metodologia utilizada, nao foi esse o resultado encontrado.
Devido a formacao de precipitado na amostra do extrato basico a andlise de cromatografia
para esta amostra nao foi realizada.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para todas as condicoes da Tabela 1 das trés varidveis estudadas, o valor da
atividade antioxidante obtida no extrato foi elevado, acima de 86%. Observou-se que
quando o tempo é de 24 horas, ndo é interessante temperaturas elevadas de 50 °C, pois se
tem uma reducao da atividade antioxidante. Isso indica uma degradacao da folha, e perda
dos compostos antioxidantes. Quando diminui a temperatura, mesmo durante 24 horas,
aumenta-se a atividade antioxidante. Esses dados serao mais bem discutidos apds a
aplicacao da andlise estatistica, que sera apresentada a seguir.

A avaliacao estatistica dos dados da Tabela 1, quanto a regido de combinacao
bindria entre concentracao e tempo pode ser observada por meio das curvas de nivel
apresentadas na Figura 1.

Na temperatura de 50 °C tem-se um melhor resultado de atividade antioxidante,
quando o tempo e a concentracdo diminuem para 8 h e 20 g L'}, respectivamente. Porém
quando diminui a temperatura para 20 °C (Figura 1B) o tempo deve ser maior que 8 horas,
para ter uma atividade antioxidante maior que 94%, ou seja, em temperaturas menores
deve-se deixar mais tempo o substrato em contato com o acido para se obter maior
extracao do antioxidante.
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Figura 1. Superficie de resposta para erva-mate in natura (concentracao em g L'!) e DPPH (AA%) em
diferentes temperaturas (°C)

Na Tabela 3 sao apresentadas as informacoes referentes 8 ANOVA da superficie de
resposta, para o modelo quadratico empregado para o planejamento experimental.

A ANOVA permitiu avaliar os efeitos da concentracao, temperatura e tempo sobre
a varidvel resposta em termos de atividade antioxidantes da amostra. Para concentracao
e tempo os valores de p foram significativos para o modelo linear. Para a temperatura o
valor de p foi significativo para o quadratico.
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Tabela 3. ANOVA para o tratamento estatistico dos resultados referentes ao planejamento para
obtencao da atividade oxidativa das amostras

Soma Graus de Média
Fator Quadratica Liberdade Quadratica F p
(5Q) (GL) (MQ)
Regressao (R) 107,29 9 11,921
Temperatura (linear) 0,2736 1 0,2736 0,6389 0,5079
Temperatura (quadratica) 1,2570 1 1,2570 2,9356 0,2287
Concentracao (linear) 11,1387 1 11,1387 26,0140 | 0,0363
Concentracao (quadratica) 7,2629 1 7,2629 16,9622 0,0542
Tempo (linear) 33,2968 1 33,2968 77,7622 0,0126
Tempo (quadratico) 3,0391 1 3,0391 7,0978 0,1167
Interagao ) 4,0317 1 4,0317 9,4158 | 0,0918
temperatura*concentracdo
Interagao 25,4391 1 25,4391 | 59,4122 | 0,0164
temperatura*tempo
Interagao 0,0561 1 0,0561 0,1311 | 0,7519
concentracdo*tempo
Residuo (r) 22,729 7 3,247
Falta de ajuste (faj) 21,8735 5 4,3747 10,2169 | 0,0915
Erro puro (ep) 0,8564 2 0,4282
Soma Quadréatica Total
= 130,0232 16
(5Qr)

O modelo quadratico, contendo as variaveis independentes codificadas, esta
representado pela Equacao 2, contendo os termos lineares, quadraticos e de interacao.
Sendo T - temperatura, C - concentracao e t - tempo.

DPPH = 95,27 —0,3308 T — 1,369 T? — 2,1108 C — 3,292 C* — 3,6494 t — 2,130 t* +
1,419TC — 3,566 Tt — 0,167 Ct (2)

Conforme ja avaliado nos graficos de superficie de resposta, a Equacao 2 também
deixa evidente a forte interacao entre a temperatura e o tempo de imersao.

Segundo o delineamento experimental, foi possivel avaliar a melhor condicao das
variareis estudadas, a fim maximizar a resposta da atividade antioxidante obtida em termos
de %AA, e apresentar o resultado de cada variavel envolvida no processo, em que se observa
o nivel 6timo para cada uma. Também se obteve a configuracao de cada fator para a melhor
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resposta, onde a temperatura foi de 47,22 °C, a concentracao de 33,33 g L'! e o tempo de
11,55 horas, que de acordo com o modelo tem-se o maior valor de AA de 96,21%.

Uma amostra nestas condi¢oes de concentracao, temperatura e tempo, para extracao
do antioxidante em meio acido foi produzida, para determinar a atividade antioxidante e
comprovar o resultado do delineamento experimental. Este resultado foi de 89,39 +0,18%,
um pouco inferior ao previsto de 96,21%. Esta diferenca ja era esperada por se tratar de um
extrato natural (folhas in natura de erva-mate), por mais que sejam da mesma arvore, nao
apresentam composicao exatamente igual, pois esta diretamente ligada a fatores genéticos
e ambientais. Contudo, através destas condi¢Oes experimentais utilizadas para extracao foi
possivel obter, um fator antioxidante elevado e a aplicacdo do procedimento estatistico
possibilitou maior confiabilidade pela resposta significativa obtida e principalmente mostra
a dependeéncia entre as variaveis e sua influéncia na resposta.

3.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante obtida pelo método do DPPH para os diferentes extratos
obtidos, expresso em termos de atividade antioxidante (Equacgao 1), para a condicao de
extracdo utilizada, sendo temperatura de 47,22 °C, concentracao de 33,33 g L ™! e o tempo
de 11,55 horas foi de 96,21% para o extrato acido, 86,73% para o extrato neutro e 9,45%
para o extrato neutro.

A atividade antioxidante dos sistemas com extrato acido e neutro apresentaram
valores elevados, ja no extrato basico obteve-se um valor bem abaixo dos demais. Os
extratos de erva-mate produzidos em trabalhos anteriores (Wolff et al., 2019; Machado et
al., 2020; Bassani et al., 2014), que estudaram extratos hidroalcéolicos e aquosos em
temperatura ambiente e 80 °C obtiveram percentual de AA pelo mesmo método DPPH entre
40 e 80%. Todos se referem ao uso de folhas que ja passaram por processo de secagem ou
torra. Portanto quando se compara com esses dados da literatura é possivel afirmar que na
utilizacao da folha in natura tem-se um ganho na extracao de compostos antioxidantes.

Deve-se considerar que a composicao quimica da folha da erva-mate também pode ser
influenciada por diversos fatores, dentre estes esta a forma de cultivo, se a planta é cultivada
a pleno sol ou de forma sombreada, interferindo na produ¢ao de compostos fenélicos assim
como, na AA. As plantas sombreadas apresentam maiores teores de cafeina, acido
clorogénico e acido galico em comparacao aos plantios comerciais ao sol (Pereira, 2021).

3.4 DETERMINACAO DE TEOR DE FENOLICOS TOTAIS (TFT) E ESTABILIDADE
OXIDATIVA

Os compostos fendlicos possuem propriedades antioxidantes e estao presentes na
erva-mate, desta forma o teor de fendlicos totais, se torna um parametro importante na
caracterizacao dos extratos. O TFT dos extratos de erva-mate determinados pelo método
de Folin-Ciocalteu, expresso em mg EGA g! de cada extrato, e os ensaios referentes a
estabilidade a oxidacao, para as amostras de biodiesel, obtidas nas trés condig¢oes sao
apresentadas na Figura 2.
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Figura 2. Em (A) Teor de fendlicos totais dos extratos em (mg EAG g'!) e (B) tempo de inducao das
amostras de biodiesel
Nota: B = biodiesel, Ext. = extrato, B+Ext. = biodiesel mais extrato.

Os teores de fenolicos totais e tempo de inducao confirmam os resultados da
atividade antioxidante. Ressalta-se que esta atividade antioxidante se trata do extrato in
natura, inicial, sem considerar a aceleracao da oxidacao. Na Figura 2B o tempo de inducao
refere-se aos ensaios de aceleracao da oxidacao onde o extrato 4cido aumentou o tempo
de inducao em quase 100% enquanto o do extrato organico em a.c 70%, coincidente com
os resultados dos teores fendlicos que no caso do extrato in natura de erva-mate sao os
principais responsdveis pela atividade antioxidantes. Os compostos fenolicos sao
antioxidantes de origem natural capazes de retardar processos oxidativos, isso indica que
o extrato acido é uma fonte promissora para extracao destas moléculas da folha in natura
da erva-mate.

O periodo de indugao do biodiesel de soja de 2,82 horas mostra a baixa estabilidade
oxidativa, explicada pela presenca de acidos graxos poli-insaturados na composicao do
6leo. Ha uma incorporacao do extrato de erva-mate ao biocombustivel, principalmente
quando foram utilizados os extratos acido e neutro, na sintese do biodiesel. Mas estes
extratos obtidos na condicao de temperatura de 47,22 °C, concentracao de 33,33 gL' e o
tempo de 11,55 horas ainda nao permitiram, que o valor do tempo de inducao do biodiesel
atingisse o exigido pela Resolu¢ao ANP n° 920/2023 (ANP, 2023).
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A amostra de biodiesel obtida quando utilizado o extrato dcido de erva-mate, foi
aditivada com diferentes concentragoes de terc-butil-hidroquinona (TBHQ), para avaliar
o efeito sinérgico entre os compostos (Figura 3).
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Figura 3. Tempo de inducao das amostras estudadas
Nota: B = biodiesel, Ext. = extrato, B+Ext. = biodiesel mais extrato.

Utilizando a concentragao de 200 ppm do antioxidante sintético e o extrato acido
de erva como antioxidante natural, foi possivel observar um ganho de cerca de 15% no
periodo de inducao, indicando um efeito sinergico antioxidante, ou seja uma combinacao
positiva entre a mistura do extrato natural e o antioxidadente sintético. Este novo valor
de tempo de inducao obtido é superior ao exigido pela Resolu¢ao ANP n° 920/2023 (ANP,
2023), que é de um periodo de 13 h a temperatura de 110 °C.

A incorporacao de antioxidantes naturais no biodiesel pode trazer ganhos
ambientais, econoOmicos e tecnoldgicos importantes, ajudando a melhorar a estabilidade
do combustivel e a reduzir impactos ao longo da cadeia de valor. Um impacto positivo
também é possivel na valorizacao da erva-mate como fonte de antioxidantes naturais, nao
somente para aplicacao no biodiesel, mas em muitos sistemas em que se utiliza essas
moleculas bioativas.

3.5 ANALISES DE ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (EDS) DA
AMOSTRA

A analise semiquantitativa obtida pela técnica de EDS, que permitiu identificar os
elementos quimicos presentes na amostra de folhas secas é apresentada na Tabela 4.

Tabela 4. Espectroscopia de energia dispersiva do p6 das folhas secas
Elemento C (0] Mg Al Si Cl K Ca Mn Cu
% (m/m) 63,29 2884 0,51 0,21 0,51 0,35 491 0,63 0,53 0,21
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A Tabela 4 corresponde aos valores de porcentagem atomica obtidos em
espectroscopia de energia de elétrons. Foram obtidas altas concentrac¢oes de carbono e
oxigénio, como era de se esperar para componentes de folhas vegetais. Os
macronutrientes K, Ca, Mg, estao presentes, sendo maior o teor de potdssio, coerente com
outras literaturas, que demonstram que na folha de erva-mate a concentracao destes
elementos se encontram na seguinte ordem K > Ca > Mg (Oliva et al., 2014; Heinrichs et
al., 2001). Também os micronutrientes Cu, Mn e Si estdao presentes na folha. A
concentracao destes elementos esta relacionada as condi¢oes de fertilidade do solo, do
ambiente, dentre outros fatores.

A presenca do aluminio (Al) pode ser destacada, pois a erva-mate é uma espécie
que ocorre naturalmente em solos de elevados teores de Al, um elemento, que
normalmente é téxico para a maioria das espécies, e prejudicial ao seu crescimento. No
entanto, ha espécies que melhoram seu crescimento na sua presenca, um indicio de
tolerancia, pois os compostos fendlicos também presentes na matriz vegetal, minimizam
o efeito téxico do aluminio. Maiores concentracoes de compostos fendlicos foram
encontradas em algumas espécies tolerantes ao Al e esta classe de compostos secundarios
tem sido descrita como responsaveis pela alta atividade antioxidante atribuida a espécie
(Tatsch et al., 2010; Campos et al., 2014).

4 CONCLUSAO

A andlise da composicao quimica das folhas nativas de erva-mate Ilex
paraguariensis St Hil in natura, revelou um elevado percentual de cafeina e teobromina,
caracteristico de plantas cultivadas em regioes sombreadas. Os compostos fendlicos
corresponderam a 15,49% da composicao da amostra do extrato dcido, metabdlicos
responsaveis pelas propriedades antioxidantes da erva-mate.

A utilizacao dos extratos de folhas in natura, de erva-mate promoveram agao
antioxidantes do biodiesel, sendo que os extratos acidos e neutros foram os mais
eficientes, apresentando atividade antioxidante da ordem de 96%. O maior teor de
fendlicos totais foi obtido para o extrato acido, promovendo um aumento de cerca de
100% do periodo de inducao das amostras do biodiesel nos ensaios de oxidacao acelerada.

Os ensaios que foram realizados da mistura dos antioxidantes, sintético de terc-
butil-hidroquinona e o extrato acido das folhas nativas de erva-mate Ilex Paraguariensis
St Hil in natura, resultaram em um efeito sinérgico na atividade antioxidante do biodiesel
da ordem de 15%, tendo um tempo de inducao do biodiesel de 14,95 h, valor superior ao
exigido pela Resolucao da ANP n° 920/2023.

A condicao que proporcionou a melhor extracao dos compostos antioxidantes,
dentre os métodos de extracao utilizados, foi a concentracao de 33,33 g L™! de folhas de
erva-mate in natura em meio acido por um periodo de 11,55 h e temperatura de 47,22 °C.
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