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RESUMO

A producdo e estocagem do biodiesel requer cuidados especificos que visam garantir sua
qualidade, sendo necessario o uso de antioxidantes para aumentar a estabilidade oxidativa. Em
substituicdo as moléculas sintéticas que comumente sdo utilizadas para atender tal especificacao,
plantas com alto teor de antioxidantes tem sido alvo de estudos devido a sua menor toxicidade.
O objetivo desse trabalho é avaliar e comparar a acdo antioxidante das espécies Kalanchoe
daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier and Kalanchoe laetivirens quando aplicados no
biodiesel. Os extratos brutos foram produzidos com as raizes e folhas secas e frescas utilizando
etanol 70% (v/v) por maceracdo estatica, Sohxlet e ultrassom. A determinacdo da umidade foi
feita por gravimetria, a analise de compostos fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteau, a analise
de atividade antioxidante pelo método de DPPH e a andlise de estabilidade oxidativa a 110°C
utilizando amostras de biodiesel aditivadas com 1000, 3000 e 5000 PPM dos extratos brutos. As
espécies estudadas apresentaram um alto teor de umidade e alto rendimento nos extratos obtidos
com material seco. Apresentaram compostos fenolicos que puderam promover a atividade
antioxidante em ensaio com radical DPPH. Os extratos com maior agdo antioxidante foram
obtidos de K. daigremontiana utilizando Sohxlet e ultrassom na concentracdo de 5000 ppm,
aumentado o tempo de inducgéo do biodiesel de 8,72 £ 0,11h para 11,70 £ 0,04h e 11,39 + 0,07h
respectivamente. Apesar de ndo se adequarem a exigéncia da ANP, ambas as espécies tém
capacidade de atuar como fonte de antioxidantes naturais, considerando o0s 6timos resultados com
extratos brutos.

Palavras-chave: aranto, antioxidantes naturais, fenois, oxidacao, rancimat.

ABSTRACT

The production and storage of biodiesel requires specific care to guarantee its quality, being
necessary the use of antioxidants to increase the oxidative stability. In substitution to synthetic
molecules that are commonly used to attend such specification, plants with high antioxidant
content have been studied due the lower toxicity. The objective of this paper is to evaluate and
compare the antioxidant action of the species Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H.
Perrier and Kalanchoe laetivirens applied in biodiesel. The crude extracts were produced with
the roots and leaves dried and fresh leaves using 70% ethanol (v/v) by static maceration, Sohxlet
and ultrasound. The determination of moisture was made by gravimetry, the analysis of phenolic
compounds by the Folin-Ciocalteau method, the analysis of antioxidant activity by the DPPH
method and the analysis of oxidative stability at 110°C using biodiesel samples additived with
1000, 3000 and 5000 PPM of the raw extracts. The species studied showed a high moisture
content and high vyield in the extracts obtained with dried material. They presented phenolic
compounds that could promote antioxidant activity in an assay with DPPH radical. The extracts
with the highest antioxidant action were obtained from K. daigremontiana using Sohxlet and
ultrasound at a concentration of 5000 ppm, increasing the biodiesel induction time from 8.72 +
0.11h to 11.70 = 0.04h and 11.39 £ 0.07h, respectively. Despite not to reach the ANP
requirement, both species have ability to act as a source of natural antioxidants, considering the
excellent results with raw extracts.

Keywords: aranto, natural antioxidants, phenols, oxidation, rancimat.
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1 INTRODUCAO

Em 2005 o biodiesel comecou a fazer parte da matriz energética Brasileira, compondo
inicialmente 2% do 6leo diesel comercial e sendo uma alternativa renovavel ao uso do diesel
fossil. Derivado de lipidios vegetais e animais, o biodiesel ¢ o produto principal da reagdo de
transesterificacdo que ocorre entre triglicerideos e alcool na presenca de um catalisador,
produzindo também a glicerina como subproduto (ANP, 2021). Durante o armazenamento desse
biocombustivel, condi¢cdes como a luz, a temperatura, os metais e os radicais livres favorecem
os processos oxidativos. A produgdo de moléculas como aldeidos, cetonas, acidos, peroxidos e
polimeros de massa superior durante a oxidagdo, interferem diretamente nas caracteristicas
quimicas do combustivel, e por fim, no desempenho dos motores de combustao (OLIVEIRA et
al., 2012).

O oxigénio atmosférico reage com as duplas ligagdes dos ésteres, resultando na auto-
oxidacdo. Isso estd relacionado diretamente com os acidos graxos insaturados presentes nos
triglicerideos, como exemplo dos 4cidos linoléico e linolénico como mostrados na figura 1 a
seguir, estdo presentes no dleo de soja que € a principal matéria prima nacional (RAMOS et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2012). Para minimizar essa degradagdo e aumentar a estabilidade
oxidativa do biodiesel a 110°C para o minimo de 12 horas, a Agéncia Nacional de Petréleo, Gés
Natural e Biocombustiveis (ANP) estabeleceu por meio da Resolugdo ANP N°798 de 01 de
agosto de 2019 a obrigatoriedade do uso de um aditivo antioxidante (BRASIL, 2019).

Figura 1. Estrutura molecular dos acidos graxos linoleico (A) e linolénico (B) com destaque para as insaturagdes

1 ..’ % 9 B

Fonte: OLIVEIRA et al. (2012)

Os antioxidantes sdo definidos como moléculas naturais ou sintéticas que atuam inibindo
ou retardando a oxida¢do de diferentes compostos, por meio do bloqueio das reagdes em cadeia.
Os compostos fenolicos, a quinona, a lactona, os tocoferdis e entre muitos outros, sao exemplos

de moléculas organicas com a fun¢do de evitar a oxidagdo (CRUZ, 2014; RAMALHO et al.,
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2006). As plantas produzem diversas dessas moléculas que atuam como antioxidantes, com o
objetivo principal de combater a a¢do dos radicais livres (VIZOTTO et al., 2010). Esses
antioxidantes naturais possuem grande potencial para aplicacdo na industria de biodiesel, ja que
se faz necessario a substituicdo dos antioxidantes sintéticos, devido a sua toxicidade (GATO et
al., 2016). Além de que por serem oriundos de fontes renovaveis de facil cultivo, podem reduzir
o custo do produto final.

Os antioxidantes sintéticos como o BHA (2,3-terc-butil-4-hidroxianisol), o BHT (2,6-
diterc-butil-p-creso), o PG (galato de propila) e o TBHQ (terc-butil-hidroquinona) sao
amplamente utilizados nas industrias, sendo este tltimo classificado como o melhor para 6leos e
gorduras (FOOD INGREDIENTS BRASIL, pg.18, 2009). Segundo Takemoto (2005), ha
estudos que mostram possiveis efeitos toxicologicos, como indugdo de tumores, retardo no
crescimento, hiperplasia no estdomago e anemia, sendo o TBHQ (terc-butil-hidroquinona) um
potencial mutagénico em alguns ensaios realizados.

A espécie Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier, mostrada na figura 2 a
seguir, faz parte da familia Crassulaceae e ¢ popularmente conhecida como Aranto ou Mae-de-
milhares. E uma espécie nativa do continente africano, mas pode ser encontrada nas regides
tropicais e subtropicais de todo o planeta (UDI, 2016). Sendo alvo de estudos, apresentou
atividade antioxidante nos extratos das raizes (KOLODZIEJCZYK-CZEPAS et al., 2016), das
folhas (RASHID et al., 2013; BOGUCKA-KOCKA et al., 2018; ZAWIRSKA-WOJTASIAK et
al.,, 2019) e das flores (PUERTAS MEJIA et al., 2014), além da presenca de vitamina C
(ZAWIRSKA-WOIJTASIAK et al., 2019) e de fendis (RASHID et al., 2013).

Em K. daigremontiana foi identificado a presen¢a dos glicosideos cardiotonicos como os
bufadiendlidos (KOLODZIEJCZYK-CZEPAS et al., 2016) que podem ser encontradas em outras
espécies desse género e que possuem uma certa toxicidade (LOZANO-MILO et al., 2020), sendo
necessario uma aten¢ao quanto ao consumo direto desses vegetais. O género Kalanchoe abriga
diversas espécies com potencial anti-inflamatério e para tratar infecgdes. A espécie Kalanchoe
laetivirens, também exibida na figura 2 a seguir, tem demonstrado acdo anticancerigena no
extrato das folhas (KAEWPIBOON et al., 2014) e a presencga de fendis e flavonoides (PINHEIRO
et al., 2020).
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Figura 2. Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier (A) e Kalanchoe laetivirens (B)

Fonte: Autores

Mesmo com poucos estudos disponiveis na literatura, K. laetivirens desperta um grande
interesse, assim como K. daigremontiana na area farmacéutica e principalmente na area industrial
(KOLODZIEJCZYK-CZEPAS et al., 2016; BOGUCKA-KOCKA et al., 2018; PUERTAS
MEJiA et al., 2014; KAEWPIBOON et al., 2014). Desse modo, este trabalho tem como objetivo
comparar a a¢ao antioxidante dos extratos brutos hidroetanolicos de Kalanchoe daigremontiana
Raym.-Hamet & H. Perrier e Kalanchoe laetivirens, além de determinar o método de extragdo

com maior rendimento e avaliar a capacidade dos extratos retardarem da oxidagao do biodiesel.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

A coleta do material vegetal foi realizada em agosto de 2021 no municipio de Lucas do
Rio Verde/MT, localizado a uma altitude de 390 metros sob o nivel do mar, nas coordenadas
geograficas S 13°06713,0" W 55°54710,9"". As espécies Kalanchoe daigremontiana Raym.-
Hamet & H. Perrier e Kalanchoe laetivirens tforam comparadas morfologicamente com trabalho
realizado por Madariaga-Navarrete et al., (2021), Alves (2019) e com as exsicatas MBM302738
e MBM331500 do acervo digital do Herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba. As
espécies coletadas ndo apresentavam partes férteis como as flores, o que inviabilizou a produgao
de exsicatas e deposito em herbario.

O material vegetal foi higienizado com agua para retirar o residuo de solo e separou-se as
folhas e as raizes, dividindo em material fresco e material para secagem. A secagem foi realizada
em estufa a 40°C por 15 dias, e o material a ser usado fresco foi enviado diretamente para a

producao dos extratos.
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2.2 DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

Foi empregado o método gravimétrico descrito na Farmacopeia Brasileira (ANVISA,
2019), no qual pesou-se 2g da amostra fresca das folhas e das raizes trituradas. O material fresco
foi submetido a secagem em capsulas de porcelana, em estufa a 105°C por 5 horas, e foi realizado
novas pesagens até que atingisse a constancia do peso. O percentual de umidade foi expresso

pela formula: %UMIDADE= (massa fresca — massa seca) / massa fresca x 100.

2.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS POR MACERACAO ESTATICA (EMD e EML)

As folhas frescas, devidamente lavadas, foram trituradas mecanicamente utilizando
processador elétrico de alimentos, e submetidas a maceragao estatica. Utilizou-se o etanol 70%
(v/v) como solvente, na proporc¢ao de 1:1 (m/v) por 7 dias em temperatura ambiente (25°C). O
conteudo foi filtrado e concentrado em rotaevaporador a 70°C e seco posteriormente em estufa a
40°C até a eliminagdo completa do solvente. Os extratos secos de K. daigremontiana Raym.-
Hamet & H. Perrier (EMD) e K. laetivirens (EML) foram armazenados em ambiente refrigerado

(3°C) e livre de luz e umidade, até a execugao das analises.

2.4 OBTENCAO DOS EXTRATOS POR EXTRACAO EM SOHXLET (ESD e ESL)

O material seco constituido por folhas e raizes de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H.
Perrier (ESD) e K. laetivirens (ESL), foi triturado mecanicamente fazendo uso de processador
elétrico de alimentos, sendo posteriormente submetidos a extragdo em aparelho Sohxlet.
Utilizou-se etanol 70% (v/v) na proporg¢do de 1:16 (m/v). Os dois extratos obtidos foram filtrados
e concentrados em rotaevaporador a 70°C, sendo secados em estufa até a completa eliminagao
do solvente residual. O armazenamento foi realizado em ambiente refrigerado (3°C) e livre de

luz e umidade, até a realizacao das analises.

2.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS POR BANHO ULTRASSONICO (EUD e EUL)

As folhas e as raizes das plantas foram mecanicamente trituradas por processador elétrico
de alimentos, sendo submetidas a extragdo por 90 minutos com etanol 70% (v/v) na proporcao
de 1:5 (m/v). A extra¢do ocorreu em banho ultrassonico da marca SolidSteel modelo SSBu com
temperatura controlada de 25°C, frequéncia ultrassonica de 40 KHz e 160 watts de poténcia. Os
extratos obtidos de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier (EUD) e K. laetivirens (EUL)
foram filtrados e concentrados em rotaevaporador a 70°C, sendo secos em estufa a 40°C para
eliminagdo completa do solvente e armazenados em seguida em ambiente refrigerado (3°C) e

livre de luz e umidade.
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Todos os extratos secos foram diluidos em etanol 70% (v/v) para a realiza¢do dos ensaios.
Tais extratos fluidos foram armazenados em frascos &mbar e mantidos sob refrigeracdo (3°C) até

a realizagdo das analises.

2.6 ANALISE DE CONTEUDO FENOLICO TOTAL

O contetdo fendlico foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu com modificagdes
(DIAS, 2016), em que uma aliquota de 0,25 mL de cada extrato diluido (100-1000 pg/mL) foi
transferida para tubos de ensaio com 2,75 mL da solugdo de 3% do reagente Folin-Ciocalteu.
Agitou-se por 10 segundos em vortex e realizou-se um repouso de 5 minutos. Apds o tempo
decorrido, inseriu-se 0,25 mL da solu¢do de Carbonato de sodio 10%, agitou-se em vortex por
10 segundos e submeteu-se a repouso de 60 minutos na auséncia de luminosidade. A leitura
ocorreu em espectrofotdometro digital de duplo feixe UV-Vis da marca Kasuaki modelo IL-0082-
BI, em um comprimento de onda de 765 nm, utilizando Etanol 70% (v/v) P.A como branco.

Foi produzido uma curva padrao utilizando 4cido galico nas concentracdes de 0,5-100
mg/L. Os dados obtidos na analise foram expressos em mg equivalente a dcido galico/g de extrato

seco, através da equacio da reta: y=0,0049 x - 0,0088, com R?= 0,9986.

2.7 ANALISE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Foi utilizado o método de captura do radical 1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl (DPPH)
descrito por Rashid et al. (2013) com modificagdes. Deste modo, em tubos de ensaio, uma
aliquota de 2,0 mL da solucdo de DPPH em etanol 95% (v/v) P.A (32 pg/mL) foi misturada com
2,0 mL dos extratos diluidos nas concentragdes de 25-200 pg/mL em etanol 70% (v/v) P.A. Os
tubos foram agitados em vortex e repousaram por 30 minutos em ambiente sem luz. As leituras
das amostras foram realizadas em espectrofotometro digital de duplo feixe UV-Vis da marca
Kasuaki modelo IL-0082-BI, em um comprimento de onda de 517 nm, utilizando etanol 95%
(v/v) P.A como branco.

Utilizou-se um controle negativo composto da solugdo de DPPH e etanol 70% (v/v) P.A
em substituicdo dos extratos. Foi utilizado um controle para cada diluicdo dos extratos,
substituindo o DPPH por etanol 95% (v/v) P.A com o objetivo de diminuir o erro ocasionado
pelos pigmentos das amostras. O percentual de atividade antioxidante (%AA) foi calculado pela
formula: %A A= (Absorbancia controle - Absorbancia amostra) x 100/Absorbancia controles.

Foi produzido um grafico de regressao linear para cada extrato onde x=concentracao e y=

percentual de atividade antioxidante. O calculo de ECso foi determinado por meio da substituicao

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.3, p. 16998-17015, mar., 2022.



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

17005

do y na equagdo da reta de cada extrato, pelo valor de 50, onde se obteve a concentragao de

extrato que reduziu 50% da concentracao do radical DPPH.

2.8 ANALISE DE ESTABILIDADE OXIDATIVA DO BIODIESEL

O biodiesel utilizado foi produzido por processo industrial na Fabrica de Biodiesel Fiagril
LTDA, localizada no municipio de Lucas do Rio Verde — MT, sendo fornecido gentilmente para
a analise. A transesterificacdo seguiu-se com Metanol e utilizou o Metdxido de sodio como
catalisador. A matéria prima empregada foi oriunda de blend, constituido de 6leo de soja (70%)
e Oleo de milho (30%). Amostras de 20g de biodiesel foram aditivadas com os extratos nas
concentragfes de 1000, 3000 e 5000 ppm, sendo realizada a agitacdo apOs a mistura em
equipamento vortex.

A analise ocorreu logo ap6s a aditivacdo sendo determinada como descrito na norma
oficial EN 14112, fazendo uso do equipamento Rancimat modelo 873 da marca Metrohm, com
auxilio do Software Metrodata 873 Biodiesel Rancimat Software 1.1, aplicando 3 g de biodiesel

por amostra para determinacdo do Tempo de Indugdo a uma temperatura de 110°C.

2.9 ANALISE ESTATISTICA
As andlises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos sdo correspondentes
a média £ desvio padrdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido

de Teste Tukey com 5% de significancia, utilizando o software Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A polaridade dos solventes pode otimizar ou dificultar a extracdo, de acordo com o teor
de dgua presente na amostra (SOUZA, 2019). O Etanol 70% (v/v) favoreceu as extragdes, ¢ ainda
pode-se melhorar o desempenho fazendo uso dos diferentes métodos extrativos.

O teor de umidade das plantas demonstrou ser um fator que refletiu no rendimento dos
extratos, como pode ser observado na Tabela 1. Apesar das folhas nao diferirem estatisticamente,
apresentaram um alto teor de agua, proximo de 95%. As raizes apresentaram umidade
relativamente maior em K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier (86,03 £ 0,53%) quando

comparada com K. laetivirens (82,19 = 1,20%)).
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Tabela 1. Teor de umidade das folhas e das raizes das espécies Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H.
Perrier e Kalanchoe laetivirens

Espécie Parte isolada da planta Umidade (%)

Folhas 95,05+ 0,19€

Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier Raizes 86.03 £ 0,53
Folhas 95,26 + 0,02€

Kalanchoe laetivirens Raizes 82.19+ 1207

As letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenga estatistica a 5% de significancia

Segundo Souza (2019), a umidade elevada deve ser levada em consideragdo durante o
processo de secagem das plantas. A contamina¢do do material por fungos resulta na degradagao
dos compostos bioativos, além de ocorrer a producdo de moléculas indesejadas, ou até mesmo
toxicas, e prejudicar a extracao.

Os rendimentos dos extratos foram superiores aos encontrados na literatura, descritos por
Puertas Mejia et al. (2014) que obteve 1,48% e Kolodziejczyk-Czepas et al. (2016) com 6,96%,
jé que diferiram entre os métodos de extrag@o e o material vegetal utilizado. A espécie Kalanchoe
laetivirens apresentou um rendimento maior nas extragdes com material seco, sendo 31,64% por
Sohxlet e 17,24% por ultrassom. Para a espécie Kalanchoe daigremontiana, a extragao por
Sohxlet rendeu 16,56% e a extracao por ultrassom 9,68%. Esses dados diferem com os obtidos
na maceragao, ja que K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier obteve maior rendimento
(3%) quando comparada com K. laetivirens (1,90%).

Os compostos fendlicos sdo oriundos majoritariamente da via do acido chiquimico,
podendo ser caracterizados por moléculas que possuem no minimo um anel aromatico, em que,
pelo menos um hidrogénio ¢ substituido por uma hidroxila. Essas moléculas conferem
caracteristicas sensoriais as plantas, como cor € aroma, além de serem antioxidantes importantes,
impedindo a agdo dos radicais livres (VIZZOTO et al., 2010). Na Tabela 2 a seguir, € possivel

comparar o rendimento e o teor de compostos fenolicos de cada extrato.

Tabela 2. Comparagdo dos métodos de extragdo em relag@o ao percentual de rendimento e o conteudo fenolico total
dos extratos

Conteudo fenélico total

Extratos Rendimentos dos extratos (mgEqAG/g extrato seco)
EMD 3,00% 28,50 + 0,968
EML 1,90% 20,14 + 1,264
ESD 16,56% 71,22 +£1,33€
ESL 31,64% 70,81 = 0,70°
EUD 9,68% 74,91 +1,37°
EUL 17,24% 79,57 +£ 1,93

Legenda: EMD) Extrato por maceracdo de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier; EML) Extrato por
maceracdo de K. laetivirens; ESD) Extrato por Sohxlet de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier; ESL)
Extrato por Sohxlet de K. laetivirens; EUD) Extrato por ultrassom de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier;
EUL) Extrato por ultrassom de K. laetivirens; EQAG) Equivalentes a Acido galico. As letras iguais na mesma coluna
ndo apresentam diferenga a 5% de significancia
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Nos extratos obtidos por maceragao estatica a espécie Kalanchoe daigremontiana Raym.-
Hamet & H. Perrier apresentou um conteudo fendlico de 28,50 + 0,965 mg EqAG/g, sendo
superior a espécie Kalanchoe laetivirens (20,14 + 1,256 mg EqAG/g). Tais resultados se
assemelham aos estudos realizados por Jaiswal et al. (2014) em Kalanchoe pinnata (Lam) Pers.,
que obteve um teor de 28,4 = 2 ngEqQuercetina/mg de extrato. Tal método de extracao obteve
os menores teores quando comparados com os demais métodos, podendo estar relacionado com
a presenca de agua no material vegetal.

As extracdes por ultrassom mostraram-se mais eficientes quando se busca obter altos
teores de conteudo fenolico, além de ocorrer em menos tempo e sem necessidade de aquecimento.
K. laetivirens sobressaiu-se apresentando 79,57 + 1,935 mg EqAG/g de extrato, ¢ K.
daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier apresentou 74,91 + 1,367 mg EqAG/g de extrato.
Segundo Schons et al. (2017), a extragdo por ultrassom favorece a obtencdo das substancias
intracelulares, por meio da extrusdo dos tecidos vegetais ocasionada pela intensidade das ondas
ultrassonicas.

As extragdes por Sohxlet apresentaram resultados que ndo diferiram estatisticamente
entre K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier (71,22 + 1,334) e K. laetivirens (70,81 +
0,698). Possivelmente a temperatura elevada e o tempo que foi submetida a extragdo por Sohxlet,
pode ter sido um fator de degradacdo desses compostos, apresentando uma menor concentragao.
Resultado ainda maior foi descrito por Pinheiro et al. (2020), em K. laetivirens, que obteve 166,66
+ 0,8mgEqAG/g de extrato, fazendo uso da maceragao estatica e etanol 96% (v/v) como solvente.

Os flavondides, juntamente com os 4acidos fendlicos, estdo presentes nas plantas do
género Kalanchoe como compostos fenolicos (LOZANO-MILO et al., 2020). A produgao desses
flavonoides podem ser influenciadas pela luz solar, em que as plantas cultivadas sob luz solar
direta apresentam um maior teor desses compostos, ja que estes sdo responsaveis pela protecao
da radiagdo e da formacgdo dos compostos reativos de oxigénio (PINHEIRO, 2017). Este pode
ser um dos motivos da grande variagdo nas concentracdes apresentadas na literatura, com os
resultados obtidos neste trabalho, além do estresse hidrico que também influencia no
desenvolvimento das plantas.

A atividade antioxidante de vegetais ¢ comumente confirmada pelo método DPPH, onde
o extrato reduz o radical através de uma reacdo de oxirreducao. As moléculas antioxidantes
transferem um elétron para o radical, impedindo que ele oxide outros compostos disponiveis
(PIRES etal., 2017), sendo perceptivel pela mudanca da coloragdo roxo para o amarelo. Na tabela
3 a seguir, € possivel observar a acdo de cada extrato conforme a sua concentracao, atuando como

antioxidantes do radical 1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl.
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Tabela 3. Atividade redutora dos extratos de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier e K. laetivirens em

radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) in vitro, com os respectivos valores de EC50

Dose dos % de reducio do radical DPPH em cada extrato
extratos
(ng/mL) EMD EML ESD ESL EUD EUL
25 10,81 £ 1,05 5,47 +£0,43 19,90+ 0,28 17,73+0,18 18,03+£0,18 13,70+ 0,72
50 21,52+0,14  557+0,32 37,21+£0,59 27,06+0,76 31,08+0,26 23,77+ 0,84
75 29,30+1,16  6,94+0,42 53,75+ 1,09 36,39+047 4441+0,81 31,27+0,47
100 33,49+ 1,06  7,30+0,55 65,37+0,26 41,60+0,59 56,99+0,84 3540+ 1,13
125 42,45+ 0,29 8,89+1,17 71,58+0,29  55,55£0,25 68,17+0,46 45,74+0,79
150 52,87+0,77 10,46+0,56 79,33+0,25 61,76+0,13 78,77+1,29 50,90+ 1,15
175 58,62+0,22 11,73+£0,53 89,66+1,09 6420+1,49 86,10+0,49 57,11 +1,62
200 66,89 +£0,55 12,22+0,40 93,02+0,68 72,94+0,50 94,83+0,19 60,72 £ 0,08
ECso 145,75 + >200F 68,01 = 120,56 + 88,06 = 150,04 +
(ng/mL) 1,38P 0,56 0,54¢ 0,938 1,01F

Legenda: EMD) Extrato por maceragdo de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier; EML) Extrato por
maceracdo de K. laetivirens; ESD) Extrato por Sohxlet de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier; ESL)
Extrato por Sohxlet de K. /aetivirens; EUD) Extrato por ultrassom de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier;
EUL) Extrato por ultrassom de K. laetivirens;, ECso) Concentragdo do extrato que reduz 50% da concentracdo do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil. As letras iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica a 5% de
significncia

Os dados de cada extrato foram inseridos em um gréafico de dose-resposta, com o objetivo
de determinar o percentual de 50%, em que se refere a concentragdo do extrato que reduziu a
metade da concentragdo do radical DPPH (ECsp). O valor de ECso representa uma maior
efetividade do extrato quanto menor for a sua concentracdo, sendo possivel reduzir a oxidagdo
com menos conteido da planta. Percebeu-se que conforme houve o aumento da concentragio
dos extratos, a reducao do radical livre também foi aumentando, demonstrando a eficacia dos
antioxidantes presentes nas amostras.

Os extratos obtidos por Sohxlet desempenharam os melhores resultados, sendo K.
daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier com ECsode 68,01+ 0,56 pg/mL e K. laetivirens com
ECsode 120,56 +£0,54 pg/mL. Em sequéncia, a extracao por ultrassom evidenciou a efetividade
da espécie K. daigremontiana, apresentando ECsode 88,06 + 0,93 ng/mL enquanto K. laetivirens
mostrou-se com ECsode 150,04 £1,01 pg/mL. Os dados obtidos com os extratos por maceragao
estatica foram inferiores, podendo ser relacionados ao contetido de compostos fendlicos baixos.

Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier ainda sim mostrou-se superior,

constituindo ECso de 145,75 + 1,38 pg/mL, ja que ndo foi possivel estimar a concentragao de
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Kalanchoe laetivirens, devido o percentual maximo obtido ter sido o menor, sendo necessario
atribuir o valor de >200 pg/mL.

Estudos realizados por Bogucka-Kocka et al. (2018), com as folhas frescas de K.
daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier, foi possivel obter ECso de 1457 + 8 pug/mL em
extracdo acelerada por solvente e 180 = 1 pg/mL na maceragdao. Resultados menores foram
também descritos por Rashid et al. (2013) em maceracdo, porém com as folhas secas de K.
daigremontiana, obtendo ECso de 145 pg/mL utilizando metanol acidificado como solvente.

Segundo Silva et al (2010) a atividade antioxidante dos compostos fenolicos esta
relacionada com a proximidade das hidroxilas ao grupo fenil. Os 4cidos cafeico, cumarico,
ferulico, protocatecuico e vanilico sdo exemplos de moléculas com alta capacidade antioxidante.
Ainda, Bogucka-Kocka et al (2018) descreve a presenga dos acidos ferulico, cafeico, seringico e
protocatecuico em Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier. Tais moléculas podem
ser as responsaveis pela melhor atividade antioxidante nos extratos dessa espécie. Desse modo,
pode-se entender que mesmo a espécie K. laetivirens ter superado na concentragdo de compostos
fenodlicos, nao foi possivel obter os melhores resultados quanto a sua atividade antioxidante.

Os pigmentos presentes nos extratos brutos, em maior parte as clorofilas, conferiram uma
mudanga visual na coloracdo das amostras aditivadas, se tornando mais forte conforme
aumentava-se a concentracdo. Segundo Castelo-Branco et al (2011), esses pigmentos podem
atuar como antioxidantes primarios, mas que se forem expostos a luminosidade podem ser
capazes de facilitar a oxidagdo, atuando como pro-oxidantes em baixas concentragoes.

Quando submetidos a aditivagdo no biodiesel, os resultados demonstraram uma
correlacdo positiva com os dados de ECso, ja que os extratos com menor valor de ECsp agregaram
um maior tempo de inducao nas amostras. O grafico 1 a seguir exibe a estabilidade oxidativa das
amostras de biodiesel aditivadas com os diferentes tipos de extratos e suas respectivas

concentracoes.
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Gréfico 1. Tempo de Inducéo das amostras de biodiesel aditivado com cada extrato nas concentra¢des de 1000, 3000
e 5000 ppm. A comparagcdo foi realizada com um controle negativo e o valor estabelecido pela ANP
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Legenda: EMD) Extrato por maceragdo de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier; EML) Extrato por
maceracdo de K. laetivirens; ESD) Extrato por Sohxlet de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier; ESL)
Extrato por Sohxlet de K. laetivirens; EUD) Extrato por ultrassom de K. daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier;
EUL) Extrato por ultrassom de K. laetivirens. CONTROLE) Biodiesel puro sem aditivos; ANP) Limite minimo
exigido pelo 6rgao Nacional (12 h). As letras iguais entre as colunas ndo apresentam diferenga estatistica a 5% de
significancia

As aditivagoes realizadas com os extratos obtidos por maceragdo estdtica foram as que
mais se distanciaram das demais e do controle estudado. A espécie Kalanchoe daigremontiana
Raym.-Hamet & H. Perrier garantiu o tempo de indugdo maximo em 5000 ppm com 8,58 £ 0,01
h, além de 7,56 = 0,09 h em 1000 ppm e 8,35 + 0,04 h ao aplicar 3000 ppm. A espécie Kalanchoe
laetivirens se mostrou ainda inferior, com 6,07 + 0,27 h (1000 ppm), 6,69 + 0,28 h (3000 ppm) e
7,40 = 0,08 h (5000 ppm). Notou-se que os extratos atuaram como pro-oxidantes nas
concentragdes aplicadas podendo estarem relacionados também ao teor baixo de compostos
fenolicos.

O periodo de indug¢do nas ativagdes com os extratos obtidos por Sohxlet foram superiores
a maceragao estatica. A espécie Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier obteve
9,62+ 0,11 h (1000 ppm), 10,97 £+ 0,04 h (3000 ppm) e 11,70 + 0,04 h (5000 ppm). J& a espécie
Kalanchoe laetivirens mostrou-se inferior quando comparada, obtendo 7,69 0,08 h (1000 ppm),

8,55+ 0,08 h (3000 ppm) € 9,61 + 0,13 h (5000 ppm). Este método de extracao se mostrou muito
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positivo, sendo que quatro das concentragdes revelaram-se superiores ao controle (8,72 + 0,11
h).

As extragdes por ultrassom confirmaram que a espécie Kalanchoe daigremontiana
Raym.-Hamet & H. Perrier superou a espécie Kalanchoe laetivirens em todos os métodos
extrativos realizados. K. daigremontiana revelou nas aditivagdes com 1000 ppm, 3000 ppm e
5000 ppm os tempos de inducao de 9,29 + 0,06 horas, 9,87 + 0,02 horas e 11,39 £+ 0,07 horas,
respectivamente. Com isso, com o extrato de K. laetivirens nas mesmas concentragdes de
aditivacao, mostrou um tempo de inducao de 8,27 £+ 0,14 horas, 9,16 = 0,13 horas ¢ 9,25 + 0,09
horas na mesma ordem. Apenas uma das concentracdes mostrou-se estatisticamente igual ao
controle.

Diante dos resultados expostos, os extratos ESD e EUD em suas concentragdes maximas
demonstraram a melhor efetividade na estabilidade oxidativa das amostras de biodiesel. Deve-se
considerar que se fez uso de extratos brutos, havendo muitos compostos que nao possuem
atividade antioxidante. As aditivacdes agregaram um tempo maior que a amostra controle, além

de ficarem muito préximo do valor minimo estabelecido pela ANP, que ¢ de 12 horas.

4 CONCLUSAO

A presenga dos compostos fendlicos em extratos vegetais pode ser um indicativo de agdo
antioxidante, entretanto ndo deve ser interpretada como fator principal de uma boa agado, tendo
em vista a grande variedade dessas moléculas e as diferentes capacidades de atividade contra os
radicais livres. E necessario a complementacio com a analise de inibigao de radicais, sendo o
DPPH um método eficiente.

A espécie Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier desempenhou melhor
o papel de potencial antioxidante frente a espécie Kalanchoe laetivirens. Apesar de serem plantas
do mesmo género e o cultivo ter sido realizado sob as mesmas condi¢des, as espécies produzem
compostos diferentes de acordo com as suas necessidades e tolerdncia ao estresse. Nota-se,
porém, que ambas as espécies t€ém potencial de serem utilizadas como produtoras de aditivo
antioxidante para biodiesel devido a capacidade de melhorar a estabilidade oxidativa.

Conclui-se que os estudos executados neste trabalho deverdo conduzir pesquisas
posteriores, relacionados a purifica¢do dos extratos brutos de Kalanchoe daigremontiana Raym.-
Hamet & H. Perrier e Kalanchoe laetivirens. O isolamento de fragdes purificadas a partir dos
extratos iniciais permitird uma maior eficiéncia utilizando concentragdes menores. Faz-se
necessario também estudos relacionados a estabilizacdo desses extratos, avaliando o tempo em

que se mantém com ag¢do depois de serem aditivados no biodiesel.
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