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RESUMO

A oscilacdo do preco do petroleo bruto, que é um recurso limitado de
combustiveis fosseis, e as preocupagbes ambientais, levaram a busca de
combustiveis alternativos. O biodiesel € um combustivel renovavel,
biodegradavel e nado toxico, com caracteristicas técnicas que o habilitam para
substituir o diesel, mas seu notavel problema técnico é por ser mais susceptivel
a oxidacdo, devido a sua reatividade quando exposto ao oxigénio presente no
ar e a alta temperatura. Isso acontece, principalmente, devido a presenca de
um numero variavel de ligacdes duplas nas moléculas dos &cidos graxos, que
compdem os ésteres de metanol ou etanol constituintes do biodiesel. Para
resolver esse problema séo utilizados antioxidantes, que sdo substancias que
quando adicionadas no biodiesel, retardam o inicio da oxidacdo e evitam a
propagacdo da reacdo por eliminarem radicais organicos do meio e
consumirem oxigénio. Este trabalho tem como proposta avaliar a atividade de
um antioxidante natural, o tanino, o qual é extraido da casca da acacia
mearnsi, para o0 controle do processo oxidativo do biodiesel durante seu
armazenamento e uso nos tanques de combustiveis. O tanino aqui utilizado,
fornecido pela Empresa TANAC de Montenegro, RS, € composto basicamente
de catequina, uma molécula que contém o grupo catecol, capaz de ser oxidado
na presenca de oxigénio a semiquinona, um radical livre organico natural que
pode interagir com os radicais livres do biodiesel. Posteriormente a
semiquinona é oxidada a quinona consumindo mais oxigénio. O tanino é
dissolvido primeiramente em aminas, para assim melhorar sua dissolugao no
biodiesel. Para identificar e caracterizar os compostos antioxidantes, utilizou-se
o Método RANCIMAT (EN14112), equipamento que detecta o tempo da
estabilidade oxidativa. Para comparar e confirmar os resultados do RANCIMAT
utilizou-se a espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR), a
qual é capaz de detectar espécies contendo elétrons desemparelhados
(radicais livres). Os resultados foram considerados bons, chegando a dobrar o
tempo de estabilidade do biodiesel e, como o tanino ndo possui grupos
nitrogenados, apresenta vantagens sobre outros antioxidantes organicos como
0S nitroxidos.

Palavras chaves: Biodiesel; Antioxidantes; Estabilidade oxidativa; Rancimat;
EPR.



ABSTRACT

The oscillation crude olil prices, which are limited resources of fossil fuels, and
environmental concerns have led to the search for alternative fuels. Biodiesel is
a renewable, biodegradable and non-toxic fuel, with technical features that
enable to replace the diesel fuel, but its remarkable technical problem is to be
more susceptible to oxidation due to its reactivity when exposed to oxygen
present in air and the high temperature. This is mainly due to the presence of a
variable number of double bonds in fatty acid molecules, which comprise esters
of methanol or ethanol biodiesel components. To resolve this problem
antioxidants are used, which are substances that when added to the biodiesel
delay the onset of oxidation and prevent the propagation of the reaction by
means of eliminating organic radicals and consume oxygen. This work aims to
evaluate the activity of a natural antioxidant, tannin, which is extracted from the
bark of the acacia mearnsi for the control of oxidative process of biodiesel
during storage and use in fuel tanks. The tannin used herein, provided by the
Company TANAC Montenegro, RS, is basically composed of catechin, a
molecule containing the catechol group, capable of being oxidized in the
presence of oxygen the semiquinone, a natural organic free radical that can
interact with radicals free biodiesel. Later the semiquinone is oxidized quinone
consuming more oxygen. The tannin is first dissolved in amines, thus to
improve its dissolution in biodiesel. To identify and characterize the antioxidant
compounds used method is the Rancimat (EN14112), which device detects the
time of oxidative stability. To compare and confirm the Rancimat results used
the electronic paramagnetic resonance (EPR), which is able to detect species
containing unpaired electrons (free radicals). The results were considered good,
reaching the folding stability of biodiesel time and as the tannin has no nitrogen
groups, have advantages over other antioxidants such as organic nitroxides.

Key words: Biodiesel; antioxidants; Oxidative stability; Rancimat; EPR.
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1. INTRODUCAO

Em decorréncia da crise energética mundial, intensifica-se a procura
por alternativas ambientalmente corretas e sustentaveis. Dentre o0s
combustiveis bioldgicos renovaveis usados atualmente, destacam-se o alcool,
o biodiesel, o biogas e o dleo vegetal. O uso de 6leo vegetal como combustivel
€ uma alternativa abundante e renovavel, extraido de uma grande diversidade
de espécies (FUCHS, 2006).

Com as sucessivas crises mundiais do petrdleo, foi necessario voltar a
atencdo para outras fontes de energia. O 6leo vegetal tornou-se uma das mais
importantes opcdes, reconhecida principalmente na Europa. Desde 2003, na
Unido Europeia o0s Oleos vegetais sdo biocombustiveis reconhecidos e
regulamentados, sendo amplamente utilizados em caminhdes, 6nibus, picapes,
tratores, carros de passeio, barcos e geradores.

O biodiesel surgiu mundialmente como uma alternativa promissora aos
combustiveis minerais, derivados do petrdleo. O carater renovavel torna o
produto uma fonte importante de energia de longo prazo. Mesmo o biodiesel
ocupando posicdo proeminente no desenvolvimento de combustiveis
alternativos, ha problemas associados ao seu uso direto em motores do ciclo
Diesel devido a possibilidade de oxidacdo com a formacdo de compostos
poliméricos pesados e acidos organicos leves (MEHER; SAGAR; NAIK, 2006),
gue provocam: (a) a ocorréncia de excesso de depdsitos de carbono no motor;
(b) a obstrucédo nos filtros de 6leo e bicos injetores; (c) a diluicdo parcial do
combustivel no lubrificante; e, (d) o comprometimento da durabilidade do
motor, com subsequente aumento em seus custos de manutencao
(KUMARATHASAN; RAJKUMAR; HUNTER, 1992).

A estabilidade oxidativa do biodiesel € deste modo de suma
importancia, pois, caso o biodiesel oxide rapidamente, as suas propriedades
fisico-quimicas serdo alteradas. Sabe-se que a estabilidade oxidativa esta
diretamente relacionada a constituicdo do bicombustivel. A degradag¢do do
combustivel estd associada principalmente a processos de oxidacdo. Fatores
como umidade, metal, luz e calor intensificam a formacdo de radicais livres e,

consequentemente, a oxidacao.
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Deste modo as buscas por antioxidantes que minimizem os problemas
de oxidacao no uso do biodiesel estdo cada vez mais em foco, possibilitando
maior estabilidade oxidativa, permitindo assim que o produto possa ficar mais
tempo estocado e minimizando danos aos motores.

Logo, a insercao de um antioxidante eficaz em dosagens apropriadas
irA melhorar as propriedades de armazenamento do biodiesel, atendendo a
especificacdo da Resolucdo 45 de 25/08/2014 da Agéncia Nacional de
Petréleo, Gas e Biocombustiveis (ANP), bem como manter sua estabilidade por
maior tempo.

Sendo assim, essa dissertagcao tem como objetivo estudar e avaliar a
acao antioxidante do composto natural, tanino, extraido da casca da acacia
negra (Acacia mearnsii), sendo que primeiramente o tanino é dissolvido em
compostos aminados para que assim sua dissolugcdo no biodiesel ocorra com
maior facilidade.

O trabalho foi desenvolvido com auxilio de diferentes ferramentas de
trabalho, como anélises de qualidade do biodiesel e dos antioxidantes, e o
acompanhamento da estabilidade oxidativa das amostras em fungéo do tempo,
sendo estas realizadas pelo equipamento Rancimat (teste de oxidag&o
acelerado, norma EN 14112). Para composi¢cao da pesquisa também foram
realizados os ensaios de espectroscopia de ressonancia paramagnética
eletrdnica (EPR), a qual detecta elétrons desemparelhados e radicais livres, e
ainda a espectroscopia na regiao UltraVioleta-Visivel (UV-Vis).

No Capitulo 1 é feita uma reviséo bibliografica discorrendo sobre 6leos
vegetais, biodiesel, processos de oxidacdo, estabilidade oxidativa e
antioxidantes, além de uma rapida revisdo da teoria dos métodos utilizados
neste trabalho, como: EPR, UV-VIS e Rancimat.

O Capitulo 2 é dedicado a descricdo dos materiais e métodos utilizados
no trabalho. Primeiramente s&o caracterizados o biodiesel testado e os
antioxidantes utilizados e, em seguida, sdo apresentadas as técnicas e
metodologias utilizadas na avaliacdo da atividade antioxidante.

Os resultados obtidos e sua discussao séo apresentados no Capitulo 3,

e no Capitulo 4 é realizada a conclus&o do trabalho.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como proposta avaliar a atividade do antioxidante
natural, tanino, no controle do processo oxidativo do biodiesel de soja

metilico, durante o armazenamento.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar as caracteristicas do antioxidante tanino, fornecido pela Empresa
TANAC;

» Verificar o comportamento do antioxidante na presenca de aminas;

» Definir a melhor concentragdo do antioxidante tanino, assim como a
melhor relacdo tanino:amina;

» Determinar a estabilidade oxidativa do biodiesel com estes aditivos, de
acordo com o Método Rancimat, segundo a norma europeia, EN 14112;

» Comparar o Método Rancimat com o Método EPR;
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. OLEOS VEGETAIS COMO ALTERNATIVA DE COMBUSTIVEI S

A maior parte de toda a energia consumida no mundo provém do
petréleo, uma fonte limitada, finita e ndo renovavel. A cada ano que passa,
aumenta 0 consumo de combustiveis derivados do petréleo e,
consequentemente, o aumento da poluicdo atmosférica e a ocorréncia de
chuvas acidas (FERRARI; OLIVERIA; SCABIO, 2005). O consumo brasileiro de
diesel, em 2014 foi de cerca de 59,887 bilhdes de litros e, em 2013 o Brasil
ainda importava 9,5 bilhdes de litros de diesel (KAPLAN; FERRAZ; FERRAZ,
2007). Portanto, a busca por fontes alternativas de energia € de grande
importancia para a economia brasileira (GUARIEIRO, 2006).

Os o6leos vegetais, como alternativa de combustiveis, comecaram a ser
estudados no fim do século XIX, por Rudolph Diesel, inventor do motor a
combustdo interna, sendo que estes eram usados in natura MINISTERIO DA
INDUSTRIA E DO COMERCIO, 1985; MINISTERIO DA CIENCIA E
TECNOLOGIA, 2002). Por se tratar de uma fonte de energia renovavel e por
seu uso sustentado ndo provocar danos ao meio ambiente, a biomassa tem
atraido muita atencdo para a preparacao de combustiveis alternativos aos de
petroleo (MINISTERIO DA INDUSTRIA E DO COMERCIO, 1985; MINISTERIO
DA CIENCIA E TECNOLOGIA, 2002; U.S. DEPARTMENT OF ENERGY.
BIODIESEL RESEARCH PROGRESS, 1997). Dentre as fontes de biomassa
prontamente disponiveis, 0os 6leos vegetais tém sido largamente investigados
como candidatos a programas de energia renovavel, pois proporcionam
geracdo descentralizada de energia e apoio a agricultura familiar, criando
melhores condi¢cbes de vida (infra-estrutura) em regides carentes, valorizando
potencialidades regionais e oferecendo alternativas a problemas econémicos e
socioambientais de dificil solucao.

A utilizagdo de 6leos vegetais in natura como combustivel alternativo,
tem sido alvo de diversos estudos nas Ultimas décadas (NAG;
BHATTACHARYA; DE, 1995; PIYAPORN; JEYASHOKE; KANIT, 1996). No
Brasil, ja foram realizadas pesquisas com o0s 6leos virgens de macauba,

pinhdo-manso, dendé, indaia, buriti, pequi, mamona, babacu, cotieira, tingui e
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pupunha (BARRETO, 1982; MINISTERIO DA INDUSTRIA E DO COMERCIO,
1985; SERRUYA, 1991) e nos testes realizados com esses 0leos em
caminhdes e maquinas agricolas, foi ultrapassada a meta de um milhdo de
quildémetros rodados (MINISTERIO DA INDUSTRIA E DO COMERCIO, 1985).

REGIAQ NORTE
Babacu/ Dendé

REGIAD NORDESTE
Babagu/Soja/Mamona/Denda/
Milho/ Algodas / Amendaim

REGIAD CENTRO-OESTE L;_.-- T
Soja/Algodan fGirassol [

REGIAD SUDESTE

Soja/Mamiona/Algodéo/
Giramso
| REGIAD SUL e
| Soja/Colza/Girassol /
! Aluudau (

FIGURA 1 - MAPA NACIONAL MOSTRANDO A OLEAGINOSA PREDOMINANTE EM CADA
REGIAO )
FONTE: EDUCAGAO UOL, 2014

Mesmo o biodiesel ocupando posi¢cao proeminente no desenvolvimento
de combustiveis alternativos, ha problemas associados ao seu uso direto em
motores do ciclo Diesel devido a possibilidade de oxidacdo com a formacao de
compostos poliméricos pesados e acidos organicos leves (MEHER; SAGAR;
NAIK, 2006), que provocam: (a) a ocorréncia de excesso de depositos de
carbono no motor; (b) a obstrucdo nos filtros de Gleo e bicos injetores; (c) a
diluicdo parcial do combustivel no lubrificante; e, (d) o comprometimento da
durabilidade do motor, com subsequente aumento em seus custos de
manutencao (KUCEK, 2004).

No entanto, uma simples reagdo de transesterificacdo pode resolver
muitos destes problemas, melhorando a qualidade de igni¢éo, ponto de fluidez
e as propriedades de fluxo (viscosidade e densidade especifica). Dessa
maneira, o0 produto gerado é compativel ao diesel convencional e ainda
apresenta as vantagens de um alto poder de lubricidade e menor impacto

ambiental.
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2.1.2. PROPRIEDADES FiSICAS DOS COMBUSTIVEIS DE OLE OS
VEGETAIS

Assim como o Oleo diesel, o biodiesel também tem que possuir as
propriedades fisicas especificas para o bom funcionamento de um motor de
combustdo interna. De modo geral, a avaliacdo da qualidade de queima dos
biocombustiveis requer a determinacdo analitica de algumas principais
caracteristicas, tais como: poder calorifico, nimero de cetano, curva de
destilacao, densidade, viscosidade, ponto de fulgor, e ponto de entupimento,
fluidez e névoa.

O poder calorifico do 6leo permite estabelecer a poténcia maxima a ser
atingida pelo motor em operacéao. Existem dois tipos de poder calorifico: o
superior e o inferior. O poder calorifico superior, € a quantidade de energia
liberada na forma de calor, resultado de combustdo completa de uma
guantidade definida combustivel com o ar, a pressao constante e com todos os
produtos de combustéo, retornando a temperatura inicial dos reagentes, sendo
que, a agua formada na combustédo esteja no estado liquido. O poder calorifico
inferior, possui 0 mesmo conceito, com o detalhe de que todos os produtos,
inclusive a agua formada na combustdo, estejam no estado gasoso.
Comparado ao diesel, o biodiesel apresenta inferior calor de combustdo, em
torno de 9500 kcal/kg, sendo que o diesel possui calor de combustao por volta
de 10800 kcal/kg.

O ndmero de cetano define o poder de autoinflamacdo do combustivel
e seu valor esta diretamente relacionado com o desempenho global do motor,
refletindo-se de modo especial na partida a frio, no ruido e no gradiente de
pressao no interior da camara de combustdo. Quanto maior for o nimero de
cetano, menor serd o retardo de ignicdo e, por conseguinte, melhor sera sua
capacidade de incendiar-se.

A curva de destilagcdo fornece informacfes sobre a volatilidade dos
componentes do combustivel. Ao contrario do biodiesel, o 6leo diesel possui
distribuicdo de temperaturas mais ampla, podendo finalizar em temperaturas da
ordem de 400 °C. O biodiesel de estrutura predominantemente insaturada
apresenta decomposicao térmica que se inicia em temperaturas préximas a

250 °C. A presenca de polimeros dos ésteres gera temperaturas finais de
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destilacdo muito elevadas, além de aumentar o nivel de fumaca ou de
promover a diluicdo do lubrificante. A viscosidade & a medida da resisténcia
interna oferecida ao escoamento de um liquido. Constitui-se de uma importante
propriedade do biodiesel que influencia no mecanismo de pulverizacdo do
combustivel gerando distribuicdo de tamanho de gotas mais ampla afetando,
por isso, o funcionamento do sistema de injecao e refletindo no processo de
combustéo, de cuja eficiéncia dependera a poténcia maxima desenvolvida.

Outra caracteristica fisica dos combustiveis € o ponto de fluidez. O
ponto de fluidez é a temperatura na qual o combustivel passa a fluir por um
filtro, depois de estar congelado. Tal efeito impede a partida do motor,
sobretudo, quando o motor é acionado sob condi¢cbes de baixa temperatura.
Para evitar a solidificacdo do 6leo, mesmo parcial, deve-se proceder ao seu
pré-aguecimento.

O ponto de fulgor determina o grau de volatilidade do combustivel. E a
menor temperatura na qual o combustivel gera uma quantidade de vapores,
que misturados com o ar, torna-se inflamavel quando aplicado uma chama.
Essa informacéo baliza o manuseio durante o transporte e uso do combustivel
de forma segura.

Ainda dentro das propriedades importantes dos combustiveis, 0
residuo de carbono, a densidade, o ponto de névoa séo especificados como:

* Residuo de Carbono, € a quantidade de depdsito deixado na camara
de combustao, isto €, o teor do residuo obtido apds a evaporacao das fracbes
volateis do 6leo submetido a um aquecimento. Esse residuo pode gerar borra
na camara de combustao;

* Ponto de névoa é a menor temperatura onde se pode observar
visualmente uma turvacdo no combustivel pela solidificacdo de parafinas. Essa
temperatura deve estar abaixo da menor temperatura média ambiente para
evitar o risco de solidificacdo do combustivel, dificultando assim a partida do
motor;

* A densidade, ou massa especifica, esta relacionada de forma geral
com a qualidade do combustivel e principalmente para o transporte e
movimentacdo do combustivel nos tanques. Ela depende bastante da

temperatura e afeta o volume comercializado de combustivel.
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2.2. BIODIESEL

O biodiesel surgiu mundialmente como uma alternativa promissora aos
combustiveis minerais, derivados do petrdleo. O carater renovavel torna o
produto uma fonte importante de energia em longo prazo.

A partir da década de 1980, quando sucessivas crises conjunturais ou
estruturais fizeram com que pesquisadores e governantes se voltassem para a
procura de alternativas renovaveis para substituir o petréleo, o biodiesel surge
como alternativa viavel ao diesel. Logo, o uso de biodiesel como combustivel
vem crescendo aceleradamente no mundo inteiro, pois a cadeia de producéo
deste combustivel tem potencial promissor em varios setores, tais como social,
ambiental e tecnoldgico.

Biodiesel é definido como um mono-alquil-ester, derivado de 6leo
vegetal ou gordura animal, conforme especificacdo ASTM D6751, para uso em
motores diesel, o qual refere-se ao combustivel puro ou misturado com diesel,
denotado “BXX”, onde o XX representa a percentagem de biodiesel nessa
mistura (por exemplo: B20 constitui de 20% biodiesel e 80% diesel) e de
acordo com a Resolucdo N°42/2004 da ANP (Agéncia Nacional do Petrdleo,
Gas Natural e Biocombustiveis), o biodiesel € definido como: “Combustivel
composto de alquil ésteres de acidos graxos de cadeia longa, oriundos de
Oleos vegetais ou gorduras animais, designado B100, conforme a especificacéo
contida no Regulamento Técnico n° 4/2004”.

O éster metilico de acido graxo, ou biodiesel, é formado a partir de uma
reacdo quimica, composto por moléculas carbono, oxigénio, hidrogénio
(FIGURA 2).

0
FIGURA 2 - ESTRUTURA DO BIODIESEL

E um combustivel alternativo de queima limpa, produzido de recursos
renovaveis, ndo contém petréleo, mas pode ser adicionado a ele formando uma

mistura. Pode ser usada num motor de ignicdo a compressao (diesel) sem
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necessidade de modificacdo. Nao é toxico, essencialmente livre de compostos
sulfurados e arométicos (PARENTE, 2003). Suas principais desvantagens
incluem baixo ponto de fluidez e manter a estabilidade do combustivel durante
0 armazenamento de longo prazo (DUNN, 2008; DUNN, 2002).

2.2.1. BIODIESEL COMO FONTE DE ENERGIA RENOVAVEL NO
MUNDO E NO BRASIL

Os biocombustiveis vém sendo testados atualmente em varias partes
do mundo. Paises como Argentina, Estados Unidos, Malasia, Alemanha,
Franca e Italia jA& produzem biodiesel comercialmente, estimulando o
desenvolvimento de escala industrial.

No inicio dos anos 1990, o processo de industrializacdo do biodiesel foi
iniciado na Europa. No final de 2005, a Europa produziu 3,1 milhdes de
toneladas de biodiesel, 64% a mais que o produzido no ano anterior. O
direcionamento do programa de biodiesel da Unido Europeia objetiva a
substituicdo de 2% do diesel usado para transportes em 2005; 5,75% em 2010,
e 20% em 2020.

No mercado internacional o biodiesel produzido tem sido usado em:
veiculos de passeio, transporte de estrada e off road, frotas cativas, transporte
publico e geracao de eletricidade.

A Arédbia Saudita permaneceu como maior produtor mundial de
petrdleo em 2013, com volume médio de 11,5 milhdes de barris/dia (13,3% do
total mundial), apesar da reducdo de 0,9% em relacdo a 2012. A RuUssia
ocupou o segundo lugar no ranking, com producdo média de 10,8 milhdes de
barris/dia (12,4% do total mundial), um acréscimo de 1,36% ante 2012. Em
seguida vieram Estados Unidos (11,5% do total mundial), China (4,8% do total
mundial) e Canada (4,5% do total mundial).

O Brasil se situou na 132 posicdo, apos decréscimo de 1,9% no volume
de dOleo produzido, totalizando 2,1 milhdes de barris/dia (2,5% do total mundial).

Na América do Sul, além do Brasil, Argentina e Colémbia também
estabeleceram porcentuais minimos de adicdo de biodiesel. Na Colémbia, o
plano é plantar 2 milh6es de hectares de dendé até 2020. Na Argentina, os

investimentos recentes aumentaram rapidamente a capacidade de producéo,
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que em 2010, estima-se, pode chegar a 3,4 bilhdes de litros, extraidos
principalmente da soja. Mas o mercado interno ainda ndo € o alvo do pais, que
se concentra em exportar o combustivel produzido (BIODIESELBR, 2014).

Ja o Brasil tem em sua geografia grandes vantagens agronémicas, por
se situar em uma regido tropical, com altas taxas de Iluminosidade e
temperaturas médias anuais, que de acordo com a regido podem apresentar-se
abaixo de 20°C (Sudeste e Sul) ou ainda superiores a 25°C (Norte e Nordeste).
Associada a disponibilidade hidrica e regularidade de chuvas, torna-se o pais
com maior potencial para producdo de energia renovavel (BIODIESELBR,
2014).

Na década de 1940, ocorreu uma das primeiras tentativas de
aproveitamento energético dos 6leos e gorduras em motores a combustéo
interna (SOAREZ; MENEGHETTI, 2007). Entretanto, o governo brasileiro so
deu o primeiro passo para regularizar a comercializacdo do biodiesel no pais
em setembro de 2004, com a Medida Provisoria N° 214 e em dezembro do
mesmo ano, através da Resolucdo ANP N°42/2004 autorizou a adicionar ao
Oleo diesel de 2% de biodiesel em volume. O mercado de biodiesel no Brasil foi
aguecido, e em 2006, com o incentivo do governo, através das compras de
combustiveis (Biodiesel) via Leildo da Agéncia Nacional de Petréleo, Gas
Natural e Biocombustiveis (PRATES; PIEROBON, 2007).

O Brasil € um dos quatros maiores produtores de biodiesel do mundo,
e tem apresentado um ritmo crescente em sua produc¢éo, produzindo, até maio
de 2014, mais de 89,631 bilhdo de litros de biodiesel (ANP, 2011).

O crescimento da producéo de biodiesel no Brasil segue a tendéncia
de elevacdo do consumo de diesel B7 (mistura composta por 93% de diesel A
com 7% de biodiesel). A (FIGURA 3) mostra a Producédo Nacional de Biodiesel
Puro (BIODIESELBR, 2014).

Neste nivel de penetracdo de mercado, o biodiesel pode ser usado em
frotas de Onibus e caminhdes pesados, navios, constru¢cdo e maquinas

agricolas, aquecimento residencial, e geracédo de energia elétrica.
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FIGURA 3 - PRODUGCAO NACIONAL DE BIODIESEL - B100 (METROS CUBICOS)
FONTE: (BIODIESELBR, 2014)

2.2.2. PROCESSO DE PRODUCAO DO BIODIESEL

O processo mais utilizado, atualmente, para a producéo de biodiesel é
a transesterificacdo, que consiste numa reagdo quimica dos 6leos vegetais ou
gorduras animais com o alcool comum (etanol ou 0 metanol), estimulada por
um catalisador (hidroxido de sodio ou de potassio), da qual também se produz
a glicerina, produto com diversas aplicacdes na indastria quimica. O biodiesel
de qualidade deve ser produzido seguindo especificagdes industriais restritas,
conforme a Resolucéo 45 de 25/08/2014 da Agéncia Nacional de Petroleo, Gas
e Biocombustiveis (ANP). Nos EUA, o biodiesel € o unico combustivel
alternativo a obter completa aprovacdo no Clean Air Act (1990) e autorizado
pela Agéncia Ambiental Americana (EPA) para venda e distribuicdo. Os 6leos
vegetais puros ndo estdo autorizados a serem utilizados como 6leo
combustivel.

O metanol é o alcool predominantemente utilizado em todo mundo para
a producdo de ésteres de acidos graxos para o uso como biodiesel. A razédo
para esta escolha se deve ao fato de que o metanol é de longe o mais barato
dos alcoois na maioria dos paises. Nos Estados Unidos, o metanol € 50% mais

barato do que o etanol, seu competidor mais proximo. No Brasil a
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disponibilidade de matéria-prima e tecnologia permite a producéo
economicamente viavel de etanol por processos fermentativos, resultando em
um produto que é mais barato que o metanol (KNOTHE; DUNN, 2002).

A escolha do catalisador também é um fator importante. O rendimento
do hidroxido de sodio (NaOH) é melhor do que o do hidroxido de potassio
(KOH), quanto ao tempo de dissolucdo com o &lcool. No entanto, durante a
separacao do produto final do glicerol, 0 KOH se apresentou mais conveniente,
mas devido o KOH gerar muito sab&o, principalmente com etanol, o NaOH é o
catalisador preferido sobre o KOH na aplicacéo industrial (SHARMA; SINGH,
2008).

A fase mais pesada do biodiesel € composta por glicerinas brutas,
impregnadas dos excessos utilizados do &lcool, de agua e de impurezas
inerentes ao 6leo. A fase menos densa é constituida de uma mistura de ésteres
metilicos e/ou etilicos, conforme a natureza do alcool originalmente adotado,
também impregnado de excessos reacionais de alcool e de impurezas do 6leo
(ALBURQUERQUE, 2006). Apds a separacao das fases, a glicerina bruta e a
fase dos ésteres (biodiesel) sdo submetidas a um processo de destilacdo para
retirada do alcool em excesso. Os ésteres sao purificados pelo processo de
lavagem e desumidificacdo e o produto € conhecido como Biodiesel.

2.2.3 REACAO DE TRANSESTERIFICACAO

Atualmente, das tecnologias disponiveis para a producéo de biodiesel,
0 processo de transesterificacdo € o mais empregado. Consiste na reacdo de
um mol de triacilglicerol para trés mols de alcool, em presenca de um
catalisador &cido ou béasico, com excesso de &lcool para garantir uma
conversao superior a 95% (VAN et al., 2004; MEHER; SAGAR; NAIK, 2006).

OCOR OH
/ [

OCOR + 3 HC—OH —» Y—OH + 3 RCOO—CHj
OCOR OH

FIGURA 4 - REACAO DE TRANSESTERIFICACAO
FONTE: (EBAH, 2014)
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Transesterificacdo ou alcodlise € o deslocamento do alcool a partir de
um éster de &lcool por outro alcool, semelhante ao processo da hidrdlise
guando o alcool é usado no lugar de agua (OTERA, 1993; MA; HANNA, 1999;
SRIVASTAVA; PRASAD, 2000; ANASTOPOULOS et al., 2009).

Os catalisadores basicos, normalmente bases fortes como NaOH e
KOH, possuem as vantagens de acelerar o processo de transesterificacdo e
sdo 0s mais utilizados por serem de facil manuseio, mais acessiveis € menos
corrosivos. Os catalisadores &cidos, usualmente acidos fortes como HCI,
H.SO, e acidos sulfénicos, tém a vantagem de possibilitar reacbes de
esterificacdo e transesterificacdo ao mesmo tempo, como também néo
promovem o0 processo de saponificagdo como acontece com as bases.
Entretanto, quando comparados com os catalisadores basicos, o processo se
torna mais lento, pois as condi¢des reacionais usadas, como temperatura (100
°C), tempo (3 horas) e a razdo molar alcool:triacilglicerol (30:1) sdo mais
severas (SCHUCHARDT; SERCHEL,; VARGAS, 1998; MEHER; SAGAR; NAIK,
2006; SRIVASTAVA; PRASAD, 2000; SILVA, 2008).

A conversdao do monoacilglicerol em éster metilico ou etilico constitui
uma etapa lenta da reagdo. O perfil cinético tipico da transesterificacdo de um
triacilglicerol em termos das concentragdes de mono- e diacilglicerol, e
biodiesel é apresentado na (FIGURA 5) (KNOTHE; DUNN, 2001).

E

Triglicerideo

(Oleo vegetal) .~
/ Ester metilico

(biodieseal)

Concentragao

Monoglicerideo e

/" Diglicerideo

.
*

Tempo de Reagao

FIGURA 5 - - PERFIL CINETICO DA TRANSESTERIFICACAO DO TRIACILGLICEROL
FONTE: RINALD; GARCIA; MARCINIUK; ROSSI, 2007
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Para a transesterificacdo proporcionar rendimentos maximos, o alcool
deve ser livre de umidade e o contetdo de acidos graxos livres (AGL) do 6leo
vegetal deve ser inferior a 0,5%.

2.2.3.1 PROCESSO DE TRANSESTERIFICACAO POR CATALISE

Catélise basica

A catalise basica é um processo utilizado quando a quantidade de
acidos graxos livres encontrada no triglicerideo empregado possui baixo teor
(menor que 3%), pois com percentagens elevadas de AGL, haveriam reagdes
de saponificagcdo, diminuindo a eficiéncia da conversao. As bases empregadas
neste processo podem ser o hidroxido de sodio (NaOH) ou de potassio (KOH),
numa razao molar variando de 1:1 a 6:1 em relacdo ao alcool empregado.

As especificagbes para que uma melhor conversao seja alcangada neste
processo, sdo que a temperatura de operacao varie aproximadamente de 60 a
70 °C e que a quantidade de catalisador na mistura encontre-se em um limite
de 0.5 a 1.0 % , pois um excesso de catalisador pode gerar uma quantidade
indesejada de agua, a qual favorece a reagdo de saponificacdo, formando
sabbes que reduziriam a eficiéncia do catalisador e aumentariam a
viscosidade, dificultando a separacdo do glicerol. Seguindo este raciocinio
deve-se utilizar uma matéria-prima anidra.

Este processo, demonstrado em forma de fluxograma na (FIGURA 6), é
um dos mais empregados industrialmente devido ao baixo custo das bases
utilizadas e porque é eficiente e menos corrosivo que o processo acido, tendo

somente problemas na separacao do glicerol.

Catélise acida

Quando os ésteres de glicerina possuem alto teor de acidos graxos
livres este caminho de producdo de biodiesel € utilizado, como é o caso de
Oleos ja utilizados para frituras, sendo o acido sulfurico usualmente empregado
como catalisador.

A razdo molar da matéria-prima empregada geralmente é de 30:1 em
relagdo ao alcool, estando o limite de temperatura entre 55 a 80 °C e a fracgéo

na mistura para reacao € de 0.5 a 1 % molar.
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FIGURA 6 - FLUXOGRAMA DA PRODUGAO DE BIODIESEL POR VIA ALCALINA
FONTE: PARENTE, 2003

Esta alternativa de producdo apresenta-se muito mais lenta que a via
alcalina, possuindo uma conversao de aproximadamente 99%, sendo que as
dificuldades para separacdo do glicerol serdo as mesmas do processo citado
acima, porém na via alcalina ndo ha a necessidade de que a matéria-prima

passe por um processo de secagem.
2.3. OXIDACAO E AUTOXIDACAO DO BIODIESEL

A oxidacéo do biodiesel comeca com a remocao de um hidrogénio de
um atomo de carbono, por um radical livre, ls, para produzir um radical livre de
carbono Re (FIGURA 7).

Se 0 oxigénio diatbmico esta presente, a reacdo subsequente é para
formar um radical peroxido, ROOe, de forma extremamente rapida. O radical
peroxido livre ndo é tao reativo quanto o radical livre no atomo de carbono, mas
é suficientemente reativo, para rapidamente abstrair um atomo de hidrogénio

ligado a um carbono e formar outro radical livre de carbono e um peroxido
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ROOH. O novo radical livre de carbono, pode reagir com o0 oxigénio diatdmico
para continuar o ciclo de propagacao. Essa reacdo em cadeia termina quando
dois radicais livres reagem um com 0 outro, para obter produtos estaveis e
pesados que, se deixados no biodiesel, formardo depoésitos no fundo dos
reservatérios que entupirdo tubos de combustiveis e formardo “crostas”
extremamente resistentes, que interferirdio em movimentos do motor e em

marcadores de niveis de combustiveis nos tanques de armazenamento.

Iniciacao RH + I« - Re + IH

Propagacao Re + O — ROO-
ROOs + RH -—» ROOH + Re
3

Terminacao Re + R* —» R-R
ROO+ + ROO+« — Produtos estaveis e

de alto peso molecular

FIGURA 7 - EXEMPLO DE R~EAC}AO DE INICIAgAO, COM UM INICIADOR, (l+), DE
RADICAIS LIVRES, PROPAGACAO E DE TERMINACAO
FONTE: FERRARI, 2012

Em resumo, os radicais livres sdo formados pela remocédo do
hidrogénio do carbono alilico, na molécula do éster, em condicbes favorecidas
por luz ou calor e sdo os iniciadores da reacdo de auto-oxidagéao. A abstracéo
do hidrogénio da espécie nao radicalar € descrita no mecanismo classico da
propagacédo. Os radicais peroxidos, inicialmente formados, transferem elétrons
desemparelhados para moléculas de ésteres adjacentes, através da abstracéo
do hidrogénio de uma posi¢do alilica ou um hidroperéxido, o processo se
repete indefinidamente, até que a cadeia seja interceptada (DAMASCENO,
2011).

O 6leo de soja € um dos mais suscetiveis a oxidacdo, isso devido ao
seu maior grau de insaturagdo, caracterizado pelo alto teor de estrutura
derivada do &acido linoléico (FIGURA 8) e pelo teor elevado de estrutura
derivada do acido linolénico (FIGURA 9) (DAMASCENO, 2011).
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FIGURA 8 - ESTRUTURA MOLECULAR DO ACIDO LINOLEICO
FONTE: DAMASCENO, 2011

1 6 g 12

FIGURA 9 - - ESTRUTURA MOLECULAR DO ACIDO LINOLENICO
FONTE: DAMASCENO, 2011

O dleo vegetal refinado é um triacilglicerideo, substancia composta da
reacdo de uma molécula de glicerina e trés moléculas de acidos graxos. As
propriedades fisicas e quimicas de um 6leo estao relacionadas, principalmente,
com o comprimento da cadeia carbdnica e o seu grau de insaturagao. Os
acidos graxos poliinsaturados com duplas liga¢cdes conjugadas sdo oxidados
mais rapidamente que aqueles com duplas liga¢cées ndo conjugadas.

Na oxidacdo do biodiesel, sdo gerados varios compostos como,
aldeidos, cetonas, acidos, peréxidos, polimeros, os quais modificam as
propriedades do combustivel afetando, assim, o funcionamento do motor.
Deste modo, a estabilidade oxidativa deve ser entendida como um parametro
essencial no controle da qualidade do biodiesel (DANTAS et al., 2011).

Os 4&cidos graxos insaturados, o0s quais estdo normalmente
esterificados com glicerol, formando os triacilglicerideos, sao as estruturas mais
suscetiveis ao processo oxidativo, pois apresentam em sua molécula duplas
ligacbes, com elevada concentracdo eletrbnica. Desta forma, os acidos
linoléico e linolénico, reconhecidos como essenciais, seriam 0s substratos mais
suscetiveis.

O ranco oxidativo esta diretamente relacionado com a presenca de
ésteres monoalquilicos insaturados. Trata-se da reacdo do oxigénio
atmosférico com as duplas ligacbes desses ésteres, cuja reatividade aumenta
com o aumento do numero de insaturacdes na cadeia (MORETTO; FETT,
1989).
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Logo, o mecanismo de auto-oxidacao do biodiesel ocorre basicamente,
via radical livre, favorecido pelas condi¢cdes de temperatura na amostra e pelo
namero de ligacdes duplas nos ésteres de acidos graxos.

O biodiesel de natureza metilica se oxida apds curtos periodos de
estocagem, e sua inércia quimica esta diretamente relacionada com os 6leos
vegetais empregados na sua produgcéo (PRANK; SCHINDLBAUER, 1998). Um
dos meios mais comumente utilizados para se inferir sobre a susceptibilidade

de um determinado 6leo a oxidacéo é a avaliacdo de seu niumero de iodo.

2.4. ESTABILIDADE OXIDATIVA DO BIODIESEL

A oxidacdo do biodiesel produz varios compostos como, aldeidos,
cetonas, acidos, peroxidos e polimeros, que modificam as propriedades do
combustivel, comprometendo, assim, o armazenamento do produto e a
especificacao tanto do B100 como de suas misturas com o diesel. Desta forma,
a estabilidade oxidativa deve ser considerada como um parametro essencial no
controle da propriedade do biodiesel (DANTAS et al., 2011; DANTAS et al.,
2006; DANTAS et al., 2007).

O uso de biodiesel como combustivel tem seu principal inconveniente a
sua suscetibilidade a oxidacdo. Difundir seu uso como combustivel alternativo
depende do desenvolvimento de tecnologias que aumentem sua resisténcia a
oxidacdo durante o tempo de estocagem. Dependendo da matéria prima
utilizada e do processo de producédo, esta podera ter concentragfes distintas
de ésteres e de acidos graxos, com cadeias carbbnicas com multiplas
insaturacoes, acidos graxos livres e outros compostos contaminantes (metais).
No entanto, no processo de oxidacdo 0s compostos insaturados séo
significativamente mais susceptiveis & oxidacdo do que os saturados. E essa
tendéncia a oxidac&o cresce a medida que aumenta o grau de insaturagao.

O tipo e o teor de acidos graxos presentes no 0leo vegetal tém um
efeito marcante sobre a estabilidade do biodiesel diante do armazenamento e
da oxidacdo. Por exemplo, quedas bruscas na temperatura ambiente
promovem o aumento da viscosidade e a cristalizacdo de ésteres graxos
saturados que, eventualmente, podem causar o entupimento de filtros de 6leo e

dos sistemas de injecdo. A tendéncia a “solidificacdo” do combustivel € medida
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através dos pontos de entupimento de filtro a frio, e de fluidez e névoa, que
devem ser tanto mais baixo quanto o possivel. Abaixamentos no ponto de
fluidez, muitas vezes motivados pela aditivagdo de inibidores de cristalizagéao
(STOURNAS; LOIS; SERDARI, 1995; RAMOS, 2003), representam menores
restricbes do biocombustivel as variagcdes de temperatura, evitando assim 0s
problemas de estocagem e de utilizacdo em regides mais frias. O animal possui
maior grau de saturacao e, por isso, é evitado nos meses mais frios na regido
Sul do Brasil para diminuir a possibilidade de cristalizacdo do combustivel.
Obviamente, esse problema nédo € exclusivo do biodiesel, pois o diesel de
petrdleo contém parafinas que apresentam tipicamente 0 mesmo
comportamento.

A formacdo de depdsitos por precipitacdo ocorre em funcdo do
envelhecimento e/ou oxidacdo do biodiesel. A degradacdo oxidativa do
biodiesel gera resinificacdo que, por aderéncia, constitui uma das principais
causas da formacéo de depoésitos nos no sistema de inje¢cdo de combustivel.
Em decorréncia desse fendmeno, foi também observada uma queda no
desempenho, um aumento da susceptibilidade a corrosédo e a diminuicdo da
vida util dos motores (LUIS et al., 2012). Existe a diferenca de estabilidade ao
armazenamento e estabilidade oxidativa que segue a seguinte distingéo:
estabilidade ao armazenamento refere-se a estocagem por longos periodos em
temperaturas baixas ou moderadas (0 a 49 °C), enquanto que a estabilidade
oxidativa € uma tentativa de prever o comportamento do armazenamento hum
tempo menor de ensaio. Com condi¢des mais severas de oxidagao, 0 ensaio
normatizado procura verificar num periodo de horas se o combustivel consegue
permanecer dentro da especificacdo por um periodo de 30 dias.

A estabilidade de estocagem de um combustivel liquido, enfim, é
definida pela sua relativa resisténcia a mudancas fisicas e quimicas, ocorridas
devido a interacdo com o0 meio ambiente. A estabilidade depende da interacéo
com compostos sulfurosos, nitrogenados, dienos e oxigénio, que pode levar a
formacdo de sedimentos e alteracdo de cor, dependendo do tipo e de
guantidade de materiais instaveis presentes. A pureza do combustivel com
relacdo a presenca de agua, particulas solidas, produtos de degradagédo do

mesmo e de microrganismos também influenciam sua estabilidade.
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2.5. ANTIOXIDANTE

Qualquer antioxidante para usufruir de tal status deve obedecer a
certos requisitos: por um lado deve ser capaz de inibir a oxidacdo, mesmo em
baixas concentracdes (HALLIWELL, 1997; HALLIWELL, 1990) e, a sua forma
oxidada deve ser suficientemente estavel, para ndo desencadear novas
reacoes de oxidacdo (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992).

Uma ampla definicho de antioxidante €: “gualquer substancia que,
presente em baixas concentracdes, quando comparada a do substrato
oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz” (SIES,
1993).

Os antioxidantes sdo conhecidos pela acdo em diferentes niveis do
processo de oxidagcdo, os quais envolvem moléculas de lipideos. Podem agir
diminuindo a concentracdo de oxigénio, interceptando o oxigénio singleto
evitando a fase de iniciagdo da oxidacao pelo sequestro de radicais hidroxil,
quelando ions metalicos e decompondo produtos primarios a compostos que
nao sao radicais (SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992).

Para tornar o biodiesel dentro das especificagdes impostas pela ANP,
aditivos antioxidantes, de origens sintéticas ou naturais sdo entdo adicionados.
Os antioxidantes apresentam-se como alternativa para prevenir a deterioracéo
oxidativa de derivados de &cidos graxos, uma vez que sdo substancias
capazes de retardar ou reduzir a velocidade da oxidacdo e podem ser
classificados, de maneira geral, como naturais e sintéticos (POLAVKA et al.,
2005; LOH; CHEW S; CHOO, 2006).

Dentre estes existem o0s primarios, removedores de oxigénio,
bioldgicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos (RAMALHO; JORGE,
2006).

Os primarios sdo compostos fendélicos que promovem a remog¢ao ou
inativacdo dos radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacao da
reacdo, através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas,
interrompendo a reagdo em cadeia.

Entre os antioxidantes mais comumente utilizados estdo os naturais,
principalmente os tocoferdéis. Entre os compostos fendlicos sintéticos pode-se
citar o butil-hidroxi-anisol (BHA), o butil-hidroxi-tolueno (BHT) e o buitil-
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hidroquinona-terciaria (TBHQ), os quais estdo ilustrados na (FIGURA 10)
(NAKATANI; SHAHIDI, 1996; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

GHs HO OH
HyC._ A _O._ _CHs _
A <
( /,:' C 16 H33 N X
- N0 e (OH)LH;C,~ ~07 ~0
Chy acido ascorbico
OH a-tocoferol OH OH
(CH3)sC C(CH3); HO OH
C(CH3)5
OCH, CHz COOC;3H;
BHA BHT TBHQ

FIGURA 10 - ESTRUTURA QUIMICA DE ANTIOXIDANTES NATURAIS E SINTETICOS
FONTE: NAKATANI; SHAHIDI, 1996; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996.

O BHA é um antioxidante de pouca estabilidade frente a elevadas
temperaturas, mas € particularmente efetivo no controle de oxidacdo de acidos
graxos de cadeia curta, como aqueles contidos em Oleo de coco e palma
(BOBBIO; BOBBIO, 2001).

O BHT é um composto organico lipossoltvel e antioxidante usado como
aditivo alimentar, conservante (também para cosméticos), remédios,
combustivel, borracha e taxidermia. E produzido a partir do cresol e do
isobutileno. Reage com os radicais livres, retardando a oxidacdo e mantendo
as caracteristicas do material a proteger.

O TBHQ é um po cristalino branco e brilhoso, moderadamente soluvel
em Oleos e gorduras e ndo se complexa com ions de cobre e ferro, como o
galato. E considerado, em geral, mais eficaz em 6leos vegetais do que o BHA
ou o0 BHT; em relacdo a gordura animal, é tdo efetivo quanto o BHA e mais
efetivo do que o BHT (FERRARI; SOUZA, 2009).

O BHA e o TBHQ sé@o os mais utilizados na conservacdo de Oleos
vegetais estocados (SHAHIDI; NACZK, 1995).

Dentre os antioxidantes naturais, encontram-se 0s tocoferdis, que sao
antioxidantes monofendlicos que ajudam a estabilizar a maioria dos Oleos

vegetais. Sao classificados em oito diferentes compostos pertencendo a duas
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familias distintas: os tocoOis e os tocotriendis, tendo como prefixos as letras
gregas a, B, y e d dependendo do numero e da posi¢cdo dos grupos metilicos
ligados ao anel aromatico, sdo chamados de q, B, y e & — tocoferdis (FIGURA
11), sendo que a atividade antioxidante decresce do & para o a-tocoferol
(PALOZZA et al., 2008).
a-tocoferol:R1 = R, = R3 = CH5
p-tocoferol:R;= R; = CH;; R,=H

R v-tocoferol: Ry =H; R, = R3 = CH;
3-tocoferol: R; =R, = H; Ry = CH,

HO
CHa

Ra

FIGURA 11 - TIPOS DE TOCOFEROIS
FONTE: FERRARI, 2012

Os antioxidantes sintéticos sdo muito efetivos e muito estaveis,
entretanto, o uso deles como aditivos é restrito em muitos paises devido a
possibilidade de causarem efeitos indesejaveis em enzimas dos Orgaos
humanos. Como resultado, ha um grande interesse de se encontrar novos
antioxidantes que sejam seguros e provenientes de fontes naturais
(NAKATANI; SHAHIDI, 1996).

Os antioxidantes derivados da biomassa sao bastante promissores uma
vez que sao originarios de matéria prima de baixo valor comercial, vindo a
tornarem-se compostos de alto valor agregado. Dentre os antioxidantes
derivados da biomassa pode-se dar destaque ao tanino, sendo este derivado
da casa da arvore da Acacia Negra (Acacia mearnsii).

Antioxidantes  fendlicos, como o0 tanino, funcionam como
sequestradores de radicais livres (RL) como o I+, 0 R* e 0 ROO- e de oxigénio.

Conforme se vé na (FIGURA 12), os protons e elétrons formados nas
reacdes de oxidacdo do grupo catecol da molécula de catequina do tanino,
reagirdo com as moléculas de oxigénio do meio, formando agua. Agindo tanto
na etapa de iniciacdo, como na propagacao do processo oxidativo. Os produtos

intermediarios formados pela acdo deste antioxidante, tanino, s&o
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relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico apresentada

por esta substancia.

, B R
H( 1/20;+H +1e | N H+le
= . AL 2
H( & 10 0

H

FIGURA 12 - EXEMPLOS DE REACOES DE CAPTACAO DE OXIGENIO E DE FORMACAO
DO RADICAL LIVRE SEMIQUINONA, CAPTADOR DE RL, A PARTIR DO CATECOL DA
ESTRUTURA DA CATEQUINA QUE COMPOE O TANINO.

Os flavandis, os quais estdo presentes no grupo de polifendis totais do
extrato de tanino, cumprem as exigéncias as quais sao estabelecidas aos
antioxidantes, j& que estudos realizados comprovaram a sua eficiéncia de
antioxidante, mesmo em pequenas quantidades. Caracteristicas estruturais,
como, a presenca da unidade catecol em conjugacdo com a sua
aromaticidade, a qual proporciona uma elevada estabilidade a forma oxidada
do polifenol (BORS et al., 1990; ARIGA; HAMANO, 1990; KITAGAWA,
FUJISAWA; SAKURAI, 1992).

A literatura relata que, compostos fendlicos sao eficientes antioxidantes
contra a deterioracdo oxidativa de acidos graxos polinsaturados (SUN;
THAKORLAL; ZHOU, 2011). A atividade antioxidante dos flavonoides ocorre
devido a sua habilidade de sequestrar radicais livres, atuando assim, como
doadores de hidrogénio e quelantes de metais (GOZALO; ALOSO, 2002,
RICE-EVAN; MILLER; PAGANGA, 1996).

Ainda que o modo especifico de inibicdo da oxidacdo de cada
composto ainda ndo esteja totalmente esclarecido, € possivel notar algumas
propriedades peculiares: (1) quelar metais através da estrutura orto-
dihidroxifendlica, (2) sequestrar radicais peroxilas e alquilas, atuando como
doadores de hidrogénio, (3) regenerar a-tocoferol através da reducao do radical
a-tocoferoxilas (GOZALO; ALOSO, 2002; RICE-EVAN; MILLER; PAGANGA,
1996). A eficacia dos antioxidantes fenodlicos estd relacionada com a
estabilidade relativa de seus radicais intermediarios, devido, a ressonancia e a
falta de posi¢coes adequadas na estrutura para ataque pelo oxigénio molecular
(RIBEIRO, 2005; PANNALA, 2001).
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As mesmas propriedades que determinam a atividade antioxidante de
um composto sdo responsaveis pela manifestacdo de potenciais efeitos pro-
oxidantes, que sdo substancias enddgenas ou exdgenas que possuem a

capacidade de oxidar moléculas-alvo.

2.6. TANINOS

O termo tanino é originario do francés “tanin”, que é utilizado para uma

ampla faixa de compostos polifendlicos naturais.

FIGURA 13 - TANINO EM PO
FONTE: REVISTA-FI, 2014

Taninos sdo macromoléculas presentes em varios metabolismos
secundarios, presentes em diversos grupos vegetais, sendo classificados,
segundo sua estrutura quimica, em dois grandes grupos: taninos hidrolisaveis e
taninos condensados. Taninos hidrolisaveis apresentam na sua constituicao,
mondmeros de acido galico (tanino galico) ou acido elagico (tanino elagico),
enquanto 0s taninos condensados sao formados pela polimerizagcdo de
unidades de catequina. Os taninos sdo substancias capazes de combinacdes
estaveis com as proteinas e com outros polimeros, tais como o0s
polissacarideos. Outro aspecto dos taninos, que 0s caracterizam como
importante substancia de defesa quimica vegetal, esta relacionada ao forte
poder antioxidante dessas moléculas.

Por apresentarem acdo antioxidante, sdo moléculas que podem atuar

no processo de estabilizacdo de radicais livres. Os taninos pertencem a um
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grupo de compostos polifendlicos, provenientes do metabolismo secundario
das plantas (BUTLER, 1984) e sao definidos como polimeros fendlicos soluveis
em agua 0s quais que precipitam proteinas (HASLAM, 1989). Apresentam alto
peso molecular, entre 500 a 3000 Dalton (MANGAN, 1988) e contém grupos
hidroxila-fendlicos em quantidade suficiente para permitir a formacédo de
ligagcbes cruzadas estaveis com proteinas (DESHPANDE; CHERYAN;
SALUNKHE, 1986)

A maioria dos compostos fendlicos nédo é encontrada no estado livre na
natureza, mas em forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto,
sollveis em agua e em solventes organicos polares (MELLO et al., 2001). Por
serem fendlicos, os taninos sdo muito reativos quimicamente, formam pontes
de hidrogénio intra e intermoleculares. Um mol de tanino pode ligar-se a doze
mols de proteinas. Fundamentando-se nessa propriedade, podem-se identificar
0s taninos por teste de precipitacdo de gelatinas, por exemplo (MELLO et al.,
2001; CHUNG; WEI; JOHNSON, 1998; BIANCO; SAVOLAINEN, 1997,
VICKERY; VICKERY, 1981). Estes compostos sao facilmente oxidaveis, tanto
atraves de enzimas vegetais especificas, quanto por influéncia de metais como
cloreto férrico, o que ocasiona o escurecimento de suas solu¢bes (MELLO et
al., 2001).

Na forma ndo oxidada, os taninos reagem com as proteinas através de
pontes de hidrogénio e/ou ligacdes hidrofobicas. Quando oxidados, os taninos
se transformam em quinonas, as quais formam ligagdes covalentes com alguns
grupos funcionais das proteinas, principalmente os grupos sulfidricos da
cisteina e e-amino da lisina (SGARBIERI, 1996).

Taninos sdo encontrados em maiores concentracdes na madeira e na
casca de certas folhosas, sendo que a casca da Acacia-negra (Acacia
mearnsii) e a madeira do Quebracho (Schinopsis balance Engl.) estdo entre as
mais importantes fontes de taninos condensados destinados a producédo
industrial (P1ZZ1, 1983; WEYER, 1985).

A plantacdo de acacia negra iniciou no Brasil em 1928, com sementes
trazidas da Africa do Sul. A principal empresa produtora no Brasil € a TANAC
S. A,, situada em Montenegro (RS), a qual exporta cerca de 8 % da sua
producado (aproximadamente 30 000 toneladas por ano) para mais de 70 paises

(TANAC, 2014). O principal processo de extracdo dos taninos da casca da
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acéacia negra é baseado na extracdo com agua e vapor de agua (CASSEL;
VARGAS, 2008).

No Brasil, a casca da Acacia negra é a mais utilizada na producéo de
taninos, segundo dados do IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2009). Cerca de 158.000 toneladas de cascas foram
extraidas no sul do pais no ano de 2008. A casca de Acacia mearnsii pode
apresentar até 28% de taninos (base em peso seco) (SANTOS et al., 2001). No
entanto, a produtividade de tanino depende de diversos fatores, tais como:
caracteristicas genéticas da planta, caracteristicas climaticas e pedoldgicas,
das técnicas silviculturais e de manejo utilizados nos povoamentos (VIEIRA et
al.,, 2011). A interacdo entre estes fatores determinam uma significativa
variacdo de concentracdo de tanantes na casca adquirida pela inddstria
(CUNHA, 2006; MARTINEZ, 2006; RAWCHAL et al., 2001).

-, o

FIGURA 14 - CASCA DA ACACIA NEGRA (ACACIA MEARNSII)
FONTE: ACACIA NEGRA, 2014

2.6.1 QUIMICA E ESTRUTURA DOS TANINOS

Os taninos sédo classificados em dois grupos: 1) taninos hidrolisaveis,
gue, ap6s hidrolise, produzem carboidratos e acidos fendlicos; e 2) taninos
condensados ou ndo hidrolisaveis, que sdo resistentes a hidrélise, e sao
oligbmeros do grupo flavan-3-ols ou flavan 3,4-diols (SALUNKHE; CHAVAN;
KADAM, 1990).
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Os taninos hidrolisaveis sdo unidos por ligacdes éster-carboxila, sendo

prontamente hidrolisaveis em condi¢cdes é&cidas ou béasicas (HAGERMAN;

BUTLER, 1981) (FIGURA 15).

HO

(lmn=0120u3)

FIGURA 15 - ESTRUTURA DE TANINOS HIDROLISAVEIS
FONTE: NAKAMURA,; TSUJ; TONOGAI, 2003

Os taninos hidrolisaveis sé@o ainda classificados em galotaninos e
elagitaninos. Os galotaninos sdo compostos por unidades de acido galico
unidos por ligacdes depsidicas entre elas, demonstrada na (FIGURA 16).

Ja os elagitaninos sdo moléculas que possuem um ou dois residuos de

hez-hidroxidifenoila de configuracdo R ou S, os quais sdo obtidos pelo

acoplamento oxidativo C-C entre dois residuos de &cido galico adjacentes.

Apés a hidrolise acida das ligacBes ésteres, ocorre a liberacdo do é&cido
difénico, que se rearranja espontaneamente para 0 acido elagico. Os

elagitaninos isolados até o presente sdao mondmeros, dimeros, trimeros e

tetrameros (LEKHA; LONSANE, 1997).
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FIGURA 16 - EXEMPLO DE LIGACAO DEPSIDICA FORMADA ENTRE O GRUPO FENOLICO
SUPERIOR E O GRUPO INFERIOR DE UMA UNIDADE DE ACIDO GALICO
FONTE: HARVEY, 2001

2.6.3. TANINOS CONDENSAVEIS

Sao substancias constituidas por unidades flavondides como as
monoflavondides, diflavondides, triflavondides e tetraflavondides (P1ZZI, 1983).
Os flavondides sao moléculas constituidas por unidades triciclicas e
hidroxiladas de 15 carbonos (JORGE et al., 2001).

Estdo presentes em maior quantidade nos alimentos normalmente
consumidos (DESHPANDE; CHERYAN; SALUNKHE, 1886; SALUNKHE;
CHAVAN; KADAM; 1990). Os taninos condensados podem conter de duas a
cinquenta unidades flavanoides; possuem estruturacdo complexas e sé&o
resistentes a hidrélise, mas podem ser solliveis em solventes polares,
dependendo de sua estrutura. A (FIGURA 17) ilustra a estrutura quimica dos
taninos condensados.

Os estudos da relacdo estrutura-atividade demonstraram que, 0
numero e a posicao das hidroxilas, bem como as alquilacdes e as glicosilacdes,
interferem na atividade antioxidante dos flavondides. A glicosilacdo e a
metilacdo diminuem a atividade antioxidante dos flavondides, enquanto que a

o-hidroxilagcdo do anel B, a carbonila na posicdo 4 e grupamento hidroxila na
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posicdo 3 e 5 aumentam a atividade (LU; FOO, 1997; LU; FOO, 1999; LU;
FOO, 2000; RICE-EVANS; MILLER, 1994; RICE-EVANS; MILLER, 1997;
RICE-EVANS; MILLER, 1995; RICE-EVANS; MILLER, 1996; XUE et al., 2001).
De uma maneira geral, a atividade antioxidante diminui na seguinte ordem:
flavanol > flavonol > chalcona > flavona > flavanona > isoflavona. Nos taninos,
a atividade antioxidante melhora com o aumento dos grupamentos galoil, orto-

hidroxilas e com aumento do peso molecular (YOKOZAWA et al., 1998).

R = (flavan-3-ol)

FIGURA 17 - ESTRUTURA QUIMICA DE TANINOS CONDENSADOS
FONTE: LEKHA; LONSANE, 1997

2.6.4. CATEQUINAS

As catequinas pertencem a familia dos 3-flavanodis e sdo constituidos
por um anel floroglucinol, um anel piranico e um anel catecol (FIGURA 18).

As catequinas neutralizam os radicais livres oxigenados (Re) cedendo
atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilo, localizados preferencialmente no
anel catecol, devido a acessibilidade estereoquimica destes e a posi¢cao orto
dos dois grupos hidroxilo, que favorecem a deslocalizacao eletrénica do elétron
e conferem uma grande estabilidade a forma radicalar (ARIGA; HAMANO,
1990; SICHEL et al., 1991; ALBURQUERQUE, 2006). A substituicdo no anel

floroglucinol da estrutura polifendlica parece exercer uma influéncia pouco
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significativa no potencial de reducéo da semiquinona formada (JOVANOVIC et
al., 1994; JOVANOVIC et al., 1998).
As catequinas sdo potentes antioxidantes, sequestrantes de radicais

livres, quelantes de metais e inibidores da peroxidagcéo (SCHMITZ et al., 2005).

OH

HO O W
) OH

OH
OH

FIGURA 18 - ESTRUTURA DA CATEQUINA
FONTE: WIKIPEDIA, 2014

A sustentabilidade nos ultimos anos ganhou muita importancia no
cenario econdbmico mundial, principalmente devido a intencdo de diminuir
problemas ambientais que tem sido causado com o uso de combustiveis
fosseis, que ocasionam diretamente o efeito estufa. Assim a pesquisa com
interesse no desenvolvimento de tecnologias sustentaveis cresceu bastante, o
biodiesel surgiu como uma opcéo de substituicdo de combustiveis de origem
féssil. E como forma de melhorar ainda a qualidade deste biocombustivel,
aditivos antioxidantes para o mesmo comecaram a ser desenvolvidos nos
ultimos anos, pois ao adiciona-lo ao biocombustivel pode aumentar sua
estabilidade oxidativa consideravelmente.

Porém como foi perceptivel, patentes relacionadas a aditivos naturais
ainda ndo possuem muitos registros, provavelmente por ser uma area nova em
desenvolvimento laboratorial. A utilizacdo de aditivos antioxidantes naturais s&o
mais sustentaveis e rentaveis por nao utilizarem em suas fabricacées matérias-
primas sintéticas, além de serem mais baratos aos custos de producédo. Logo,
levando em consideracdo a importancia da adicdo de antioxidantes para
garantir a qualidade do biocombustivel e sendo que estudos de antioxidantes
naturais no biodiesel sdo mais escassos, se faz necessario o desenvolvimento

de novos estudos em substancias, sobretudo as de origem natural. A utilizacéo
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do tanino dissolvido em amina torna-se uma nova alternativa de antioxidante

natural eficiente e de baixo custo ja que, é produzido por biomassas.

2.7. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA
ELETRONICA (EPR)

A ressonancia paramagnética eletrénica (EPR), ou ressonancia de spin
eletrébnico (ESR), é uma técnica espectroscopica, pela qual a radiacdo, na
frequéncia de microondas, € absorvida por moléculas, ions ou atomos
possuindo elétrons com spins desemparelhados, quando estes sdo submetidos
a um campo magnético. As substadncias que possuem elétrons
desemparelhados sdo chamadas de paramagnéticas e incluem radicais livres,
ions de metais de transicdo, cristais com defeitos e moléculas como NO
(POOLE; FARACH, 1972). Substancias diamagnéticas, ou seja, aquelas que
nao possuem elétrons desemparelhados, ndo podem ser detectadas por EPR,
e, portanto, ndo interferem nos experimentos envolvendo substancias
paramagnéticas.

Esta técnica é projetada para detectar elétrons desemparelhados, ou
ainda, para realizar investigacdo de ions ou moléculas com elétrons
desemparelhados (ATKINS, 1999). A maior parte das moléculas possui seus
elétrons emparelhados, porém um numero respeitavel de sistemas contém
elétrons desemparelhados, como nos seguintes exemplos (BOTIS, 2005):

1. Molécula que possui um elétron desemparelhado possui um radical livre;

2. Moléculas que contenham dois elétrons desemparelhados (com
interacOes fracas entre eles) possuem bi - radicais;

3. Moléculas que contenham dois elétrons desemparelhados (fortemente
acoplados) entidades de estado de tripleto (estado de tripleto pode ser um
estado circular ou 6tico, ou ainda, térmico excitado);

4. Entidades com trés ou mais elétrons desemparelhados;

5. Defeitos de ponto nos sdlidos ou imperfeicbes localizadas na rede
cristalina sdo considerados “buracos de elétrons”, causando assim a sua
elevacdo como elétron desemparelhado;

6. A maioria dos ions de metal de transicao.
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No fenbmeno da ressonancia todas as espectroscopias investigam
esses sistemas monitorando a rede de energia absorvida no campo de
radiacdo eletromagnética, onde moléculas trocam o estado de energia
(ORTON, 1968).

Associados com o campo da radiacdo tém-se oscilacbes do campo
elétrico e magnético, um perpendicular ao outro. O campo elétrico é um
componente que interage com 0s sistemas causando a mudanca de estado de
energia, resultando na transicdo de elétrons de seus estados vizinhos para
estados excitados, apés a sua absorcdo (WERTZ; BOLTON, 1972).

O momento magnético u de um elétron pode ser expresso em termos

de seu spin (S) pela equacgao:

u=-g.8.S 1)

em que:g = fator giromagnético do elétron;
B = magnéton de Bohr.

Na presenca de um campo magneético H (aplicado na direcédo z), o
momento magnético do elétron tende a se alinhar com a diregcdo do campo

aplicado (efeito Zeeman), e a energia de orientacao é dada pelas expressoes:

E=pxH )

E=-g.B.H.Ms 3)

em que: Ms = orientacéo do spin eletrénico (S = %2) no eixo z.

Os valores possiveis de Ms sdo + Y2 e — %, que correspondem aos
alinhamentos paralelos e antiparalelos do elétron na direcdo z do campo
magnético. Formam-se entdo 2 niveis de energia (E =+ %2 gBHe E=-1%
g.8.H), chamados de niveis de Zeeman. A diferenca de energia entre os dois
estados € AE = g.3.H.

A ressonéancia ocorre quando se excita o sistema magnético, de modo
a induzir transi¢cdes de nivel de energia mais baixo para o de energia mais alto.
Isso ocorre quando se aplica um quantum de energia (hv) igual a diferenca de

energia entre os niveis (AE). Assim, a condi¢do para a transicado é dada por:
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h.v=g.B. Ho (4)

em que: h = constante de Planck;
v = frequéncia da radiacao eletromagnética aplicada;
Ho, = valor do campo magnético em que ocorre a transi¢ao.

A energia hv normalmente é fornecida a amostra através da exposicéo
a um campo de microondas perpendicular ao campo magnético H, que é
variado até que ocorra a transicdo. Quando essa ocorre, a amostra absorve
energia do campo de microondas. Essa absorgéo, ou geralmente sua derivada,
é entdo detectada.

A equacao (4) se refere a uma descricdo muito simples do sistema. Na
realidade, a expressdo das energias é mais complexa devido aos
acoplamentos do dipolo magnético do elétron desemparelhado com o dipolo
magnético do nucleo do atomo, e fatores anisotrépicos que resultam nas
chamadas interacfes hiperfinas. O numero de linhas da interacdo hiperfina é

dado pela multiplicidade dos estados de spin nuclear, dada na equacéo (5):

N = 21+1 %)

onde | € o numero quantico de spin nuclear. No caso, por exemplo, de | = 1,
(@&tomo de N), a linha de EPR sera dividida em trés linhas, e a separagéo
dessas trés novas linhas corresponde ao valor da interagdo dos dipolos
magneéticos, elétron — nucleo que, em Gauss ou outra unidade correspondente,
€ o valor da constante de interacdo hiperfina (A).

Quando o espectro é referente a uma molécula com um conjunto de n
ndcleos equivalentes (no mesmo ambiente quimico), tendo a mesma
quantidade de interacdo com o elétron desemparelhado (mesmo ), 0 nimero
de linhas do espectro é dado pela equacéao (6):

N=2x(nxl)+1 (6)

A (FIGURA 19) mostra, de uma forma ilustrativa, como ocorre essa
transicdo e o respectivo sinal registrado pelo aparelho. Por questdes praticas,

mantém-se a frequéncia da radiacdo de microondas e varia-se 0 campo
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magnético. Isso ocorre porque a amostra é colocada dentro de uma cavidade
ressonante, cujas dimensdes sdo ajustadas a frequéncia de microondas
utilizada, sendo entdo impossivel variar essa frequéncia sem variar as
dimensdes da cavidade.

4 M,=+1/21
% hv=gpH
1 5 M,=-1/2 |
/;\ Absorgdo de EPR
'/,9 Primeira derivada
da Absorgao de
: EPR
; >
o] H, H

FIGURA 19 - DESDOBRAMENTO DOS NIVEIS DE ENERGIA DO SPIN ELETRONICO NA
PRESENCA DE UM CAMPO MAGNETICO E SINAIS REGISTRADOS COM A TRANSICAO
ELETRONICA

FONTE: RESSONANCIA MAGNETICA, 2014

O valor da constante giromagnética do elétron livre (ge) € igual a
2,0023193. Entretanto, em diferentes situagcdes o valor de g medido
experimentalmente pela equacéo 4, pode diferir muito do ge. O acoplamento
spin-orbita fornece um mecanismo com o qual o0 momento angular orbital pode
ser adicionado ao momento angular de spin (GOODMAN; HALL, 1994).
Quando isso ocorre de forma significativa, o valor de g experimental pode
diferir do ge. Devido ao fato da constante de acoplamento spin-6rbita aumentar
com o aumento do numero atdmico, observa-se que radicais livres organicos
apresentam valores de g proéximos ao ge, enquanto que metais de transicédo
podem apresentar grandes diferencas do valor de g em relagdo ao ge.

A EPR apresenta algumas caracteristicas vantajosas como:
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Capacidade de estudos em amostras nos estados solido, liquido ou
gasoso;

Alta sensibilidade (detecta até 1012 spins em 0,1 mL);

Capacidade de identificacdo e determinacdo da concentracdo dos
radicais livres;

Fornece informacdes sobre o estado de valéncia e simetria de ions
metalicos;

N&o é destrutiva e ndo usa radiacao ionizante.

Um espectrémetro de EPR conforme a (FIGURA 20) é basicamente

formada por:

Eletroima com fonte de alimentacéo e sistemas reguladores e de medida
de campo magnético;

Gerador de microondas, em geral com valvula Klystron, com fonte de
alimentacao e unidade de estabilizacdo de frequéncia e poténcia;
Sistemas de processamento e registro do sinal de EPR;

Dispositivos para medidas em diferentes temperaturas.

FIGURA 20 - APARELHO DE ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA
ELETRONICA
FONTE: A AUTORA, 2014
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Para obter-se o espectro fornecido pelo aparelho de EPR, coloca-se as
amostras, devidamente preparadas, num porta-amostra de quartzo que é
inserida na cavidade ressonante do aparelho. As bobinas de Helmholtz
(eletroimas), em torno dessa cavidade, irdo variar a intensidade do campo
linearmente de modo que ocorra o “efeito Zeeman” e o sistema de controle de
dados registrara o espectro obtido para a futura analise dos dados.

A (FIGURA 21) mostra um esquema de um espectrometro que foi

utilizado no experimento.

Espectro
eixo Y (Int)

p———=

- eixo X (Hyg)

Gerador de

B —
microondas

- -
cavidade i Irl - : .ﬂ
ressonante - ]

Conmputador

{(hanco de dados)

FIGURA 21 - ESQUEMA DO ESPECTROMETRO DE EPR UTILIZADO NA PARTE
EXPERIMENTAL
FONTE: BRUKER, 2014

A (FIGURA 22) mostra o sinal da absor¢cdo (Gaussiana ou
Lorentziana), a intensidade da primeira e da segunda derivadas das absorcdes
registradas pelo espectrémetro. A forma de aquisicdo do sinal de EPR

normalmente é efetuada na primeira derivada do sinal de absorcéo.
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FIGURA 22 - EPECTROS DE EPR MOSTRANDO O GRAFICO RELATIVO A VARIACAO NA
ABSORBANCIA, E O DA SUA PRIMEIRA DERIVADA, MAIS COMUMENTE UTILIZADA EM
ESTUDOS COM EPR

FONTE: FERRARI, 2012

2.8. METODO DE OXI-REDUCAO COM FORMACAO DE COMPLEXO

Os meétodos de doseamento de polifendis, baseados em reacdes de
oxireducdo, iniciaram-se com a utilizacdo do reagente fosfotingstico por Folin e
Macallum em 1912, como forma de quantificar o acido urico na urina. O
reagente foi modificado posteriormente e denominado reagente de Folin-Denis
(FOLIN; DENIS, 1912). Muitas vezes o reagente de Folin-Denis € substituido
pelo de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965). Este ultimo é mais
sensivel a reducdo pelos fenodis e diminui a tendéncia a precipitacdo. As
principais diferencas entre estes dois reagentes é o uso de sulfato de litio, a
presenca de acido hidrocloridrico e o longo tempo de aquecimento para a
preparacdo do reagente de Folin-Ciocalteu (ANGELO; JORGE, 2007). Para
ambos os testes, o numero de grupos hidroxilas ou de grupos potencialmente
oxidaveis controla a quantidade de cor formada. O grupo fendlico deve estar na
forma de fenolato para os anions molibdo e tungstofosfato produzirem a
oxidacdo. As moléculas reduzidas sdo azuis e as néo reduzidas sdo amarelas.
Estas Ultimas se decompdem vagarosamente em pH alcalino, o qual é
necessario para a manutencdo do fenol na forma de fenolato (SHAHIDI;
WANASUNDARA, 1992).
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Em todas as suas variantes, os métodos por oxiredu¢cdo mencionados,
envolvem o doseamento de polifendis totais (quantificados por
espectrofotometria), mediante a formagao de um complexo de coloragcéo azul,
derivado da reducdo do reagente pelas hidroxilas fendlicas. A coloracdo azul
ocorre em meio alcalino, porém € pouco estavel, em excesso de base fraca,
fato que se acentua quando uma base forte é utilizada, observando-se uma
perda rapida da coloragdo (FOLIN; DENIS, 1912). Cabe destacar que os
métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu encontram-se na aplicacdo da
determinacao tanto de substancias polifendlicas em geral quanto de taninos. O
calculo do teor de taninos é realizado indiretamente, subtraindo o teor de
polifendis totais do teor da fracdo nédo-tanante, isto é, do teor de polifendis ndo
reativos ao tratamento prévio com material protéico ou polimérico (SCALBERT,
1992; COSTA, 1994; SANTOS et al., 2001; MELLO et al.,, 2001). Algumas
limitacdes tém sido atribuidas aos métodos de quantificacdo que se utilizam
dos reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu. Entre elas, encontra-se o fato
de que os reagentes sao inapropriados para a comparacdo do conteudo
fendlico de amostras de diferentes extratos vegetais.

Embora o reagente seja reduzido pelas hidroxilas aromaticas,
caracteristicas de todos os fenois, a reducdo depende da estrutura fendlica,
além do fato de o reagente poder ser reduzido por outros constituintes do
extrato como alcaloides e proteinas, por exemplo. Dessa forma, a composicao
e a quantidade de fendis pode ser diferente, mesmo quando a absorvancia é
semelhante. Por essa razao, os reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu nao
fornecem uma ideia exata da quantidade de fenois, mas sim da capacidade de
reducdo da amostra analisada (APPEL et al.,, 2001). Logo, este método
espectrofotométrico, independente do tipo de reagente utilizado, Folin-Denis ou
Folin-Ciocalteu, ndo é um método especifico, pois detecta todos os grupos
fendlicos presentes no extrato, incluindo as proteinas extraiveis (NACZK;
SHAHIDI, 2004).

As limitacbes do método também se estendem a escolha de uma
substancia de referéncia para expressar o teor de fendis. Se a capacidade de
reducdo da substancia selecionada como padréo ndo é precisamente a mesma
do extrato analisado, a concentracdo calculada a partir da curva padrdo néo

refletira, obviamente, o teor de fenois da amostra (APPEL et al., 2001).
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O reagente de Folin-Ciocalteau (RFC) consiste de mistura dos acidos
fosfomolibidico e fosfotlingstico, na qual o molibdénio se encontra no estado de
oxidacao (VI) (cor amarela no complexo Na;Mo00,4.2H,0); porém, em presenca
de agentes redutores como os compostos fendlicos, formam-se os chamados
complexos molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW1,04)*], nos quais a média do
estado de oxidacdo dos metais esta entre 5 (V) e 6 (VI) e cuja coloracdo
permite a determinacdo da concentracdo das substancias redutoras que, nédo
necessariamente, precisam ter natureza fendlica.

O reativo de Folin-Ciocalteau € um dos mais utilizados na pesquisa de
compostos fendlicos, sofrendo mudanca de coloragcdo do amarelo para azul,
denso demonstrada na (FIGURA 23) e a intensidade da colorag&o azul é maior,
guanto maior a quantidade de compostos fendlicos na solucdo (BORA et al.,
2005).

FIGURA 23 - ACOMPANHAMENTO DA MUDANGA DA COLORAGAO NA DETERMINAGCAO
DE POLIFENOIS TOTAIS
FONTE: A AUTORA, 2014

A (FIGURA 24) mostra a desprotonacdo dos compostos fendlicos (no
exemplo, o padrdo acido gélico) em meio basico, gerando os anions (neste
caso, carboxilato). A partir dai, ocorre uma reacao de oxireducao entre 0 anion
e o reagente de Folin-Ciocalteu, na qual o molibdénio, componente do reagente
Folin-Ciocaulteu sofre reducdo, e o meio reacional muda de coloracdo, do

amarelo para o azul.
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FIGURA 24 - REACAO DO ACIDO GALICO COM MOLIBDENIO, COMPONENTE DO
REAGENTE DE FOLIN-CIOCALTEU
FONTE: WIKIPEDIA, 2014

2.8.1. METODO DO 2,2 — DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZILA ( DPPH)

O DPPH (2,2—difenil-1-picril-hidrazila) foi descoberto por Goldschmidt e
Renn em 1922, sendo bastante utilizado em pesquisa de reagdes envolvendo
radicais livres. Sua principal aplicacdo é como reagente colorimétrico em testes
pelo método de espectroscopia de ultravioleta-visivel para verificar a acao
antioxidante, mais conhecido como testes de captura (do inglés scavenge) do
DPPH. O DPPH pode agir como um capturador de outros radicais livres ou de
substancias neutras capazes de estabiliza-lo. As substancias com propriedades
antioxidantes possuem essa capacidade. No teste de captura com DPPH
ocorre uma reacao de oxi-reducdo, onde o DPPH, que apresenta coloracéo
violeta, € reduzido, ou seja, o elétron desemparelhado do nitrogénio se
emparelha com o elétron cedido por um radical hidrogénio de um antioxidante,
tornando a solucdo amarela e ocorrendo a formacédo do DPPH-H, reduzido e
estavel, mostrado na (FIGURA 25). E essa caracteristica de mudanca de
coloracdo que permite o acompanhamento visual da reacédo, também baseado
na reducdo da absorbancia na regido visivel de comprimento de onda de 515
nm.

A porcentagem de atividade antioxidante corresponde a quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante

necesséria para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50% é
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denominada concentracao eficiente (ECsp), também chamada de concentracéo
inibitéria (Clsp). Quanto maior o consumo de DPPH por amostra, menos sera a

sua ICsp e a maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).

|
+ RH — NH + R
0, NO, O,N i NO,
NO,

NO,

Y S—

FIGURA 25 - — ESTRUTURA DO DPPH ANTES E DEPOIS DA REACAO COM O
ANTIOXIDANTE (RH)
FONTE: WIKIPEDIA, 2014

2.9. ESTABILIDADE OXIDATIVA VIA RANCIMAT

Os testes acelerados, recorrendo a condigcdes padronizadas de
oxidagdo acelerada (oxigenacdo intensiva, tratamento térmico e/ou catalise
metélica), permitem estimar de forma rapida a estabilidade oxidativa de uma
matéria graxa ou a eficacia teodrica de um antioxidante, isolado ou em
associacao, assumindo importancia na rotina analitica (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).

A estabilidade a oxidagdo é, portanto um pardametro de grande
importancia, cuja determinacao baseia-se na metodologia de ensaio acelerado,
originalmente, proposta por Hadorn e Zurcher em 1974. Também conhecido
como método Rancimat, o qual possibilita avaliar a estabilidade oxidativa de
6leos e gorduras pelo envelhecimento acelerado dos 6leos e gorduras. Este
meétodo baseia-se no registro das variacbes da condutividade em agua
ultrapura, na qual se recolhe os acidos de baixo peso molecular (acido formico
e acético) resultantes da oxidagdo dos 6leos e gorduras, em condi¢cbes de
oxidagao acelerada (temperatura de 110 °C e oxigenacao intensiva) (HADORN;
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ZURCHER, 1974). Na (FIGURA 26) mostra-se o Esquema do funcionamento

do Rancimat.

Entrada de ar

(oxigénio) P Reqgistro do singl
(tempo de inducao)

\ Condutimetro [~
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FIGURA 26 - ESQUEMA DO FUNCIONAMENTO DO RANCIMAT
FONTE: HADORN; ZURCHER, 1974

O analisador Rancimat executa o método de oxidacdo de uma amostra
de biodiesel. O resultado € entdo extrapolado para a estabilidade sob
temperatura de armazenamento. Na pratica, uma corrente de ar purificado é
borbulhada através da amostra aquecida (geralmente 110 °C ou 230 °F) e é
posteriormente borbulhada num frasco contendo agua ultra pura. Os produtos
resultantes de oxidacdo, como, acidos organicos volateis, predominantemente
acido férmico, irdo para o frasco contendo a agua ultra pura, aumentando
assim a sua condutividade continuamente monitorada

O ponto em que ocorre a maxima variacao da taxa de oxidacao ocorre,
chama-se, tempo de inducao (TI), no qual se constata um rapido aumento da
taxa de oxidacdo, do indice de peroxido, da absorcdo de oxigénio e de
formacdo de volateis (DEMAN, 1984). Esta metodologia encontra-se hoje
normalizada de acordo com a norma EN 14112:2003, e faz parte da Resolucéo
45 de 25/08/2014 da ANP (Resolucdo da ANP N° 42/2004) que regula a
gualidade do biodiesel no pais e estabelece um ponto de inducéo (PIl) minimo
de 6 (seis) horas.

A (FIGURA 27) apresenta uma curva tipica de acompanhamento de

condutividade de um ensaio Rancimat.
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FIGURA 27 - CURVA TIPICA DO ENSAIO DE ESTABILIDADE OXIDATIVA
FONTE: SANTOS, 2005

Na 12 fase do ensaio de estabilidade oxidativa ocorre a formacgéo de
peroxidos (radicais livres) e as reagcfes sdo lentas. Ja na 22 fase ocorre a
formacéo de radicais de cadeias curtas, cetonas, aldeidos, acidos carboxilicos
(volateis) e acidos de peso molecular mais elevado, e a reacdo é rapida. O
tempo de inducéo é calculado a partir das derivadas da curva e que delimita a

12 da 22 Fase.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. CARACTERIZACAO DO BIODIESEL UTILIZADO

A determinagcdo das caracteristicas do biodiesel é feita mediante o
emprego das normas da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),
das normas internacionais "American Society for Testing and Materials"
(ASTM), da "International Organization for Standardization" (ISO) e do "Comité
Européen de Normalisation" (CEN).

Na Europa, as especificacdes fisico-quimicas de qualidade para o
biodiesel estdo definidas na norma EN 14214. Nos Estados Unidos estas s&o
regulamentadas pela norma ASTM D6751, enquanto no Brasil o mesmo é feito
através da resolugcédo Resolucédo 45 de 25/08/2014 da ANP.

No Brasil, esses parametros de qualidade encontram-se preé-fixados
pela Portaria N°255 da ANP, cuja proposta foi baseada em normas ja
existentes na Alemanha (DIN) e nos Estados Unidos (ASTM).

O biodiesel utilizado neste trabalho foi adquirido da empresa BSBios de
Marialva - PR, fabricado por transesterificagdo de 6leo de soja com metanol,
sendo este insento de qualquer tipo de antioxidantes, ou seja, puro. As analises
fisico-quimicas desse biodiesel, foram realizadas no Laboratorio de Analises de
Combustiveis  Automotivos da Universidade Federal do Parana
(LACAUTets/UFPR), e estdo descritas na tabela abaixo:

TABELA 1 - ESPECIFICACOES DO BIODIESEL E METODOS UTILIZADOS NESTA
DISSERTACAO E CITACAO DAS NORMAS SEGUIDAS.

Parametros Resultados Limite Unidade Normas
Aspecto Limpido e isento - - Visual

de impurezas
Cor Amarelo - - Visual
Estabilidade a 6,75 6 min horas EN 14112
oxidacdo a 110 °C
Massa espec ifica a 881,0 850 a Kg/m® ASTM D4052
20 °C 900
Viscosidade 4,2 3,0a6,0 mm%s ASTM D445

Continua
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TABELA 1 — ESPECIFICACOES DO BIODIESEL E METODOS UTILIZADOS NESTA
DISSERTACAO E CITACAO DAS NORMAS SEGUIDAS.

Concluséao

Parametros Resultados Limite Unidade Normas

Teor de agua, max. 168 350 max. mg/kg ASTM D6304

Contaminacéo total, 13,8 24 max. mg/kg EN 12662

max.

Ponto de fulgor 144, 5 100 min. °C ASTM D93

Teor de éster 94.0 96,5 min. % EN14103
massa

Residuo de carbono 0,01 0,050 % ASTM D

(Método micro) max. massa 4530

Tracos de enxofre 2,784 10 max. mg/kg ASTM D5453

por fluorescéncia

Sadio <0,5 5 max. mg/kg NBR 15556

Potassio <0,5 5 max. mg/kg NBR 15556

Célcio <1,0 5 max. mg/kg NBR 15556

Magnesio 0,1 5 max. mg/kg NBR 15556

Corrosividade ao la 1 max. - ASTM D 130

cobre

NUmero Cetano 48,2 - DCN ASTM D6890

Derivado

Ponto de -1,0 10 méx. °C ASTM D6371

entupimento de filtro

afrio

Indice de acidez 0,25794 0,26 max. mg ASTM D664

- KOH/g

Indice de iodo 121,14 Anotar g/100g EN 14111

Cinzas Sulfatadas 0,002 0,020 % ASTM D874

max. massa

Metanol 0,06 0,20 max. % EN 14110
massa

Glicerol total 0,19 0,25 max. % NBR 15908
massa

Glicerol livre 0,001 0,02 max. % NBR 15908
massa

Monoacilglicerol 0,57 0,80 méax % NBR 15908
massa

Diacilglicerol 0,17 0,20 max % NBR 15908
massa

Triacilglicerol 0,11 0,20 max % NBR 15908
massa

FONTE: LACAUTets (2014)
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Independente do tipo da rota tecnologica de producéo, a aceitacdo do
biodiesel no mercado brasileiro precisa ser assegurada e, para isso, €
indispensavel que esse produto esteja dentro das especificagdes da ANP.

3.1.2. COMPOSTOS ANTIOXIDANTES — TANINOS CONDENSAVE IS

Os compostos testados nesta dissertacao foram cedidos pela empresa
TANAC, de Montenegro - RS.

Na (FIGURA 28) é mostrada parte da estrutura quimica do tanino
utilizado, de interesse para este trabalho. Os principais grupamentos ativos

antioxidantes sdo 0s grupos catecois vistos a direita da estrutura.

FIGURA 28 - ESTRUTURA QUIMICA DE TANINOS CONDENSADOS
FONTE: WIKIPEDIA, 2014

3.2. METODOS

3.2.1. DETERMINACAO DE POLIFENOIS TOTAIS (COM ACIDO
GALICO) — METODO FOLIN-CIOCALTEAU

A analise do extrato foi feita em espectrofotbmetro de ultravioleta-
visivel (UV-VIS), em comprimento de onda de 725 nm, utilizando cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho Optico.
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Como amostra controle, utilizou-se a solugéo obtida pela mistura entre
1 mL do reagente de Folin - Ciocalteau e 1 mL de solu¢céo de carbonato de
sédio 30% (m/v), ajustando-se o volume a 10 mL com agua destilada.

A concentracdo de polifendis totais do extrato de tanino foi
determinada utilizando-se uma curva analitica, estabelecida com solucbes de
concentracdo conhecida do acido gélico. Os resultados foram expressos pela
média de trés determinacdes, em porcentagem da concentracdo de polifendis
totais, frente a concentracdo inicial da leitura das amostras com os desvios-

padrdes. Os resultados foram expressos em mg de &cido géalico.100 mL™.
3.2.1.1. PREPARO DA SOLUGAO PADRAO DE ACIDO GALICO 0,07 MG/ML

Pesou-se em um béquer de 100 mL, 0,016 g de acido galico,
acrescentou-se ao béquer (ja com o acido galico) 10 mL de etanol 99,5%,
agitando-se até a dissolucéo total. Transferiu-se para um baldo volumétrico de
100 mL e elevou-se até a marca com agua destilada. Esta solucao tera o dobro
da concentracéo utilizada para realizar as analises. Isso se deve ao fato de que
a massa necessaria para preparar a solugdo padréo (0,07 mg/mL) € muito
pequena, o que aumentaria o erro analitico. Assim, foi necessario diluir pela
metade a concentracdo da solucdo preparada. Utilizando-se uma pipeta
volumétrica, transferiu-se 25 mL da solucdo de acido galico, preparada
anteriormente, para um baldo volumétrico de 50 mL e elevou-se o volume até a
marca com agua destilada.

Separou-se 11 tubos de fundo cénico de 15 mL que foram identificados
como: 0; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900 e até 1000 L, onde cada
namero foi o volume em pl que foi transferido (utilizando pipetas automaticas) a
cada um dos tubos conicos, sendo que o tubo identificado com 0 (zero) foi o do
controle, e ndo conteve a solucdo de acido galico. Apos ter transferido os
respectivos volumes de solucdo de acido galico 0,07 mg/mL, completou-se até
1 mL (onde, 1ImL = 1000 pL) com solucéo de etanol 10% volumétrica. .

Em cada tubo conico adicionou-se 1 mL (1000 pL) do reagente Folin-

Ciocalteau e agitou-se varias vezes manualmente.
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Em seguida, adicionou-se 1 mL (1000 pL) da solucdo aquosa de
carbonato de sodio (Na,CO3) a 17%,volumétrico completando com agua
destilada até 10 mL.

Finalizando, deixou-se os tubos em repouso em local escuro durante

90 minutos.

3.2.1.2. PREPARO DA SOLUCAO DE AMOSTRA

Pesou aproximadamente de 0,017 g de amostra tanino da Acacia
Negra (Acacia mearnsii), solubilizando-a em 10 mL de etanol 99,5% até total
dissolucéo. Transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL e elevou-se o
volume até a marca com agua destilada.

Em seguida, transferiu-se uma aliqguota de 400 pL (com pipeta
automética) da solugéo preparada para um tubo cénico, completando-se até 1
mL com solucéo de etanol 10% volumeétrica.

No tubo coénico adicionou-se 1 mL (1000 pL) do reagente Folin-
Ciocalteu’e agitou-se varias vezes manualmente.

Adicionou-se 1 mL (1000 pL) da solucéo saturada de carbonato de
sédio (Na,CO3) 17% volumétrico, completando com agua destilada até 10 mL.

Finalizando, deixou-se o tubo em repouso em local escuro durante 90

minutos.

3.2.1.3. PREPARACAO DA CURVA PADRAO E LEITURA DAS A MOSTRAS
EM UV-VIS — 725 NM

Transferiu-se para a cubeta do espectrofotometro a solugdo contendo o
branco (tubo cénico que néo contem a solucéo de acido galico) e efetuou-se a
leitura, zerando o aparelho.

Transferiu-se a solugdo dos outros tubos cobnicos para a segunda
cubeta, comecgando da menos concentrada. Efetuou-se a leitura sem zerar o
aparelho de uma amostra para outra.

Os resultados sédo expressos em percentagem com relacdo a

quantidade de padréo. Definiu-se que o y corresponde a absorbancia e o x ao
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valor da concentracdo de polifendis totais em mg/mL, expresso em relacdo ao

padréo utilizado.

3.2.2. DETERMINAGCAO DE POLIFENOIS TOTAIS (COM ACID O
TANICO) - METODO FOLIN-CIOCALTEAU — 760 NM

Utilizou-se o mesmo procedimento do acido galico, trocando-se apenas
o reagente de acido gdlico pelo reagente de &acido tanico e a leitura do
comprimento de onda foi feita em 760 nm.

3.2.3. DETERMINACAO DA CURVA DO DPPHe (RADICAL 1,1-
DIFENIL-2-PICRILHIDRAZIL) POR ESPECTROSCOPIA DE UV-
VIS

Para a determinacdo da curva de calibracdo de DPPHe, foi preparada
uma solucdo metandlica de DPPH 60 pmol/L a qual foi diluida em
concentracOes variando de 10 pymol/L a 50 ymol/L e armazenadas em frasco
ambar (RUFINO et al., 2007).

Foi realizada a leitura em espectrofotbmetro a 515 nm para cada
concentracdo, utilizando alcool metilico como branco, para calibrar o
espectrofotometro. Essas medidas foram feitas em triplicata. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro UV-VIS Shimadzu UV-2401 PC (DQ/UFPR).

A curva do DPPH foi construida com os valores das concentracdes de
DPPH (umol/L) no eixo X e as respectivas absorbancias no eixo Y, e entao foi
determinada a equacédo da reta, através do programa Excel.

- Atividade antioxidante do tanino

Pesou-se 12,5 g de tanino em um béquer de 50 mL, adicionou-se 20
mL de metanol 50 % (diluido com agua destilada), homogeneizou-se e deixou-
se em repouso por 60 minutos em temperatura ambiente. Apds esse tempo,
centrifugou-se a 3.000 rpm/min durante 60 minutos, transferindo-se em seguida
0 sobrenadante para um baldo volumétrico de 50 mL.

A partir do residuo da primeira extragdo, adicionou-se 20 mL de
acetona 70% (diluida com agua destilada), homogeneizou-se e deixou-se em



76

repouso por mais 60 minutos em temperatura ambiente. Em seguida
centrifugou-se novamente a 3.000 rpm/min durante 60 minutos, logo apds
transferiu-se o sobrenadante para o baldo volumétrico contendo o primeiro
sobrenadante e completou-se o volume para 50 mL com agua destilada.

A partir do extrato obtido anteriormente, preparou-se trés diluigdes:
foram colocados 0,5 mL do extrato obtido baldes volumétricos de 10, 20 e 30
mL, completando-se com agua destilada, o ensaio foi realizado em triplicata.

Em um ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 0,1 mL de cada
diluicdo do extrato, para tubos de ensaio contendo ja 3,9 mL do radical DPPHe
e homogeneizou-se.

Utilizou-se 0,1 mL da solucéo controle (onde, em um baldo volumétrico
de 100 mL, adicionou-se 40 mL da solucdo de alcool metilico a 50%
volumétrico (diluido com agua destilada) e 40 mL da solucédo de acetona a
70% volumétrica (diluida com agua destilada) completando o volume com agua
destilada) com 3,9 mL da solucéo do radical DPPH ¢ e homogeneizou-se.

O alcool metilico foi utilizado como branco para calibrar o
espectrofotometro. As leituras em comprimento de onda, A = 515 nm, foram
monitoradas a cada minuto, quando foi observada a redugéo da absorbancia
até a sua estabilizacao.

A determinacdo da percentagem da atividade antioxidante foi feita

atraves da formula expressa na equacéao (7):

% Atividade Antioxidante = 100 — [(AbSamostra — ADSpranco) X 100] / Abs controle (7

Para o célculo do ICs foi utilizada a equacao da reta obtida para cada
diluicdo, substituindo o valor de y por 50 para obtencdo da concentracdo da
amostra, com capacidade de reduzir em 50% a quantidade de DPPH ¢ na
solucgéo inicial.

A partir do resultado obtido (mg/L) encontrado na equacao (8), dividiu-

se por 1000 para obter o valor em gramas.
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3.2.4. PODER ANTI-RADICAL

O poder anti-radical € a relagdo inversa de 1Csg (1/1Cs0), também é uma
medida utilizada para a comparacao de resultados e expressa mais claramente
os valores obtidos. Dessa maneira, quanto maior o poder antiradical, maior a
atividade antioxidante da amostra em relacéo ao radical DPPH e.

O ICs, quantidade de antioxidante necessaria para reduzir o radical
DPPH « em 50% da concentracao inicial, significa que, quanto maior o ICsg
menor a atividade antioxidante da amostra, enquanto que o poder antiradical

expressa uma relacdo direta da atividade antioxidante.

3.2.5. TEOR DE COMPOSTOS TANANTES

Para a quantificacdo de taninos, fez-se a pesagem de 0.017 g de
tanino, em seguida colocou-se em agua sob refluxo por 30 minutos.
Posteriormente, o material foi filtrado, chamando-o assim de solucdo 1. A 20
mL do filtrado (solucédo 1) foi adicionado 0,2 g de p6 de pele (Hide-Powder —
desenvolvido pela A.L.C.A — American Leather Chemist’'s Association, muito
utilizado na induastria de couro), fornecida pela TANAC, que foram deixados sob
agitacao por 1 h, chamando-o assim de solucdo 2. Aliquotas de 5 mL do filtrado
das solucbes 1 e 2 foram transferidas para 2 balGes volumétricos de 25 mL, os
guais continham 2 mL do reagente de Follin-Ciocalteau. O volume foi
completado com solugédo de carbonato de sédio a 10,6% (v/v). A absorbancia
foi determinada no comprimento de onda A = 760 nm apos 30 minutos. O teste
foi feito em triplicata e a porcentagem de taninos totais foi calculada com base
na diferenca dos valores de absor¢cao da solucdo 1 e 2, calculados com uma
curva de calibracao utilizando o pirogalol como padrédo de compostos tanantes
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010)

3.2.6. TESTE DE RACIMAT (EN 14112)
Para estudar a estabilidade oxidativa e determinar o periodo de indugéo

do biodiesel de soja aditivado com o antioxidante natural tanino em diversas

concentracbes, as amostras foram analisadas de acordo com método
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Rancimat, segundo a Norma Europeia (EN 14112) utilizando-se o equipamento
de marca METROHM, modelo Rancimat 873 (FIGURA 29) do LACAUT/UFPR.

FIGURA 29 - EQUIPAMENTO DE METROHOM RANCIMAT, MODELO 873 (LACAUT/UFPR)
FONTE: WIKIPEDIA, 2014

O ensaio de Rancimat foi realizado sob fluxo de ar de 10 L/h,em 3 g +
0,01 g de biodiesel aditivado ou néo, inseridos no tubo ou vaso de reacgao, que
foi colocado dentro do bloco aquecido a temperatura de 110 °C. Na célula de
condutividade foram colocados 50 mL de agua ultra pura. Sob o aguecimento
de 110 °C, o biodiesel é prematuramente envelhecido sofrendo decomposicéo
térmica, liberando acidos organicos leves como férmico e acético que, sob a
forma de vapor, borbulham na célula fazendo aumentar a condutividade da
solucéo. O tempo de inducdo é determinado pela medida da condutividade, a
avaliacao é totalmente automatica. A (FIGURA 30) demonstra o esquema do
ensaio de estabilidade a oxidagéo pelo equipamento Rancimat.

Para adicionar o tanino ao biodiesel, primeiramente 0 mesmo foi
dissolvido em n- butildietanolamina (BDEA) a = 98,6% da Sigma Aldrich, ou
monoetanolamina (MEA) a = 98,0% da Vetec Quimica Fina LTDA, ou
dietanolamina (DEA) a = 98,6% da Sigma Aldrich e ou hidropropilamina (HPA)
a = 98,6% da Sigma Aldrich.
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FIGURA 30 - ESQUEMA DO ENSAIO DE ESTABILIDADE A OXIDACAO PELO
EQUIPAMENTO RANCIMAT.

As concentracdes nos testes realizados com o BDEA encontram-se na
tabela 2, com o MEA na tabela 3, com o HPA na tabela 4 e com DEA na tabela
)

TABELA 2 - MISTURAS BIODIESEL/TANINO/BDEA PARA O PRIMEIRO TESTE DE
RANCIMAT

Amostra Biodiesel () Tanino (ppm) BDEA (ppm)

1 50 0 0

2 50 300 0

3 50 0 500
4 50 300 500
5 50 300 400
6 50 300 300
7 50 300 200
8 50 300 100

TABELA 3 - MISTURAS BIODIESEL/TANINO/MEA PARA O SEGUNDO TESTE DE
RANCIMAT

Amostra Biodiesel (g) Tanino (ppm) MEA (ppm)

1 50 0 0

2 50 300 0

3 50 0 500
4 50 300 500
5 50 300 400
6 50 300 300
7 50 300 200
8 50 300 100
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TABELA 4 - MISTURAS BIODIESEL/TANINO/HPA PARA O TERCEIRO TESTE DE
RANCIMAT

Amostra Biodiesel () Tanino (ppm) HPA(pp
m)
1 50 0 0
2 50 300 0
3 50 0 500
4 50 300 500
5 50 300 400
6 50 300 300
7 50 300 200
8 50 300 100

TABELA 5 - MISTURAS BIODIESEL/TANINO/DEA PARA O QUARTO TESTE DE RANCIMAT

Amostra Biodiesal (g) Tanino (ppm) DEA (ppm)

1 50 0 0

2 50 300 0

3 50 0 500

4 50 300 500

5 50 300 400

6 50 300 300

7 50 300 200

8 50 300 100

A escolha da concentracdo padrdo de 300 ppm de tanino puro a adicéo
ao biodiesel também puro é devido aos bons resultados que pode-se obter
mesmo em baixa concentracdo deste antioxidante.

O equipamento para o teste de Rancimat tem a capacidade de analisar
8 amostras ao mesmo tempo, sendo cada teste feito em triplicata. Os testes
foram realizados no Laboratério de Andlises de Combustiveis Automotivos
(LACAUTets/UFPR).

3.2.7. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO
TANINO : AMINA POR ESPECTROSCOPIA DE EPR

Os espectros de EPR foram registrados em espectrometro Bruker
EMX, em temperatura ambiente, empregando-se 100 kHz de frequéncia de
modulacdo e faixas de campo magnético de 5000 e 50 gauss. As medidas de
EPR foram efetuadas com amostras soélidas e liquidas, que foram
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condicionadas em tubo de quartzo e levadas para analise no espectrémetro. O
equipamento esta localizado no Departamento de Quimica — UFPR.

As amostras foram preparadas de acordo com as tabelas de 2 a 5,
sendo que também foram realizadas as analises individuais do tanino, BDEA,
MEA, DEA e HPA, para que assim se possa determinar a intensidade e o tipo
de radicais livres de cada composto.

Estas analises foram divididas em duas etapas. A primeira etapa foi:
realizar o primeiro ensaio logo apos o preparo das amostras e a segunda etapa
consiste em: esperar o decorrer de duas semanas, para realizar novamente o
mesmo ensaio. Isso dard a certeza do aumento ou diminuicdo de radicais livres

durante o processo de armazenamento do biodiesel.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. TESTE DE RANCIMAT

Todos os resultados obtidos mostraram que, a estabilidade oxidativa
obteve aumento para todo o biodiesel aditivado com o tanino.

A (FIGURA 31) apresenta a estabilidade oxidativa de acordo com as
composic¢oes da tabela 2, a (FIGURA 32) apresenta a estabilidade oxidativa de
acordo com as composicdes das tabelas 3, a (FIGURA 33) apresenta a
estabilidade oxidativa de acordo com as composicdes das tabelas 4 e a
(FIGURA 34) apresenta a estabilidade oxidativa de acordo com as
composic¢des das tabelas 5.

O biodiesel obtido a partir do 6leo de soja, assim como outros com
insaturacdes, normalmente possui pouco ou nada de antioxidantes naturais e
assim, possui menor estabilidade a oxidagéo.

No ensaio que gerou a (FIGURA 35) ndo se usa antioxidantes. E
possivel perceber a baixa estabilidade oxidativa do biodiesel sem o uso de
aditivos pelo Tempo de Inducdo préximo ao limite de 6 horas da especificacéo
da ANP. Neste caso, o valor obtido é ligeiramente diferente ao obtido na
caracterizagdo inicial do biodiesel (TABELA 1), mas essa diferenca é esperada
pelo método, que tem incerteza expandida de medicdo U = 1,0 h com

probabilidade de aproximadamente 95% e com fator de abrangéncia k = 2,00.
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FIGURA 31 - AMOSTRA BIODIESEL/TANINO/BDEA PARA O PRIMEIRO TESTE NO
RANCIMAT
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FIGURA 32 - AMOSTRA BIODIESEL/TANINO/MEA PARA O SEGUNDO TESTE NO
RANCIMAT
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FIGURA 33 - AMOSTRA BIODIESEL/TANINO/HPA PARA O TERCEIRO TESTE NO
RANCIMAT
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FIGURA 34 - AMOSTRA BIODIESEL/TANINO/DEA PARA O QUARTO TESTE NO RANCIMAT
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FIGURA 35 - CONDUTIVIDADE EM FUNGCAO DO TEMPO, GRAFICO GERADO PELO
PROGRAMA DE CONTROLE DO ENSAIO RANCIMAT DURANTE A AVALIAGAO DA
ESTABILIDADE OXIDATIVA DO BIODIESEL SEM ADITIVOS.

FONTE: A AUTORA

No ensaio que gerou a (FIGURA 36), ao biodiesel foi adicionado 300
ppm de tanino dissolvido em 500 ppm de BDEA. Percebe-se a melhoria da
estabilidade oxidativa, pois 0 Tempo de Inducédo mais que dobrou.
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FIGURA 36 - CONDUTIVIDADE EM FUNCAO DO TEMPO, GRAFICO GERADO PELO
PROGRAMA DE CONTROLE DO ENSAIO RANCIMAT DURANTE A AVALIACAO DA
ESTABILIDADE OXIDATIVA DO BIODIESEL ADITIVADO COM TANINO/BDEA.

FONTE: A AUTORA
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Como o nitrogénio € menos eletronegativo que o oxigénio, as ligacdes
N — H apresentam-se menos polares que as ligagcbes O — H, presentes nos
alcodis e acidos carboxilicos. Por essa razdo, as aminas formam ligacdes de
hidrogénio fracas, mais fracas que os alcoodis, com pesos moleculares
semelhantes. Como as ligagdes sdo mais fracas, compreende-se que 0S
pontos de ebulicdo das aminas também sejam mais baixos. Entdo, com o
aguecimento da amostra, as ligacbes do BDEA, MEA, DEA e HPA sé&o
quebradas, liberando as aminas que séo arrastadas para a solucao de medida.
Logo se explica os motivos das quebras das ligacdes das aminas.

Aumentando a temperatura, ha o desprendimento de outros
compostos, como os &cidos férmico e acético que, ao atingirem a solugdo na
célula de medicao, provocam a liberacdo de mais H+ na agua, aumentando a
condutividade no equipamento Rancimat. Ao restabelecer o equilibrio de ions
na solugdo de medida, a condutividade volta ao seu valor inicial e passa a
aumentar gradativamente até que ocorra a formagdo dos acidos organicos
volateis, que provocam o rapido aumento na condutividade, caracterizando o
que é definido como tempo de inducéao.
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FIGURA 37 - CONDUTIVIDADE EM FUNGCAO DO TEMPO, GRAFICO GERADO PELO
PROGRAMA DE CONTROLE DO ENSAIO RANCIMAT DURANTE A AVALIAGAO DA
ESTABILIDADE OXIDATIVA DO BIODIESEL ADITIVADO COM TANINO/MEA.

FONTE: A AUTORA
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Uma possivel causa de aumento de condutividade na agua ultrapura
seria a presenca de &cido carbdnico devido a absor¢do de CO,, que pode vir
do ar atmosférico ou de algum produto de degradacdo térmica. Esse efeito
ocorre para o caso do biodiesel sem aditivo e com aditivo e pode estar
associado com o aumento inicial e lento da condutividade na agua ultrapura.

O MEA é mais reativo que o DEA por ser uma amina primaria. Por ser
uma amina secundéria, o DEA pode ser mais resistente a degrada¢do, menos
corrosivo e menos volatil. Entretanto na (FIGURA 37 e 38), ndo se percebeu
diferenca de desempenho entre o aditivo tanino/MEA e o tanino/DEA.
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FIGURA 38 - CONDUTIVIDADE EM FUNGCAO DO TEMPO, GRAFICO GERADO PELO
PROGRAMA DE CONTROLE DO ENSAIO RANCIMAT DURANTE A AVALIAGAO DA
ESTABILIDADE OXIDATIVA DO BIODIESEL ADITIVADO COM TANINO/DEA.

FONTE: A AUTORA

A amina primaria (MEA) e secundaria (DEA) por serem reativas
acabam por levar a formacédo de carbamatos estaveis com o CO, (o qual é
inserido na amostra, pelo aparelho de Rancimat), causando uma limitacao
estequiométrica que pode contribuir para o aumento da fase 1 da curva de
condutividade e, ao mesmo tempo, diminuindo o tempo na estabilidade
oxidativa do MEA e DEA, quando comparado ao BDEA, por outro mecanismo
de geracéao de ions (YURKANIS, 2006).



87

A absorcdo de CO, com aminas primarias e secundarias €
estericamente impedida, e j& no caso com o HPA (FIGURA 39), é geralmente
descrita pelo mecanismo zwitterion. Este consiste em um mecanismo de 2
etapas, o qual sugere a reacdo entre a amina e CO,, a qual ocorre atravées da
formacdo de um zwitterion (espécie ibnica com carga positiva e negativa no
mesmo grupo de &tomos), como intermediario. Este, por sua vez, sofre
desprotonacdo por uma base (geralmente uma segunda molécula de amina),

resultando na formacéo de um carbamato.
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FIGURA 39 - CONDUTIVIDADE EM FUNGCAO DO TEMPO, GRAFICO GERADO PELO
PROGRAMA DE CONTROLE DO ENSAIO RANCIMAT DURANTE A AVALIAGAO DA
ESTABILIDADE OXIDATIVA DO BIODIESEL ADITIVADO COM TANINO/HPA.

FONTE: A AUTORA

7

J4 a absorcdo com aminas tercidrias € geralmente descrita pela
hidrélise do CO,, catalisada por uma base. Por ndo apresentarem hidrogénio
ligado ao atomo de nitrogénio, as aminas terciarias ndo seriam capazes de
reagir diretamente com CO, com a formacédo de um zwitterion. Essas aminas,
entdo, teriam um efeito, base catalitico, na hidrélise do CO, Por ultimo, o
mecanismo termolecular onde se considera que uma amina reage
simultaneamente com uma molécula de CO, e uma molécula de uma base,
fazendo com que esse complexo se quebre facilmente, voltando a formar CO e
amina, enquanto uma pequena fragcdo reage com uma segunda molécula de

amina, gerando produtos ibnicos, terminado assim a analise no Rancimat, ja
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gue estes produtos i6nicos iriam para o recipiente com os eletrodos, o qual
contém a agua ultra-pura, detectando o fim do procedimento experimental,
acusando oxidacao do biodiesel aditivado (YURKANIS, 2006).

Percebe-se o efeito sinérgico entre o antioxidante tanino e as aminas,
j& que had uma potencializacdo da eficacia dessas substancias quando
utilizadas em conjunto.

A ordem de dissolucdo e de maior interatividade do tanino com o
biodiesel e, com o melhor resultado, se da nesta ordem: BDEA > MEA > DEA >
HPA. Isso ocorre devido ao BDEA ter melhor interagdo com o biodiesel,
facilitando a dissolucdo do tanino. As (FIGURAS 40 a 43) referem-se as

estruturas quimicas das aminas utilizadas neste trabalho.

FIGURA 40 - ESTRUTURA QUIMICA DO BDEA
FONTE: WIKIPEDIA, 2014

Ho\/\N/\/OH

H

FIGURA 41 - ESTRUTURA QUIMICA DO DEA
FONTE: WIKIPEDIA, 2014

H=zMN OH
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FIGURA 42 - ESTRUTURA QUIMICA DO MEA
FONTE: WIKIPEDIA, 2014

(I3H3

FIGURA 43 - ESTRUTURA QUIMICA DO HPA
FONTE: WIKIPEDIA, 2014
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4.2. DETERMINACAO DE POLIFENOIS TOTAIS (COM ACIDO
GALICO) — METODO FOLIN-CIOCALTEAU

O teor de polifendis totais contidos no extrato bruto foi determinado
pelo método calorimétrico que utiliza o reagente Folin-Ciocalteau. Os
resultados sdo expressos como equivalentes ao acido galico (ug/mg de
extrato).

As leituras de absorbancia da solucéo padrao de acido galico realizada
na frequéncia de 725 nm e da amostra, foram feitas em triplicata e, portanto, os
resultados apresentados referem-se a média da absorbéncia para cada
concentracéo (em pg/mL) utilizada nas leituras. A equagao da curva padrao de
acido galico foi: y = 0,781x + 0,040, onde x representa a concentracao de
polifendis correspondente a acido galico e y representa a absorbéancia. A
(FIGURA 44) apresenta a curva analitica construida com diferentes

concentracdes da solugdo padrao de 4cido galico.
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FIGURA 44 - CURVA ANALITICA DE ABSORVANCIA DA SOLUCAO PADRAO DE ACIDO
GALICO

A partir da curva analitica obtida com a solu¢éo padrdo de acido galico,
pdde-se calcular o teor de fendis totais existentes nas amostras de tanino da

Acacia Negra - Acacia mearnsii, utilizando a equacdo da reta da solucdo
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padrao de acido galico. Os teores finais sdo expressos pela média dos valores
da absorbancia de cada solucao de leitura das amostras.

O teor de polifendis totais em porcentagem foi de 47,5%.

4.3. DETERMINACAO DE POLIFENOIS TOTAIS (COM ACIDO
TANICO)

Esse método espectroscopico de Folin-Ciocalteau baseia-se na
reducdo dos acidos fosfomolibdico-fosfotingstico pelas hidroxilas fendlicas,
originando 6xidos azuis de tungsténio (WgO.3) e de molibdénio (MogO2z), um
complexo que absorve em comprimento de onda de Amax= 760 nm.

As leituras de absorbancia da solucdo padrdo de acido tanico e da
amostra foram feitas em triplicata e os resultados apresentados referem-se a
média da absorbancia para cada concentracdo (em pg/mL) utilizada nas
leituras. A equacgdo da curva padrao de acido tanico foi: y = 0,6121x + 0,048,
onde x representa a concentracdo de polifendis correspondente a acido tanico
e y representa a absorbancia.

A (FIGURA 45) apresenta a curva analitica construida com diferentes
concentracdes da solugdo padrao de 4cido tanico.
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FIGURA 45 - CURVA ANALITICA DE ABSORVANCIA DA SOLUCAO PADRAO DE ACIDO
TANICO
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O padréo de acido tanico foi utilizado por ser um tanino hidrolisavel e,
também, por caracterizar os taninos totais pelo método espectrofotométrico.

O teor de polifendis totais em porcentagem foi de 33%.

TABELA 6 - RESULTADOS DAS PERCENTAGENS DE POL[FENOIS TOTAIS PARA A
AMOSTRA DE ACACIA NEGRA UTILIZANDO OS PADROES DE ACIDO GALICO E TANICO.

Amostra Percentagem de Polifendis  Totais (%)
Padréo acido galico Padréo acido tanico
Tanino de Acacia Negra 47,5 33

N&o se costuma utilizar substancias nédo puras como padrdes. Devido a
complexidade das amostras de tanino, ndo é possivel quantificar um composto
especifico, mas compostos com estruturas quimicas semelhantes ao padréo

utilizado.

4.4, ESPECTROSCOPIA DE UV-VIS - METODO DO 2,2 — DIFENIL-1-
PICRIL-HIDRAZILA (DPPHe)

A atividade antioxidante foi realizada pelo método fotocolorimétrico do
radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH. O qual € um radical
estavel artificial, que ndo é produzido em seres vivos, este método se baseia
no sequestro do radical DPPHe pelos antioxidantes, que produz uma
diminuicdo de absorcdo em 515 nm. Quando uma solucdo de DPPH é
misturada com uma substancia que pode doar um atomo de hidrogénio, a
forma reduzida do radical gerado é acompanhada pela perda de cor, mostrada

na (FIGURA 46).
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FIGURA 46 - REACAO DA MUDANGA DE COR DO DPPH
FONTE: WIKIPEDIA, 2014
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O radical DPPHe possui a coloracdo purpura, por possuirem elétrons
livres, e perdem esta cor quando um radical de hidrogénio doado por uma
molécula antioxidante entra em ressonancia com o radical DPPHe, sendo
reduzido e formando o difenil-1-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorcdo em 515 nm (CHANDRASEKAR;
MADHUSUDHANA; RAMAKRISHNA, 2006; KIM; THOMAS, 2006;
RAYMUNDO; HORTA; FETT, 2004).

A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de
atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem
de DPPHe remanescente no meio reacional. A porcentagem de atividade
antioxidante corresponde a quantidade de DPPHe consumida pelo antioxidante,
sendo que, a quantidade de antioxidante necesséria para decrescer a
concentragdo inicial de DPPHe em 50% é denominada concentragdo eficiente
(CEsy) ou também chamada de concentracao inibitéria (Clsy). Logo, quanto
maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua ICs, € maior a
sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).

A atividade antioxidante do DPPH esté relacionada com a presenca de
grupamentos hidroxilas dos flavonoides, sendo que, os polifendlicos
apresentam maior atividade que os monofendlicos, por isso, a posicdo do
segundo e terceiro grupamento hidroxila também sdo importantes, ja que,
guando em posi¢cao orto ou para o poder antioxidante € maior que em meta
(BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). A atividade antioxidante de
compostos fendlicos é devida, principalmente, as suas propriedades redutoras,
que lhe permitem atuar como reduzido, agentes e doadores de hidrogénio
(FIGURA 47).
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FIGURA 47 - EQUACAO BASICA DA REACAO DO DPPH COM UM FLAVONOIDE

A avaliacdo da atividade antioxidante utilizando o DPPHe, € baseado na

seletividade do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil em reagir com
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substancias doadoras de He, incluindo compostos fendlicos. A reacdo genérica
do DPPH seria:
DPPHe + [AH]n DPPH-H + [A¢]n (8)

Quanto maior for o potencial antioxidante de um dado composto ou
amostra, mais descorada ficard a solucdo apdés a reacdo com o DPPH, e
consequentemente havera uma menor absorcdo em 515 nm, ou seja, para um
valor de capacidade sequestradora de radicais livres (Abs) maior que 80 % em
uma amostra medida naquele comprimento de onda, indica-se forte atividade
antioxidante da mesma, na concentracdo analisada. De acordo com o0s
resultados obtidos, o extrato apresentou um bom desempenho no que se refere
a sua capacidade sequestradora de radicais livres, com 70% para a
concentracéo de 1,0 mg.L'l.

O grafico (FIGURA 48) refere-se a curva de calibragcdo empregada para
o experimento de DPPH, plotando-se o valor médio das absorbancias obtidas
versus concentracdo da solucdo. O valor de R? obtido para a curva foi de 0,
998.
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FIGURA 48 - CURVA DE DPPH X ABSORBANCIA

A reducdo do DPPHe é acompanhada pelo monitoramento do
decréscimo na absorbancia em comprimento de onda caracteristico em 515 nm

durante a reacéo, mostrado na tabela 8:
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TABELA 7 - ABSORBANCIA DE DPPH

Vol. Sol. De DPPH (mL) Conc. DDPH (uM) Absorbancia
1,7 0,1 0, 142
3,3 0,2 0, 268
5,0 0,3 0, 402
6,7 0,4 0, 523
8,3 0,5 0, 624
10 0,6 0, 749

TABELA 8 - ABSORBANCIA DE DPPH EM RELACAO AO TEMPO DE ANALISE

Tempo (min) Abs (Amostra 1) Abs (Amostra2) Abs (Am  ostra 3)

1 0, 953 0, 764 0, 897
2 0, 948 0,674 0, 816
3 0, 861 0, 650 0, 685
4 0, 696 0, 592 0, 640
5 0, 644 0, 560 0, 598
6 0, 626 0, 549 0, 579
7 0, 606 0, 538 0, 577
8 0, 603 0, 534 0,574
9 0, 598 0, 531 0,571
10 0, 594 0, 529 0, 562
11 0, 591 0, 527 0, 566
12 0, 589 0, 526

13 0, 587 0, 525

14 0, 586 0, 524

15 0. 585 0, 523

16 0, 584

17 0, 583

18 0, 582

19 0, 581

20 0, 580

A atividade antioxidante total apresenta valores satisfatorios para as
amostras de tanino de acacia negra, ja que a cada 0, 00002 g de tanino de
acacia consumiram-se 1,00 g de radical livre.

Quanto maior o ICsp, maior sera a quantidade necessaria de substancia
para exercer a atividade antioxidante, dessa forma, um baixo ICsy significa que
o tanino tem um grande poder antioxidante.

Na (FIGURA 49) mostra-se 0 esquema da determinacao da atividade
antioxidante total do tanino da &cacia negra.
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FIGURA 49 - ESQUEMA DA DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL DO
TANINO DA ACACIA NEGRA

O valor obtido de ICsp para a amostra Al foi de 3,27 pg/mL, quer dizer

gue sdo necessarios 3,27 pyg/mL do extrato tanico para reduzir em 50% o

radical DPPHe, enquanto que, para a amostra A2 apresentou o maior valor de

ICso, de 4,11 pg/mL, sendo necessarios 4,11 g/mL do extrato de tanino para

que aconteca a reducdo da metade do radical DPPHe presente e, portanto,

uma atividade antioxidante bem menor que na amostra Al. Mas quando

comparamos com a amostra A3, notamos o menor valor de ICs, sera nesta

amostra, sendo,1,48 ug/mL ao compararmos as 3 amostras.

TABELA 9 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS AMOSTRAS EM RELACAO AO DPPH

Amostra IC 50 pg/MI Poder antiradical-mL/
Hg
Al 3,27 0,3
A2 4,11 0,24
A3 1,48 0,67

Quanto maior o poder antiradical, maior a atividade antioxidante da

amostra em relacéo ao radical DPPHe.
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Explicando que, o ICsy € inversamente proporcional a atividade
antioxidante, e o poder antiradical vem a ser diretamente proporcional a
atividade antioxidante.

Os valores obtidos para o ICso foram menores na seguinte proporcao:

amostra A3 > amostra A1 > amostra A2.

4.5. TEOR DE COMPOSTOS TANANTES

Obteve-se 76% de teor de compostos tanantes do tanino da Acacia
Negra, sendo assim, é possivel perceber que, o tanino da acéacia negra possui
uma alta atividade antioxidante, confirmando os resultados dos métodos
utilizados, Rancimat, UV-Vis. Isto se da pelo fato que, esse composto fendlico
obtém um elevado valor como antioxidante, isso, devido as hidroxilas presentes

em sua estrutura molecular, principalmente as do grupo catecol.

4.6. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA PARAMAGNETICA
ELETRONICA (EPR)

A espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrbnica € uma
técnica poderosa para estudar estruturas quimicas com em elétrons
desemparelhados. Baseia-se no fato de que, um spin de elétron pode adotar
duas orientacdes ao longo da direcdo definida por um campo magnético
aplicado.

Este elétron livre favorece a reacdo com outras moléculas, o que torna
os radicais livres extremamente reativos, inclusive de moléculas organicas. Em
muitos destes radicais livres, os elétrons estao livres para moverem-se por toda
a molécula e com isso interagir com muitos momentos nucleares, apresentando
interacao hiperfina (BUNCE, 1987).

Com compostos contendo elétrons desemparelhados, como a nos
radicais livres organicos, espectroscopia de EPR detecta o sinal préprio, como
a primeira derivada mostrada na (FIGURA 50), e o valor de g é préximo ao
valor de ge do elétron livre (ge = 2, 0023), na faixa de 2, 0020 a 2, 0025.
Valores de g variando em 2, 0033 e 2, 0040 séo tipicos de radical livre préximo

a heteroatomo em estrutura organica. O sinal da (FIGURA 50) deve-se a orto-
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semiquinona formada na oxidacdo do grupo catecol da catequina do tanino a
orto-quinona.

O método de EPR veio a confirmar os resultados obtidos pelo método
de Rancimat. Sendo assim, verificou-se com o tempo de duas semanas, se as
amostras com as mesmas concentracdes das tabelas 2, 3, 4 e 5, melhoraria o
sinal de EPR ou ndo. Sendo que, quanto maior o sinal de EPR, maior a
guantidade de radical livre naquela amostra, diminuindo assim o tempo da
estabilidade oxidativa da mesma. Logo, para obter-se um bom resultado, o
sinal (radical livre) teria que ser baixo ao decorrer de duas semanas. Ja que se
espera a neutralizacdo de radicais livres, realizada pelo composto fendlico
(tanino), onde quelara o oxigénio triplete e singlete do biodiesel ou
decompondo peroxidos. Aumentando assim a estabilidade oxidativa do
biodiesel.

A comparacdo em relacdo aos reagentes BDEA, DEA, MEA e HPA foi:
qual das aminas oferece o menor sinal nas composi¢des de 800, 700, 600, 500
e 400 ppm, de acordo com as tabelas 2 a 5. Isso indicaria qual seria 0 melhor
antioxidante, fazendo com que, assim, o sinal da amostra diminuisse, logo,
menos oxidacdo a amostra iria sofrer, aumentando o tempo de armazenamento
do biodiesel aditivado, ou seja, maior estabilidade oxidativa.

Antes de analisar os espectros das solu¢cdes das misturas de acordo
com a tabela 2, 3, 4 e 5, é preciso identificar os espectros de cada um
separadamente. Os espectros dos antioxidantes sdo apresentados nas figuras
abaixo:

Como ja foi discutido no item 2.7, a exemplos dos elétrons, os nucleos
também possuem um numero quéantico de spin (I), que corresponde a soma
algébrica spins nucleares de cada particula (prétons e néutrons). Quando o
namero de protons (Z) for par e o numero de massa (A) também for par, o valor
de | serd igual a zero, pois tanto os protons quanto os néutrons estardo
emparelhados. E o caso do **C e 0. Logo, pela equacéo (5), o nimero de

linha para o tanino sera igual a 1, ilustrada na (FIGURA 51) .
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FIGURA 51 - ESPECTRO EM EPR DA 1E (BIODIESEL)



99

2E

I ntensidade (u.a

FIGURA 52 - ESPECTRO EM EPR DA 2E (TANINO + BIODIESEL)

Irtendidacde (u.al

g 4

™R =
= LA S

= e "~
L JELERE

=

FIGURA 53 - ESPECTRO EM EPR DA 6A (BDEA + BIODIESEL)

O numero de linhas de um espectro pode indicar de qual atomo o
elétron desemparelhado estd mais préximo. No caso das aminas, MEA, DEA,

0s espectros apresentam a mesma forma (FIGURA 55, 56 e 57), com 3 linhas.
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FIGURA 54 - ESPECTRO EM EPR DA 6B (MEA + BIODIESEL)

7

Esse espectro de 3 linhas € resultante da interagdo de um elétron
desemparelhado com o spin nuclear do **N (I=1). Pode-se dizer que, ele esta
interagindo com o nucleo do nitrogénio, pois de acordo com a equacao (5),
para um numero de linhas igual a 3, de mesma intensidade, o nimero de spin
nucelar mais proximo deve ser igual a 1.

A reacdo de um éster com uma amina ndo é tdo lenta, quanto uma
reacdo de um éster com agua e um alcool, por uma amina ser um nucleofilo
melhor.

Sabe-se que o nitrogénio da possui hibridizagéo sp® e o par de elétrons
livres reside em um orbital dos orbitais sp® vazio. Entdo o par de elétrons livres
no atomo de N faz com que as aminas reajam como base, compartilhando seu
par de elétrons livres com um préton, que atua reagindo como eletrdfilo,
compartiihando seu par de elétrons com outro atomo que ndo seja o de

hidrogénio.
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FIGURA 56 - ESPECTRO EM EPR DA 6C (DEA + BIODIESEL)
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O HPA (FIGURA 57) ndo mostra suas linhas distintas, devido ao seu

impedimento esterico, por ser uma amina terciaria.

Intensicade iu.a
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FIGURA 57 - ESPECTRO EM EPR DA 6D (HPA + BIODIESEL)

Os espectros feitos no mesmo dia do preparo das amostras,
apresentaram sinais, exceto do HPA por ter o impedimento esterico, mas tal
impedimento n&o significa que o HPA ndo possa ser usado como aditivo,
apenas que o seu sinal ndo aparece no aparelho de EPR. Os sinais das
demais amostras foram fracos, ja que se utilizaram parametros relativamente
baixos, para poderem ser vistos 0s sinais, sendo que, este ajuste tornou-se
bastante eficaz, ja& que, isso demonstra que as amostras apresentam
estabilidade oxidativa alta.

Os espectros depois de duas semanas apresentam-se nas (FIGURAS
58 — 61):

Pode-se notar que os sinais de todas as amostras diminuiram, sendo
praticamente despercebido no EPR, esse fato aponta ao aumento das
interacbes moleculares, fazendo com que o tempo da estabilidade aumente,

confirmando assim os resultados do Racimat.
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FIGURA 58 - ESPECTRO EM EPR DA 6A (BDEA + BIODIESEL) DEPOIS DE 2 SEMANAS

i

[RE]

i

[rternsiclace (ua)

k-1 Sy == ATl ':-:l
e o - :l e o
P mmmm At
g PR = L LS

FIGURA 58 - ESPECTRO EM EPR DA 6B (MEA + BIODIESEL) DEPOIS DE 2 SEMANAS



104

= -
)
o
=
24
)
o
T
(]
=
&
1 U 1 J 1 5 1 J 1 z
. 2y Sz oA gy T
Y el Jdad a1l SodU T
—- = I - S gty
L2 MO0 ”:;!‘:!:_- 2

FIGURA 59 - ESPECTRO EM EPR DA 6B (DEA + BIODIESEL) DEPOIS DE 2 SEMANAS

E‘ =
=
-
L)
L
iz
=
i)
=t
i}
-
o
I ! I ! I ! I ! I !
34549 >450 3F1d 3340 3370
R e Gt e
L= e R L R L

FIGURA 60 - ESPECTRO EM EPR DA 6D (HPA + BIODIESEL) DEPOIS DE 2 SEMANAS



105

5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

5.1. CONCLUSOES

Todos os compostos com biodiesel aditivado testados pelo Rancimat,
atingiram as expectativas esperadas, ja que, os antioxidantes em todas as
composicoes, ultrapassaram o tempo de estabilidade oxidativa de 9 horas, ou
seja, estdo dentro das especificagcdes da ANP, atingindo assim o objetivo do
trabalho.

A técnica de Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrbnica
mostrou-se eficiente ao compararmos com o0s resultados do Racimat,
demonstrando assim, a diminuicdo quase que completa dos sinais (radicais
livres) no EPR confirmando a eficacia do antioxidante.

Os resultados dos testes da espectroscopia UltraVioleta-Vis pelo método
DPPH, mostraram-se satisfatorios, possuindo um ICso baixo, de 1,48 pug/mL, ou
seja, um grande poder antioxidante, apresentando assim a eficiéncia do tanino,
ja que a cada 0,00002 g de tanino, consome-se 1 g de radical livre.

A determinacgdo de polifenois totais com acido tanico e acido gélico, remete-
se a quantidade de polifenois que se encontra no extrato do tanino, sendo eles
0S responsaveis pelo poder antioxidante da amostra. O teste mostra-se
apropriado, obtendo o resultado de 47,5% em 300 ppm do antioxidante tanino
adicionado ao biodiesel, tendo assim, um valor satisfatorio com &cido galico. Ao
utilizar o acido tanico, embora tenha tido resultado inferior ao compararmos ao
acido galico, de apenas 33%, 0 mesmo ainda atende as expectativas em
relacdo a outros padrdes utilizados.

A presenga dos compostos aminados mostra-se de fundamental
importancia, uma vez que, eles sdo responsaveis por melhorar a solubilidade
do tanino no biodiesel, onde quanto mais soluvel for o extrato, melhor resultado
ele dard no Rancimat e consequentemente no EPR, sendo que, as aminas
atuam com efeito sinérgico.

Através de todas as analises realizadas tanto no Racimat quanto em EPR,
ambas mostraram que, a melhor composi¢do da amostra a qual detém o tempo
de 9 hrs em estabilidade oxidativa € a composi¢cdo de tanino/BDEA/biodiesel

em 300 e 100 ppm respectivamente em 50 g de biodiesel.
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Realizando uma comparacéo entre os antioxidantes sintéticos como o
BHA e BHT em 500 ppm, respectivamente, e o antioxidante natural, tanino,
verificamos que mesmo na menor concentracdo de tanino/BDEA/biodiesel
totalizando 400 ppm, o mesmo obtém uma estabilidade oxidativa maior.
Exemplificando: para o tanino em uma concentracdo de 400 ppm, temos uma
estabilidade oxidativa de 9 hs, para o BHA aproximadamente 6 hrs e BHT de
7 hrs, ou seja, € mais viavel a utilizacdo do antioxidante natural, tanino, ja que
mesmo em menores concentracdes seus resultados sdo mais eficazes que

antioxidantes sintéticos, sendo estes utilizados em maiores concentracdes.

5.2 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

= Purificar o extrato de tanino;

= Realizar estudos cromatograficos para completar os resultados do teste
de Rancimat;

= Estudar a cinética de degradacéo das formulacdes
(biodiesel/antioxidante);

= Avaliar a influéncia deste antioxidante em outros parametros de

gualidade do biodiesel.
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