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RESUMO

O biodiesel apresenta vantagens em relagdo ao diesel do petrdleo, a exemplo da
renovabilidade e biodegradabilidade, porém a sua baixa estabilidade oxidativa é uma
desvantagem, sendo necessdria a adi¢ao de antioxidantes para inibir o processo oxidativo. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a efici€éncia dos extratos naturais das folhas de maracuja e
nim no controle do processo oxidativo do biodiesel metilico de soja durante 60 dias de
armazenamento. Os extratos naturais foram obtidos a partir das folhas de maracuja
(Passiflora edulis) e nim (Azadirachta indica), por maceragao, e utilizando como solventes
etanol, acetona, a mistura etanol/acetona (1:1) e etanol/dgua (80:20). O potencial
antioxidante dos extratos naturais foi avaliado pela determinacdo do contedido de
fenodlicos totais e pelo método de DPPHe. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foi
usada para identificar e quantificar os compostos bioativos presentes nos extratos. O
biodiesel de soja foi obtido pela reacdo de transesterificacdo na rota metilica, utilizando
catdlise alcalina. As técnicas usadas no monitoramento do processo oxidativo do
biodiesel foram: indice de acidez, viscosidade cinematica e Rancimat. O biodiesel de soja
foi caracterizado também por técnicas espectroscopicas e termogravimétricas. Os extratos
que apresentaram maior atividade antioxidante foram os extratos de maracuja e nim
obtidos da mistura dos solventes etanol:acetona. Através da Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia foram identificados como compostos majoritarios presentes nos extratos
de maracuja e nim: o acido 2,5 diidroxibenzoico e o flavondide rutina. As amostras de
biodiesel sem adicdo de extrato e com extratos de nim e maracuja a 2000 ppm nao
alcancaram o limite minimo de estabilidade oxidativa especificado no Regulamento
Técnico da Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis. A amostra de
biodiesel adicionada de extrato de nim a 3000 ppm apresentou indice de acidez,
viscosidade cinematica e estabilidade oxidativa (periodo de indugdo de 8h) dentro da
norma no tempo zero. No entanto, a estabilidade oxidativa ndo se manteve dentro da
norma durante o armazenamento a 30 e 60 dias.

Palavras-chaves: Nim, Maracuj4, Estabilidade.



ABSTRACT

Biodiesel has advantages over petroleum diesel, such as renewability and
biodegradability, but its low oxidative stability is a disadvantage, requiring the addition of
antioxidants to inhibit the oxidative process. The objective of this work was to evaluate the
efficiency of the natural extracts of passion fruit leaves and neem in the control of the
oxidative process of soybean methyl biodiesel during 60 days of storage. The natural extracts
were obtained from (Passiflora edulis) passion fruit leaves and (Azadirachta indica) neem by
maceration, and using ethanol, acetone, ethanol/acetone (1:1) and ethanol / water (80:20) as
the solvent. The antioxidant potential of the natural extracts was evaluated by determining the
total phenolic content and by the DPPHe. method. High Performance Liquid Chromatography
was used to identify and quantify the bioactive compounds present in the extracts. Soybean
biodiesel was obtained by the transesterification reaction in the methyl route, using alkaline
catalysis. The techniques used in the monitoring of the oxidative process of biodiesel were:
acidity index, kinematic viscosity and Rancimat. Soybean biodiesel was also characterized by
spectroscopic and thermogravimetric techniques. The extracts with the highest antioxidant
activity were passion fruit extracts and neem obtained from the mixture of ethanol: acetone
solvents. Through High Performance Liquid Chromatography were identified as major
components present in the extracts of passion fruit and neem: 2.5 dihydroxybenzoic acid and
flavonoid rutin. Samples of biodiesel without addition of extract and extracts of neem and
passion fruit at 2000 ppm did not reach the minimum limit of oxidative stability specified in
the Technical Regulation of the National Agency of Petroleum, Natural Gas and Biofuels. The
sample of biodiesel added with neem extract at 3000 ppm presented acidity index, kinematic
viscosity and oxidative stability (induction period of 8h) within the norm at time zero.
However, oxidative stability did not remain within the norm during storage at 30 and 60 days.

Keywords: Neem, Passion fruit, Stability.
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1. INTRODUCAO

Os gases emitidos durante a combustdo de combustiveis fésseis degradam a camada de
ozOnio, intensificam a polui¢do do ar, provocam o aumento da temperatura do planeta e
afetam diretamente a saide do ser humano (ARANSIOLA et al., 2012). Além disso, a
crescente demanda por combustiveis fosseis vem sendo outra questdo bastante preocupante,
pois o petréleo é uma fonte de energia ndo renovdvel e o seu elevado consumo vem
provocando o rdpido esgotamento de suas reservas (HAJJARI et al., 2017).

Diante desse contexto, a busca por combustiveis menos poluentes, de origem
renovavel e que possam reduzir a dependéncia da sociedade em relagdo aos combustiveis
derivados do petrdleo € fundamental. Uma das alternativas em evidéncia atualmente sdo os
biocombustiveis, a exemplo do biodiesel, que é produzido por transesterificacio de dleos
vegetais ou gordura animal, e pode ser empregado na substituicdo do diesel fossil (DIAS et
al., 2014).

Entre as vantagens do biodiesel em relacdo ao diesel destacam-se o fato do mesmo ser
proveniente de matérias-primas renovaveis, o seu carater biodegraddvel e a baixa quantidade
de gases poluentes liberados durante a sua combustdo. Porém, por ser constituido por uma
mistura de ésteres de dcidos graxos saturados e, principalmente, insaturados apresenta baixa
estabilidade oxidativa, que € uma desvantagem técnica em relacdo ao diesel. Destacando-se o
biodiesel de soja, que é o mais produzido no Brasil e adicionado de antioxidantes sintéticos.

O processo oxidativo do biodiesel durante o armazenamento gera compostos
indesejaveis, a exemplo de peroxidos e hidroperdxidos, alterando suas propriedades,
reduzindo o tempo de vida util e ocasionando problemas no motor, como a corrosiao
(CREMONEZ et al., 2016).

Uma forma de inibir ou retardar o processo oxidativo do biodiesel € a adicdao de
antioxidantes, os quais podem ser sintéticos ou obtidos de extratos de plantas (origem
natural). Os antioxidantes naturais apresentam vdrias vantagens em relacdo aos antioxidantes
sintéticos, tais como: sdo de origem natural, apresentam elevada biodegradabilidade, podem
ser obtidos com menores custos (SPACINO et al., 2016).

O maracuja é uma planta comestivel, ornamental e de flores exéticas, do género
Passiflora, que engloba, aproximadamente, 450 espécies. A Passiflora edulis € uma das

espécies mais conhecidas, popularmente chamada de maracuja amarelo, tem fécil adaptacdo a
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regides de climas tropicais. Sua aplicabilidade € vasta, pode ser utilizado, por exemplo, como
um relaxante suave e apresenta atividade antioxidante (SILVA et al., 2013).

O nim é uma drvore de origem indiana, pertencente a familia das Melidceas e
cientificamente € conhecida como Azadirachta indica. Apresenta multiplas aplicacdes, tais
como: controle de pragas, produtos farmacéuticos, cosméticos e produ¢do de madeira
(TAKASE et al., 2015).

Diante desse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
antioxidante dos extratos obtidos das folhas de maracuja e nim, como também analisar a
eficiéncia desses extratos naturais no controle do processo oxidativo do biodiesel metilico de

soja durante 60 dias de armazenamento.
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1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito de antioxidantes naturais presentes nas folhas de maracuja e nim no
controle do processo oxidativo do biodiesel metilico de soja durante 60 dias de

armazenamento.

2.2. Objetivos especificos

e Preparar extratos das folhas de maracuja (Passiflora edulis) e nim (Azadirachta
indica) com diferentes solventes: etanol, acetona, mistura etanol/acetona e mistura
etanol/dgua;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos através do conteido de fendlicos totais e
pelo sequestro do radical livie DPPHze;

e Identificar e quantificar os compostos bioativos presentes nos extratos;

e Caracterizar os extratos de maior atividade antioxidante por técnicas espectroscopicas

e termogravimétricas;

e Sintetizar o biodiesel a partir do 6leo de soja pela transesterificagdo na rota metilica;

e C(aracterizar o biodiesel metilico de soja por técnicas espectroscOpicas e
termogravimétricas;

e Monitorar o processo oxidativo do biodiesel metilico de soja sem adi¢do de extrato e

com extratos de maracuja e nim durante 60 dias de armazenamento.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. BIODIESEL

A procura por combustiveis alternativos que emitam menos gases poluentes e que
possam substituir os combustiveis fésseis derivados do petréleo vem se tornando cada vez
mais necessario (RASHEDUL et al., 2014). Diante desse contexto, a conversao de biomassa
em biocombustiveis provenientes de fontes renovéveis surge como uma alternativa bem
interessante (SOUZA et al., 2015).

Entre os biocombustiveis destacados atualmente se encontra o biodiesel, que é um
combustivel derivado de fontes renovéveis e biodegradadveis, a exemplo de dleos vegetais e
gordura animal. O biodiesel € obtido a partir da transesterificacdo e/ou esterificacdo de
matérias graxas e € constituido por uma mistura de alquil ésteres de acidos carboxilicos de
cadeia longa, devendo atender aos parametros de qualidade especificados pela Resolugdo de
N° 45 da ANP (Brasil, 2014).

Diante desse contexto o biodiesel vem sendo considerado um possivel substituto do
combustivel diesel derivado do petréleo (AVHAD; MARCHETTI, 2015), podendo ser usado
misturado ao 6leo diesel em diferentes proporcdes ou até mesmo empregado diretamente em
motores diesel sem necessidade de modificagdes (CAN et al., 2016).

As principais vantagens do biodiesel em relacio ao diesel do petréleo sdo: proveniente
de fontes renovéaveis, biodegradavel, ndo téxico, pode ser obtido a partir de diversas matérias-
primas, durante sua queima emite quantidades menores de didxido de carbono (CO,) e gera
emprego e renda em sua cadeia produtiva (RACHEDUL et al., 2015). Essas vantagens tornam
o biodiesel um combustivel alternativo bastante promissor (YAAKOB et al., 2014).

Historicamente pode-se destacar dois fatos fundamentais que incentivaram a produgdo
e o uso de biodiesel no Brasil: O langcamento e implementacdo do Programa Nacional de
Producdo e Uso do Biodiesel em 6 de dezembro de 2004 e o estabelecimento da Lei Federal
11.097 (Brasil, 2005), que além de tornar a comercializacdo do biodiesel no Brasil
obrigatdria, determinou tambem uma adicdo inicial de 2% de biodiesel ao 6leo diesel, sendo

que desde 1 de novembro de 2014 passou a ser de 7% (MATTEI, 2010).


http://www-sciencedirect-com.ez292.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1364032115004979
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3.1.1. Reacdo de transesterificacdo

A reacdo de transesterificacdo € a forma mais utilizada para obtencdo de biodiesel no
mundo. Na transesterificacio os triacilglicerideos que fazem parte da composi¢do quimica dos
6leos, gorduras vegetais ou animal reagem com um 4dlcool de cadeia curta (dlcool metilico ou
etilico) na presenca de um catalisador, produzindo no final da reac¢do dois produtos, o glicerol
e a mistura de ésteres metilicos ou etilicos (SAYDUTE et al., 2016), conforme se ilustra na

Figura 1.

Figura 1 - Reacdo geral de transesterificacao.
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Fonte: Oliveira et al., (2013).

A transesterificacdo pode ser afetada por diversos fatores, tais como: temperatura,
catalisador usado, quantidade e tipo de dlcool utilizado, tempo reacional e o tipo de 4cido
graxo presente na composicao quimica do 6leo vegetal ou gordura (HONG et al., 2015). Em
um estudo realizado por Aghel et al., (2013), que tinha como finalidade analisar como a
variacdo de diferentes condicdes poderia afetar a producdo de biodiesel de soja via
transesterificacio em um microrreator, constatou-se uma conversdo mdixima de 99%,
utilizando uma concentracdo de 1,2% de hidroxido de potassio (KOH) e uma razdo molar de
9:1. No mesmo estudo verificou-se tambem o efeito da temperatura na conversao,
observando-se que um aumento da temperatura de 55 a 60 °C possibilitou conversdes mais
elevadas e que reacdes a 65 °C proporcionaram conversdes mais baixas.

A transesterificacdo € uma reacdo que ocorre em trés etapas reversiveis e consecutivas:
na primeira etapa os triacilglicerideos sdo convertidos a diacilglicerideos, os quais sdo
transformados em monoacilglicerideos na segunda etapa, obtendo-se na ultima etapa duas
fases, glicerol e biodiesel (SALES et al., 2016). As etapas que ocorrem na reagdo de

transesterificacdo estdo ilustradadas na Figura 2.
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Figura 2 - Etapas reacionais da reacao de transesterificagao.
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Fonte: Issariyakul e Dalai (2014).

O mecanismo da reacdo de transesterificacdo ocorre em trés estdgios, como se ilustra
na Figura 3. O primeiro estdgio estd associado ao ataque do ion alcéxido (dependendo do
alcool pode ser metéxido ou etéxido) ao carbono carbonilico da molécula do triglicerideo para
formar um intermedidrio tetraédrico. No segundo estigio, o intermedidrio tetraédrico reage
com o dlcool e o ion alcéxido € regenerado. No terceiro estdgio ocorre o rearranjo do
intermedidrio tetraédrico para formar éster de alquilo e diglicerideo (ISSARIYAKUL e

DALALI 2014). Esse processo se repete até a obtencao do biodiesel e da glicerina.
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Figura 3 - Mecanismo representativo da reacio de transesterificacéo.
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Os catalisadores utilizados na reacdo de transesterificacio podem ser homogéneos,
heterogéneos ou enzimaticos. Atualmente, os catalisadores bdsicos e homogéneos sdo mais
usados na reacdo de transesterificacdo, pois sdo capazes de propiciarem tempos menores de
reacdo e melhorar o rendimento (RAMOS et al., 2011). Por outro lado, a producdo de
biodiesel empregando catalisadores acidos requer tempos de reacdo mais prolongados e ainda
pode provocar corrosdo no motor, ndo sendo assim tdo vidvel (BERNARDO, 2010). Os
catalisadores heterogéneos, por sua vez, vém despertando um grande interesse, principalmente
por apresentarem vantagens ambientais e por reduzirem significativamente o custo durante o
processo de produgdo do biodiesel (MANEERUNG et al., 2016). J4 os catalisadores
enzimaticos apresentam como principal vantagem os beneficios ambientais, mas o elevado
custo do catalisador dificulta o seu uso (BUDZAKI et al., 2017).

Geralmente se emprega na produg@o de biodiesel alcoois de cadeia curta, a exemplo
do metanol e etanol, que sdo os mais utilizados (RASHEDUL et al., 2014). Apesar de ser
toxico, o metanol € o dlcool mais usado na obtencdo de biodiesel, principalmente devido ao
seu baixo custo, propiciar reacdes menos demoradas, possibilitar uma separacdo espontanea
entre a glicerina e a mistura de ésteres e elevar a taxa de conversdo de triglicerideos em

ésteres (MAHESH et al., 2015). Por outro lado, apesar das limitagdes associadas a questoes


http://www-sciencedirect-com.ez292.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0306261917305573

25

técnicas e econdmicas, o uso de etanol na obtencido de biodiesel torna o processo produtivo
mais renovavel, pois este dlcool é proveniente da fermentacdo de biomassa (REIS et al.,

2015).

3.1.2. Matérias-primas na producdo de biodiesel

O Brasil possui uma grande diversidade de matérias-primas que podem ser utilizadas
na producdo de biodiesel (Figura 4). As matérias-primas usadas na obtencdo de biodiesel
podem ser Oleos, gorduras e/ou produtos residuais, de origem vegetal ou animal, tais como:
soja, girassol, canola, algoddao, amendoim, mamona, pinhdo-manso, palma, babacu, sebo

bovino e 6leo residual de fritura (ZONIN et al., 2014).

Figura 4 - Potencialidade brasileira para producdo e consumo de combustiveis vegetais por
regiao.
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A escolha da matéria-prima a ser usada na producao de biodiesel depende de alguns
fatores, como custo, disponibilidade, localizacdo geografica, condi¢des do solo e do clima
regional (TAKASE et al., 2015). Além disso, a presenca de &4cidos graxos saturados e

insaturados na composi¢ao quimica de 6leos e gorduras também € outro fator importante na
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escolha da matéria-prima, pois estes influenciam no perfil dos ésteres alquilicos do biodiesel e
em propriedades relevantes, a exemplo da estabilidade oxidativa (ABEDIN et al., 2015).

Os o6leos e gorduras usados na obtencdo do biodiesel apresentam predominantemente
em sua composicdo dcidos graxos que se diferenciam pelas caracteristicas da cadeia
carbonica, levando-se em conta o tamanho, o nimero de carbono, e a existéncia e quantidade

de insaturagdes presentes na cadeia carbdnica do 4cido graxo (ARNAUD et al., 2017).

3.1.3. Biodiesel de soja

Atualmente a matéria-prima mais usada na obten¢do de biodiesel no Brasil é o 6leo de
soja. Segundo Oliveira (2015), em 2015, o d6leo de soja representou cerca de 76,5% do total
de matérias-primas utilizadas na produgdo de biodiesel, seguido da gordura animal com
19,4%, do 6leo de algodao com 2% e outros tipos de matérias-primas com um percentual de
2,4%. A predominancia da soja como principal matéria-prima na obtencdo de biodiesel é

destacada na Figura 5.

Figura S - Matriz energética do biodiesel nos anos de 2008 a 2015.
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Fonte: LAVIOLA (2015).

A grande extensao territorial para o plantio, o potencial de dgua disponivel, o clima
propicio, o uso intensificado da tecnologia e as condi¢des de competitividade vém
contribuindo com o aumento da produgdo de graos de soja no Brasil a cada ano, justificando
assim a preferéncia pela soja em relacdo a outras matérias-primas na obten¢do de biodiesel no

Brasil.
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Os dados divulgados pelo CONAB referentes a safra de 2015/2016 indicam
claramente a elevada produtividade de soja frente a outras culturas agricolas. A figura 6
destaca o potencial de producgdo de soja em relacdo a producdo de milho, arroz, trigo, feijao,

algoddo e demais produtos no Brasil.

Figura 6 - Porcentagem (%) da producdo total por produto no Brasil — safra 2015 / 2016.
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Fonte: CONAB (Safra 2015/2016).

No cendrio global o Brasil se encontra atualmente como um dos maiores produtores
mundiais de graos de soja, juntamente com os Estados Unidos e a Argentina. Segundo o
CONAB as estimativas para safra de soja 2016/2017 € que o Brasil tenha uma produgdo em
torno de 103 milhdes de toneladas de soja em graos, permanecendo assim como o segundo

maior produtor de soja no mundo.
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A Tabela 1 destaca os componentes presentes na composi¢ao quimica do 6leo de soja.

Tabela 1 — Principais 4cidos graxos presentes no 6leo de soja.

Acidos graxos Estrutura Quantidade (%)

- <14 <0,1
Acido Miristico C14:0 <0,5
Acido Palmitico C16:0 7,0-14,0
Acido Palmitoleico Cl6:1 <0,5
Acido Estedrico C18:0 14-55
Acido Oleico C18:1 19,0 - 30,0
Acido Linoleico C18:2 44,0 - 62,0
Acido Linolénico C18:3 40-11,0
Acido Araquidico C20:0 <1,0
Acido Eicosenoico C20:1 <1,0
Acido Behénico C22:0 <0,5

Fonte: Adaptada de Meneghetti et al., (2013).

3.2. ESTABILIDADE OXIDATIVA DO BIODIESEL

Diversos trabalhos existentes na literatura indicam que o biodiesel apresenta vérias
vantagens quando comparado ao diesel de petréleo, como a renovabilidade, ndo toxidade,
biodegradabilidade e a emissdo de quantidades menores de gases poluentes durante a
combustdo (CHOONG et al., 2016). Contudo a sua baixa estabilidade oxidativa, que ¢é
definida como sendo um parametro que indica a capacidade do biodiesel em resistir as
mudancas fisicas e quimicas decorrentes do processo oxidativo € considerada uma
desvantagem técnica e limita seu uso comercial (KUMAR et al., 2017).

Em sua composi¢io o biodiesel possui dcidos graxos insaturados de cadeia longa, o
que o torna mais susceptivel a oxidacao do que o diesel de petréleo (FOCKER et al., 2016).
Quando ocorre o contato entre o oxigénio do ar atmosférico e as insaturagdes dos ésteres dos
acidos graxos inicia-se o processo oxidativo do biodiesel por meio de vdrias reacdes
radicalares, baixando sua estabilidade oxidativa (SILVA, 2015).

A estabilidade oxidativa do biodiesel também pode ser afetada durante o

armazenamento, transporte € manuseio, se encontrando muitas vezes em condi¢des que

podem acelerar o processo oxidativo ao longo do tempo. Fatores como elevadas temperaturas,
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absor¢do de umidade, presenca de ar, contaminagdo por impurezas € O contato com
superficies metdlicas também podem baixar a estabilidade oxidativa do biodiesel (FILHO et
al., 2015).

A consequéncia da oxidacdo do biodiesel € a producdo de hidroperdxidos, peréxidos,
aldeidos, cetonas, dcidos e polimeros (BUOSI et, al., 2016), os quais podem ocasionar a
corrosao de diversas partes do motor, provocar o entupimento do pistdo, bloquear a bomba de
alimentacdo e gerar depdsito de carbono no cabecote, comprometendo assim o perfeito
funcionamento do motor (PULLEN; SAEED, 2014).

O método mais usado para determinar a estabilidade oxidativa de biodiesel é o
Rancimat (EN 14112) (SALUJA et. al., 2016). O novo padrdao europeu de biodiesel (EN
14214: 2014) especifica um método acelerado de ensaio de oxidacao do biodiesel, que exige a
determinagdo da estabilidade oxidativa do biodiesel a 110 °C com um periodo de indugdo
minimo de 8 h pelo método Rancimat (YANG et. al., 2017). Nesse método a amostra é
aquecida a 110 °C e exposta a um fluxo de ar, verificando-se no decorrer do tempo 0 aumento
da condutiviudade da dgua deionizada a medida que as reacdes que geram compostos s3ao
intesificadas (WAZILEWSK et al., 2013).

O monitoramento da estabilidade oxidativa do biodiesel tambem pode ser
acompanhado pelos parametros fisico-quimicos de indice de acidez e viscosidade cinematica,
pois a formagdo de compostos durante o processo oxidativo do biodiesel provoca como

consequéncia um aumento nos valores de viscosidade e acidez (SANTOS et al., 2014).

3. 3. PROCESSO OXIDATIVO DO BIODIESEL

Os oleos e gorduras usados na obtencdo de biodiesel apresentam na composi¢ao
quimica 4cidos graxos saturados e/ou insaturados. Os acidos graxos que contém dupla ligacdo
sao facilmente susceptiveis a oxidacdo, fazendo com que o biodiesel proveniente desses
materiais tenham baixa estabilidade oxidativa (SANTOS et al., 2014).

Entre os processos naturais por meio do qual o biodiesel oxida pode-se destacar a
auto-oxidacdo, onde ocorre uma série de reacdes radicalares, as quais se propagam nas
insaturacdes dos ésteres na presenca de oxigénio e em trés estagios: inicia¢do, propagacdo e

terminacao, conforme se ilustra na Figura 7.


http://www-sciencedirect-com.ez292.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0378382014001283
http://www-sciencedirect-com.ez292.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0378382014001283
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Figura 7 - Mecanismo de auto-oxidagao.
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Fonte: adaptada de Fattah et al., (2014).

Na etapa de iniciagdo ocorre a remo¢ao do hidrogénio bis-alilico do 4tomo de carbono
adjacente a dupla ligacdo, formando assim uma base de carbono altamente reativa chamada de
radical livre. Na propagacdo o radical livre formado anteriormente reage com o oxigénio
diatdmico produzindo hidroperéxidos e, subsequentemente, em um processo secunddario
ocorre a formagdo de outros compostos, como 4cidos organicos de baixo peso molecular e
cadeia curta, cetonas, aldeidos. Na etapa de terminacdo os radicais se estabilizam entre si por

combinagdo forma-se um composto estavel, como um polimero (YAAKOB et al., 2014).

3.4. ANTIOXIDANTES

A adicdo de antioxidantes no biodiesel € uma forma de se buscar inibir ou retardar sua
oxidag¢ao, possibilitando assim uma melhora em suas propriedades e o prologamento do seu
tempo de vida util (ROVEDA et al., 2016). A adicdo de antioxidantes € também uma forma
de fazer com que o limite minimo de estabilidade oxidativa para biodiesel estabelecido pelas
normas de qualidade seja atingido, incentivando assim sua comercializacio (AGUILAR et al.,

2015).
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De uma forma geral o que ocorre durante a acdo de um antioxidante € a ruptura
homolitica da ligacdo O—H e a transferéncia do dtomo de hidrogénio da hidroxila para os
radicais livres, possibilitando a formagdo de espécies inativas (RH, ROH e ROOH) e de
radicais inertes (A ) que se estabilizam por ressonancia, inibindo assim as etapas de inicia¢ao

ou propagacdo do processo oxidativo (Figura 8).

Figura 8 - Mecanismo geral de acdo de um antioxidante fendlico.
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Fonte: Shahidi e Ambigaipalan (2015).

Onde: R*RO & ROO sf%o radicais livres; AH é o antioxidante com o 4tomo de hidrogénio;

RH, ROH e ROOH sio as espécies inativas e A o radical inerte.

A classificacdo dos antioxidantes € feita com base no local em que estes atuam e no
mecanismo de inibicdo frente aos radicais livres. De uma forma geral sdo classificados em
primdrios, sinergistas, removedores de hidrogénio, agentes bioldgicos, quelantes e mistos
(RAWAT et al., 2015). Entre os antioxidantes citados na classificacio se destacam os
primdrios, os quais apresentam uma estrutura fenolica que permite a doacao de dtomos de
hidrogénio aos radicais livres formados durante a iniciacdo ou propagacio da auto-oxidacdo,
regenerando a molécula do éster e interrompendo o mecanismo de oxidacao por radicais livres
(BORSATO et al., 2012). Outra forma de classificar os antioxidantes é de acordo com a
origem, em sintéticos (citando como exemplo o TBHQ, BHT, BHA e PG) e naturais (citando

como exemplo os tocoferdis e dcidos fendlicos).

3.4.1. Antioxidantes sintéticos

Na literatura se encontra vérios trabalhos que descrevem o uso de antioxidantes
sintéticos aditivados no biodiesel com a finalidade de inibir ou retardar a oxidagdo, sendo que
os mais utilizados sdo: tert-butil hidroquinona (TBHQ), hidroxitolueno butilado (BHT),
hidroxianisole butilado (BHA) e o galato de propilo (PG) (GARCIA et al., 2017), conforme

se ilustra na Figura 9.


http://www-sciencedirect-com.ez292.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1756464615003023
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Figura 9 - Estrutura quimica dos principais antioxidantes sintéticos.
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Fonte: Adaptada de Verma et al., (2015).

Zhou et al. (2017) analisou a eficacia dos antioxidantes sintéticos TBHQ, BHA,
BHT, PY e PG na estabilidade a oxidacdo do biodiesel de 6leo de cozinha, sendo o
TBHQ o mais eficiente, pois foi o que exibiu o periodo de indu¢ao mais longo no método
Rancimat. Buosi et al. (2016) estudaram em seu trabalho o efeito de antioxidantes
sintéticos e naturais na estabilidade oxidativa do biodiesel de soja, onde constatou-se que

o TBHQ se mostrou mais eficiente do que o BHT e BHA.

3.4.2. Antioxidantes naturais

Além dos antioxidantes sintéticos, outro tipo de antioxidante que vem ganhando
destaque atualmente sdo os de origem natural, pois sdo renovdveis e menos poluentes
(SUVEGES; SILVA, 2014). Nas plantas ja foram identificados mais de 8000 compostos
fendlicos, os quais podem ser organizados em dois grandes grupos, os flavondides
(polifendis) e nao-flavondides (fendis simples ou dcidos), citando-se como exemplo de
flavondides os flavondis, as flavonas, antocianinas e catequinas, € como exemplo de ndo-
flavonodides os dcidos hidroxicindmico e hidroxibenzéico (SILVA et al., 2010). A Figura 10

ilustra alguns destes compostos fendlicos encontrados na natureza.
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Figura 10 - Estrutura quimica de alguns compostos fendlicos presentes nas plantas:
antocianinas, flavondis, flavan-3-ols, dcido hidroxibenzdico, hidroxicindmica e curcumina.
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Fonte: adaptada de Jia et al., (2016).

Os antioxidantes de origem natural apresentam em sua constitui¢do compostos
fendlicos, que sdo metabolitos secundarios libertados sob a influéncia de estresses bidticos e

abidticos multiplos (CHEYNIER, 2012).

3.5. Maracuja (Passiflora edulis)

O maracujd € um fruto com aproximadamente 450 espécies de regides tropicais e
temperadas da América do Sul (SOARES et al., 2015). A espécie Passiflora edulis,
pertencente a familia das Passifloraceae e do género Passiflora, conhecida popularmente
como maracujd amarelo, € uma das espécies mais cultivadas e consumidas no Brasil
(CAZARIN et al., 2014).

Cerca de 120 espécies de Passiflora sao nativas do Brasil, as quais sdo usadas como
fonte de alimento de forma direta ou indireta (PERTUZATI et al., 2015). A boa adaptacdo do
maracujia as condi¢des do meio, a exemplo do clima, relevo, temperatura, tipo de solo e
umidade do ar, vem colocando o Brasil como um dos maiores produtores de maracuja do
mundo, possibilitando a geracdo de renda para os agricultores familiares em varias regides do

pais (LIMA et al., 2017).
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Em seu estudo Cazarin et al. (2015), destacaram vdrios trabalhos que indicam que o
extrato obtido das folhas de maracuja da espécie Passiflora edulis possui atividade
antioxidante contra danos oxidativo, apresentando tambem propriedades anti-inflamatdrias.
Investigando o potencial antioxidante in vitro e in vivo do extrato das folhas de maracuja Silva
et al., (2013) destacou que o maracujd € uma fonte repleta de compostos bioativos,
observando a presenga de compostos antioxidantes, a exemplo dos polifendis, os quais sdao

capazes de retardar o processo oxidativo.

3.6. Nim (Azadirachta indica)

O nim € uma planta de origem asidtica, identificada cientificamente como Azadirachta
indica, pertencente a familia das melidceas, resistente, de rdpido crescimento, e bastante
conhecida pela sabedoria popular devido ao seu poder medicinal e repelente (PAES et al.,
2015). A arvore do nim pode obter maturidade total em apenas 10 anos e ser cultivada em
diversos tipos de solos, sendo capaz de tolerar condi¢des climdticas extremas com elevadas
temperaturas e podendo atingir uma altura de até 20 metros (BALAJI; CHERALATHAN,
2015). As folhas do nim sdo verde-escuras, as flores sdo de coloracdo branca e aromatica, o
fruto tem o formato de uma elipséide com um comprimento entre 1,5 € 2,0 cm, o qual quando
amadurece tem polpa amarelada e casca branca, contendo um 6leo marrom dentro da sua
semente (BENICIO et al., 2010).

A arvore do nim apresenta diferentes aplicabilidades, onde se destaca a possibilidade
de reaproveitar a madeira, cascas, folhas e o 6leo extraido das sementes. O 6leo do nim tem
multiplos usos, como na producdo de pesticidas e até mesmo cosméticos (NDE et al.,2015).
Além disso, a planta do nim possui em suas diversas partes metabdlicos secundérios de

natureza fendlica, como polifendis, flavonéides e taninos (LORES et al., 2014).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. LOCAL DE EXECUCAO

A parte experimental deste trabalho foi realizada em duas universidades: Na
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Centro de Educacao e Saude (CES), Cuité
- PB realizaram-se os experimentos no Laboratério de Biocombustiveis e Quimica Ambiental
e no Laboratério de Biotecnologia. Na Universidade Federal da Paraiba (UFPB), localizada
na cidade de Jodo Pessoa — PB os procedimentos experimentais foram realizados no

Laboratério de Combustiveis e Materiais (LACOM).

4.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os extratos naturais foram obtidos das espécies Passiflora edulis (maracujd) e
Azadirachta indica (nim). As folhas de maracujd e nim foram coletadas em plantios
localizados no municipio de Cuité-PB. Apoés a coleta as folhas de maracujd e nim foram secas
em estufa de circulagdo de ar, marca New Lab NL 82-480, na temperatura de 50 °C durante
24 horas, trituradas em moinho de facas, marca Solab SL — 31 e tamisadas a 60 mesh. Em
seguida, foram preparados oito extratos na razdao de 1:10 (m/v), variando-se o material vegetal

e o tipo de solvente (Tabela 2).

Tabela 2 - Identificacdo dos extratos obtidos das folhas de maracuja e nim.

Extrato Folhas Solvente Caédigo
1 Maracuja Etanol EEM
2 Maracuja Acetona EAM
3 Maracujé Etanol/dgua (80:20) EHM
4 Maracuja Etanol/Acetona (1:1) EEAM
5 Nim Etanol EEN
6 Nim Acetona EAN
7 Nim Etanol/agua (80:20) EHN
8 Nim Etanol/Acetona (1:1) EEAN

“Extrato etandlico das folhas de maracuja (EEM), extrato acetonico das folhas de maracujd (EAM), extrato hidroalcoolico
das folhas de maracujd (EHM), extrato das folhas de maracujd obtido da mistura entre os solventes etanol e acetona
(EEAM), extrato etandlico das folhas de nim (EEN), extrato acetonico das folhas de nim (EAN), extrato hidroalcdolico das
folhas de nim (EHN) e extrato das folhas de nim obtido da mistura entre os solventes etanol e acetona (EEAN).

Fonte: Prépria.
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Os extratos foram obtidos por maceragdo, deixando-se a mistura extrativa sob agitacdo

em um Shaker por 3 horas a 150 rpm e a temperatura ambiente. Tanto para as folhas de
maracuja quanto para as folhas de nim foram obtidos extratos etandlicos, acetonicos, da
mistura etanol/acetona na razdo 1:1 (v/v) e da mistura etanol/dgua na razdo de 80:20 (v/v). A
extracdo dos antioxidantes foi realizada em erlenmeyer de 250 mL, pesando-se inicialmente a
massa de cada material vegetal e adicionando-se o volume de solvente necessario na extragao.
Em seguida, os extratos foram armazenados em frascos ambar individuais e agitados
manualmente uma vez por dia durante 48 horas, na auséncia de luz e a temperatura ambiente
(25°C). Os extratos obtidos foram filtrados a vacuo, concentrados sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo na temperatura de 45°C. O liquido extrativo restante foi transferido para
béqueres de 250 mL, os quais ficaram em repouso em local escuro até a completa evaporagdo

do solvente, obtendo-se um extrato pastoso de coloragdo escura (Figura 11).

Figura 11 - Extratos obtidos apds a evaporacdo dos solventes.

Fonte: Propria.

As etapas realizadas desde a coleta até a obtencao dos extratos estdo ilustradas no

fluxograma representado na Figura 12.
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Figura 12 - Fluxograma geral de obtencao dos extratos.
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Fonte: Prépria.

4.3. CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

A caracterizagdo dos extratos foi realizada em trés etapas: Na primeira etapa,
objetivando definir os dois extratos naturais de maior potencial antioxidante foram
determinados o conteudo de fendlicos totais e a atividade antioxidante pelo método de DPPHe
dos oito extratos. Na segunda etapa, os dois extratos de maior potencial antioxidante foram
caracterizados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com o objetivo
identificar e quantificar os compostos bioativos, que possivelmente, de forma isolada ou pelo

sinergismo entre eles, sdo os responsdveis por suas atividades antioxidantes. Na dltima etapa,
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os dois extratos de maior potencial antioxidante foram caracterizados pelas técnicas de

Espectroscopia de Absor¢do na Regido do Infravermelho e Andlise Termogravimétrica.

4.3.1. Determinacgao do contetido de fendlicos totais

O contetdo de fendlicos totais presente nos extratos das folhas de maracuja e nim foi
determinado pelo método espectrofotométrico empregando o reagente de Folin-Ciocalteau
(ROSSI; SINGLETON, 1965) com adaptagdes, em triplicata. Cada extrato foi diluido em
etanol em uma concentragdo de 1,0 mg/mL. Os extratos foram transferidos para tubos de
ensaios, adicionando-se em seguida uma aliquota de 300 pL de cada extrato e 60uL do
reagente Folin-Ciocalteau, os quais foram agitados por 60 segundos. Posteriormente,
acrescentou-se aos tubos de ensaio uma aliquota de 2460 puL de dgua destilada e 180 pL de
uma solucdo de Na,COj3 a 15%, sendo novamente agitados por mais 30 segundos, resultando
na concentracao final de 100 pug/mL. As misturas obtidas nos tubos de ensaio foram deixadas
em repouso a temperatura ambiente por 2 horas, na auséncia de luz. Logo em seguida, para
quantificar o teor de compostos fendlicos presentes nos extratos, realizou-se a leitura a 760
nm em Espectrofotometro UV-Vis, marca Shimadzu, modelo UV 2550. O 4cido gélico foi
usado na curva padrao (0,001-0,020 mg/mL em etanol) e os resultados fordo expressos em

miligrama de equivalente de acido galico por grama do extrato seco (mg EAG/g).

4.3.2. Determinacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada segundo a metodologia descrita
por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com adaptagdes. Inicialmente fez-se uma
triagem preliminar adicionando-se as amostras dos extratos das folhas de maracuja e nim
quantidades apropriadas da solug¢do de DPPHe (23,6 pL/mL em EtOH), obtendo-se
concentracdes finais que variaram de 40 pg/mL a 100 pg/mL. Em seguida, aliquotas da
amostra (1,0 mg/mL) foram misturadas com etanol e 2700 pL da solucdo de DPPHe. Para
calibrar o espectrofotometro UV-Vis a 517 nm foi utilizado como branco o dlcool etilico. Para
efeito comparativo com os antioxidantes obtidos a partir das folhas de maracuja e nim
preparou-se também uma solu¢do controle com o sintético TBHQ na concentracdo de 1,0
mg/mL e avaliou-se sua atividade antioxidante. As amostras dos extratos € o controle foram

colocados em ambiente escuro por 30 minutos e, logo depois, em um espectrofotdmetro UV-
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Vis, marca Shimadzu, modelo UV2550, foi efetuada a leitura a 517 nm. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

Uma curva controle utilizando acido ascérbico foi preparada (0,5 a 5 pg. mL_l). Os
resultados foram expressos através da determinagdo da % AAT atividade antioxidante total
(Equacao 1) e do valor da ECs, construindo-se com os valores obtidos um grafico da % AAT

< -1
versus a concentragdo em ug mL.

% AAT = 100 x Abs controle—Abs amostra (Eq. 1)

Abs controle

Em que:
e Abs controle = € a absorbancia da solucdo etandlica do radical DPPHe

e Abs amostra = € a absorbancia do radical na presenca do extrato ou do padrao 4cido

ascorbico.

® T AAT = atividade antioxidante total

A partir da equacdo da reta calculou-se o ECsy (concentracdo minima necessaria para
o antioxidante reduzir em 50% o radical DPPHe- inicial da reagdo) e substituiu-se o valor de
y por 50 para obtencdo da concentracdo da amostra com capacidade de reduzir 50% do
DPPHe. Quando uma amostra de um antioxidante apresenta um elevado consumo DPPHe,
tem-se um baixo valor de ECsj e, consequentemente, uma maior atividade antioxidante na

amostra.
4.3.3. Identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos por CLAE

As andlises cromatograficas foram realizadas em um Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE) Shimadzu (Kyoto, Japao), equipado com um injetor automético Rheodyne
71251 e um detector UV/VIS. As colunas utilizadas foram uma coluna Shimadzu LC-18 (25
cm x 4,6 mm, Sum, da Supelco, Bellefonte, PA) e uma pré-coluna C-18 ODS Shimadzu. Para
a identificacdo dos compostos fendlicos, as amostras foram eluidas com um sistema gradiente
que consiste em solvente A (2% 4acido acético, v/v) e solvente B (acetonitrila:metanol, 2:1,

v/v), utilizados como fases moveis, com um fluxo de 1 mL/min. A temperatura da coluna foi
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mantida a 25 °C e o volume de injecdo foi de 20 pL. O sistema de gradiente iniciou-se a partir
de 90% A a 0 min, 88% A em 3 min, 85% A em 6 min, 82% A em 10 min, 80% A em 12
min, 70% A em 15 min, 65% A em 20 min, 60% A em 25 min, 50% A em 30-40 min, 75% A
em 42 min e 90% A em 44 min. A corrida cromatografica total foi de 50 minutos. Os picos
dos compostos fendlicos foram monitorizados a 280 nm. O software LabSolutions
(Shimadzu) foi usado para controlar o sistema de LC-UV e de processamento de dados.

Os compostos fendlicos foram identificados por meio da comparagdo dos tempos de
retencdo com os padrdes de 4cidos fendlicos e flavonoides, sendo quantificados a partir de
curvas de calibracdo e os cromatogramas foram registrados no software LabSolutions Data

System.

4.4. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A andlise foi realizada em Espectrofotometro Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR), marca Shimadzu, modelo Prestige 21, na regiio de 4000 a 400 cm’
utilizando o Método de Reflectiancia Atenuada (ATR).

4.5. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

As curvas termogravimétricas foram obtidas em Analisador Térmico Shimadzu,
modelo DTG 60H, utilizando cadinho de alumina, 10 mg da amostra, razao de aquecimento
de 10 °C min’!, no intervalo de temperatura de 25 °C a 700 °C, em atmosfera de nitrogénio

com fluxo de 50 mL/min.

4.6. OBTENCAO DO BIODIESEL METILICO DE SOJA

O biodiesel foi obtido a partir do 6leo de soja comercial, o qual foi adquirido no
comércio local. Em seguida, o 6leo de soja foi submetido a medida do indice de acidez
(conforme descrito no item 4.7.1.1) objetivando verificar se sua acidez estava adequada para a
sintese do biodiesel.

O biodiesel foi sintetizado a partir da reacdo de transesterificacdo na rota metilica,
utilizando-se um sistema com agitador mecanico, chapa de aquecimento, um béquer com

capacidade de 1000 mL e um termOmetro para monitorar a temperatura, conforme Figura 13.
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Figura 13 — Sistema utilizado na sintese do biodiesel via transesterificaco.

Fonte: Prépria.

Objetivando deslocar o equilibrio no sentido dos produtos e elevar o rendimento
reacional da sintese foi utilizado um excesso de dlcool metilico, preparando-se uma solucdo
de metéxido de potéssio (KOH + metanol) em uma proporcdo de 1:6 (6leo de soja/metanol) e
1% (m/m) de KOH como catalisador.

Inicialmente o 6leo de soja foi aquecido até 45 °C sob agitagdo constante de 500 rpm.
Em seguida, adicionou-se ao 6leo a solucdo de metéxido de potdssio (KOH + metanol)
previamente homogeneizada, mantendo-se a temperatura de 45 C° e agitacdo constante por 1
hora. Ap6s o tempo reacional a mistura foi deixada em repouso em funil de decantagdo por 24

horas para a separacdo (Figura 14) entre a fase mais densa (glicerina) e mais leve (biodiesel).

Figura 14 — Separacido das fases mais leve (biodiesel) e mais densa (glicerina).

Fonte: Prépria.
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Apo6s a completa separagdo das fases removeu-se a glicerina e iniciou-se o processo de
purificacdo do biodiesel. A primeira etapa da purificacdo do biodiesel foi a realizacdo da
lavagem com uma solugdo de HCI (0,1 mol.L') objetivando neutralizar o KOH usado na
sintese e, posteriormente, lavou-se o biodiesel por trés vezes com dgua destilada previamente
aquecida até 40°C. Para evaporar a dgua presente no biodiesel realizou-se uma secagem a
vacuo em temperatura de 80 °C e depois para remover os tracos de dgua persistentes no
biodiesel adicionou-se Na,SOj4 anidro e filtrou-se a vicuo. Na Figura 15 € ilustrada a etapa de

purificacdo do biodiesel por lavagem.

Figura 15 — Representacao da purificacdo do biodiesel por lavagem.

Fonte: Propria.

O rendimento do biodiesel metilico de soja foi calculado de acordo com a massa
inicial do dleo de soja (Mi), e da massa final do biodiesel (Mf), conforme se destaca em
Moura (2010). Assim, o valor do rendimento do processo reacional foi obtido pela Equagao 2:

Mf

R = x100%
Mi © (Eq.2)

A Figura 16 ilustra as etapas realizadas durante o processo de sintese do biodiesel.



Figura 16 - Fluxograma da sintese do biodiesel.
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4.7. CARACTERIZACAO DO BIODIESEL

As amostras de BMS sem aditivo e aditivado com o antioxidante sintético TBHQ e
extratos naturais foram inicialmente caracterizadas por técnicas espectroscopicas e
termogravimétricas. J4 o processo oxidativo do BMS sem aditivo e aditivado foi monitorado
durante 60 dias de armazenamento pelas andlises fisico-quimicas de indice de acidez e
viscosidade cinemadtica, assim como pela medida do periodo de indugdao (PI) determinado
através do método Rancimat. As propriedades do biodiesel foram determinadas de acordo
com o Regulamento Técnico N° 03/2014 da Agéncia Nacional de Petréleo, Gds Natural e

Biocombustivel (ANP).

4.7.1. ANALISES FISICO-QUIMICAS
4.7.1.1. Indice de acidez

O Teor de acidos graxos livres presente no biodiesel metilico de soja foi determinado
pela medida do indice de acidez, conforme o método da ABNT NBR 14448. O indice de
acidez se refere a quantidade de base (KOH ou NaOH) necesséria para neutralizar os acidos
graxos livres em 2 g da amostra. Na medida do indice de acidez pesou-se 2 g da amostra em
um erlenmeyer e adicionou-se 25 mL de solugdo éter - dlcool na propor¢io de 2:1
previamente neutralizada com uma solucdo de hidréxido de sédio 0,1 N. Logo depois,
adicionou-se 2 gotas de fenolftaleina e titulou-se com uma solucdo de NaOH 0,1 N até a total
neutralizacdo, que € indicada pela coloragdo résea da mistura (MORETTO; FETT, 1988). O

indice de acidez foi entdo calculado pela Equacdo 3:

vxfx5,61

IA mg KOH por g = — (Eq. 3)
Em que:

IA = indice de acidez em mg KOH por g de 6leo

V = volume (mL) da solu¢do de NaOH gasto na titulagao;

f = fator de correcdo da solugdo de NaOH;

m = massa da amostra (g);

5, 61 = Equivalente grama do NaOH (solucdo 0,1 mol.L™)
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4.7.1.2. Viscosidade cinematica

A viscosidade cinematica foi determinada conforme o método ABNT NBR10441,
utilizando um viscosimetro Cannon-Fensk, onde se coloca a amostra em um tubo capilar de
100, imerso em um banho térmico Julabo modelo EQ-007 a 40 °C. Para haver o equilibrio
térmico entre o banho e amostra deixou-se a amostra em repouso durante 30 min. Apds se
atingir o equilibrio térmico a amostra flui sob acdo da gravidade e marca-se o tempo
necessario para o escoamento completo da amostra. A viscosidade cinemadtica é calculada

segundo a Equacao 4.

v=tXxc (Eq. 4

(Y32

Em que: “v” representa a viscosidade cinematica (mm?/s); “t” o tempo de escoamento (s) e

[P

¢” a constante do viscosimetro.

48. MONITORAMENTO DO PROCESSO OXIDATIVO DO BIODIESEL PELO
RANCIMAT

A técnica padrdo usada para avaliar a estabilidade oxidativa do biodiesel metilico de
soja sem aditivo e aditivado com os extratos obtidos das folhas de maracuja e nim e com o

antioxidante sintético TBHQ durante 60 dias de armazenamento foi o Rancimat.

4.8.1. Rancimat

A estabilidade oxidativa do biodiesel foi determinada pelo método Rancimat, que
consiste em um teste acelerado que expressa o resultado em periodo de indugdo (PI). As
andlises foram realizadas em equipamento Rancimat, modelo 873, marca Metrohm, sob fluxo

constante de 20 mL de ar/h na temperatura de 110°C.

Amostras de 2 gramas de biodiesel sem aditivo e aditivado com os extratos naturais e
sintético foram pesadas e colocadas em um vaso de reacdo sob fluxo constante de 20 mL de
ar/h na temperatura de 110°C. O aquecimento acelerado das amostras provoca a formagao de
produtos volateis oriundos da oxidagdo, os quais sdo arrastados para um recipiente contendo
dgua deionizada e, através de uma célula, a condutividade elétrica da 4gua € medida. Quando

ocorre um aumento subito na condutividade, em consequéncia da presenga dos compostos
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voléteis de baixo peso molecular, tem-se a indicacdo do periodo de indugdo (PI), o qual
segundo as especificacdes do Regulamento Técnico ANP n° 03/2014 deve ser no minimo de 8

horas.

4.9. ADITIVACAO DAS AMOSTRAS DE BIODIESEL PARA ARMAZENAMENTO

As amostras de biodiesel metilico de soja (BMS) foram aditivadas com os extratos
naturais das folhas de maracujé (etanol/acetona 1:1) e das folhas de nim (etanol/acetona 1:1)
na concentracdo de 2000 ppm e 3000 ppm, bem como com o antioxidante sintético TBHQ na

concentracao de 2000 ppm (Tabela 3).

Tabela 3 - Cédigo das amostras do BMS sem aditivo e aditivadas.

AMOSTRAS CONCENTRACAO (ppm) CODIGOS
BMS sem aditivo - BSA
BMS aditivado com o extrato EEAM 2000 BAM-2
BMS aditivado com o extrato EEAM 3000 BAM-3
BMS aditivado com o extrato EEAN 2000 BAN-2
BMS aditivado com o extrato EEAN 3000 BAN-3
BMS aditivado com o TBHQ 2000 BAT-2

Fonte: Prépria.

ApOs a aditivacdo das amostras de biodiesel determinou-se o periodo de indugdo
(PD) no tempo zero através do equipamento Rancimat. O monitoramento do processo
oxidativo do biodiesel sem aditivo e aditivado foi realizado durante 60 dias armazenado em

cilindros de aco carbono grau C ASTM A 283 com capacidade de 1 L (Figura 17).

Figura 17 - Armazenamento das amostras de biodiesel.

Fonte: Prépria.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

A avaliag¢do dos dados foi realizada pela aplicacdo da andlise de variancia (ANOVA)
e teste de Tukey visando identificar diferencas significativas entre as médias, para isto foi
utilizado o programa Sigma Stat. O nivel de significancia considerado para a diferenca entre

as médias foi de 5% (p < 0,05). Todas as anélises foram realizadas em triplicata.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

5.1.1. Conteudo de fenolicos totais

O contetido de fendlicos totais (expresso em equivalente de acido gélico por g de
extrato) dos extratos etandlicos, acetdnicos, das misturas de solventes etanol/acetona na razio
1:1 (v/v) e das misturas de solventes etanol/dgua na razdo de 80:20 (v/v) obtidos a partir das

folhas de maracujd e nim estdo indicados na Tabela 4.

Tabela 4 - Conteddo de fendlicos totais dos extratos obtidos das folhas de maracujd e nim.

Extrato mg GAE/g extrato
EEM 51,46 +0,54EP
EAM 35,12 +0,411
EHM 58,92 +0,83B

EEAM 61,94 +0,65%
EEN 49,05 +0,31F
EAN 40,09 +0,826
EHN 52,68 +0,61°

EEAN 60,22 +0,20"

*Resultados expressos em média + desvio padrao (n=3). A7 Média +desvio-padrio com letras maidsculas na
mesma coluna diferiram entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), entre as amostras.

Extrato etandlico das folhas de maracujd (EEM), extrato acetonico das folhas de maracujd (EAM), extrato
hidroalcoolico das folhas de maracujd (EHM), extrato das folhas de maracujd obtido da mistura entre os
solventes etanol e acetona (EEAM), extrato etandlico das folhas de nim (EEN), extrato acetonico das folhas de
nim (EAN), extrato hidroalcdolico das folhas de nim (EHN) e extrato das folhas de nim obtido da mistura entre
os solventes etanol e acetona (EEAN).

Fonte: Prépria.
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A andlise dos dados da Tabela 4 indica que os valores de fendlicos totais dos oito
extratos variaram de 35,12 (20,41) a 61,94 (+0,65) mg GAE/g de extrato. O extrato obtido das
folhas de maracujd usando a mistura etanol:acetona na propor¢do de 1:1 (EEAM) foi o que
apresentou o maior conteddo de fendlicos totais 61,94 (£0,65) mg GAE/g, enquanto que o
extrato obtido das folhas de maracujd utilizando acetona como solvente (EAM) foi o que
apresentou o menor contetido fendlicos totais 35,12 (£0,41) mg GAE/g. Os demais extratos
obtidos das folhas de maracujd e nim apresentaram valores de fendlicos totais que ficaram
entre os valores dos extratos EEAM e EEAN.

Muitos estudos existentes na literatura mostram que a polaridade do solvente pode
afetar a extracdo de antioxidantes (CAMARGO et al., 2017; ZLOTEK et al., 2016; CHUEN
et al. 2016). Os fenolicos totais (Tabela 4) dos extratos EAM e EAN apresentaram os menores
conteddos, indicando que a acetona usada isoladamente na extracdo foi menos eficiente. J4 os
extratos EHM e EHN apresentaram conteudos de fendlicos totais maiores que os extratos
EEM e EEN, indicando que ao se misturar 4gua e etanol aumentou a polaridade do meio,
tornando a extragdo mais eficiente. A mistura do etanol com a acetona pode ter facilitado a
extracdo de antioxidantes que apresentam maior afinidade por meios apolares, como € o caso
dos flavondides, justificando assim o maior conteido de fendlicos totais encontrado nos
extratos EEAM e EEAN.

Em um estudo realizado por Silva et al. (2013) o conteido de fendlicos totais
encontrado no extrato aquoso das folhas de maracuja (Passiflora edulis) foi de 8,3 (£0,22) mg
GAE/g de extrato. Ja Silva et al. (2014) investigaram o extrato aquoso das cascas da
Passiflora edulis, encontrando conteido de fendlicos totais de 4,67 (£0,38) mg GAE/g de
extrato. Valores bem inferiores ao obtido neste trabalho.

Al-Jadidi e Hossain (2015) demonstraram que os extratos obtidos das folhas de nim
(Azadiractha indica) por maceracdo e usando solventes de diferentes polaridades
apresentaram contetido de fenodlicos totais que variaram de 20,80-107,29 mg GAE/g de

extratos.

5.1.2. Atividade antioxidante pelo método de DPPHe

A atividade antioxidante dos extratos obtidos das folhas de maracuja e nim foi

expressa em ECso (ug mL™1), concentra¢do de um antioxidante necessaria para reduzir a
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quantidade inicial do radical DPPHe em 50%. A eficiéncia da atividade antioxidante da
amostra esta associada ao valor ECsp, pois quanto menor for este valor maior serd a
atividade antioxidante.

Todos os extratos obtidos das folhas de maracujd e nim apresentaram atividade
antioxidante capaz de reduzir o radical DPPHe, porém com valores de ECsy maiores que o

valor de ECs do antioxidante sintético TBHQ usado como controle positivo, que foi de 3,47

ug mL! (Tabela 5).

Tabela 5 - Atividade antioxidante dos extratos obtidos das folhas maracujd e nim pelo

método de DPPHe.

Extrato DPPHe ECs) (ug mL™)
EEM 46,04 +0,04°F
EAM 61,89 +0,494
EHM 41,00 +0,22F

EEAM 37,52 +0,091
EEN 47,96 +0,27¢
EAN 57,93 +0,358
EHN 45,23 +0,38F

EEAN 39,58 +0,10¢
TBHQ 3,47

*Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=3). A Média +desvio-padrio com letras maidsculas na
mesma coluna diferiram entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), entre as amostras.

Extrato etandlico das folhas de maracuja (EEM), extrato acetonico das folhas de maracuja (EAM), extrato
hidroalcéolico das folhas de maracujd (EHM), extrato das folhas de maracujd obtido da mistura entre os
solventes etanol e acetona (EEAM), extrato etandlico das folhas de nim (EEN), extrato acetonico das folhas de
nim (EAN), extrato hidroalcoolico das folhas de nim (EHN) e extrato das folhas de nim obtido da mistura entre
os solventes etanol e acetona (EEAN).

Fonte: Prépria.

Os valores de ECsy determinados pelo método de DPPHe indicam que os dois extratos
que apresentaram maior atividade antioxidante foram o extrato EEAM com valor de ECsy de
37,52 (£0,09) ug mL"' e o extrato EEAN com valor de ECs0 39,58 (£0,10) ug mL". Como os
extratos EEAM e EEAN foram os que apresentaram maior potencial antioxidante pelo
método DPPHe foram escolhidos para aditivar o biodiesel metilico de soja e, assim, avaliar o
efeito da sua adicao na estabilidade oxidativa do biodiesel.

Recentemente Dhakal et al. (2016) estudaram a atividade antioxidante de extratos

obtidos a partir das folhas de nim (Azadirachta indica), relataram valores de ECs, de 80,28
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ug mL ! para o extrato de metanol e 439,60 ug mL! para o extrato de cloroférmio. Em outro
estudo, Ekaluo et al. (2015) encontraram um valor de ECsy de 77,94 ug mL"! nos extratos
etandlicos das folhas de nim. Observa-se entdao que os valores de ECsy dos extratos das folhas
de nim determinados neste estudo (Tabela 5) corroboram com os valores de ECsg relatados na
literatura.

Objetivando avaliar a capacidade antioxidante de vegetais Komatsuna, Mizuna, Pok
choi, Mitsuba, Salada de espinafre, Alface, Amaranto Vermelho e Amaranto Verde, Khanam
et al. (2012) encontraram valores de ECsy que variaram de 33,07 (£6,52) ug mL" (Salada de
espinafre) a 72,16 (+8,35) ug mL! (Pok choi), que sdo préximos dos valores de ECs

encontrados para os extratos das folhas de maracujd e nim deste trabalho.

5.1.3. Identificagcdo dos compostos bioativos nos extratos EEAM e EEAN por CLAE

Os compostos bioativos majoritdrios identificados nos extratos obtidos das

folhas de maracuja (EEAM) e nim (EEAN) estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Compostos bioativos presentes nos extratos das folhas de maracuja e nim

(expressos em mg do composto fenodlico por 100g de extrato).

Compostos bioativos Extrato das folhas de Extrato das folhas de
maracuja (EEAM) nim (EEAN)

Acidos fenélicos
Ac. 3,4 dihroxibenzoico 12,49 9,43
Ac. 4 Hidroxibenzoico 74,98 n.d
Ac P Cumarico 512,37 47,14
Ac. Salicilico n. d. 122,57
Ac. Siringico 162,46 n. d.
Ac. Sinapico 287,43 n. d.
Ac. Trans cinamico 87,45 9,43
Ac. Vanilico n. d. 103,71
Ac. Cafeico 174,96 n. d.
Ac. Elagico n. d. 622,28
Ac. 2,5 diidroxibenzoico 2624,34 858,00
Flavonoides

Rutina 1512,12 1395,43


http://ascidatabase.com/author.php?author=U.B.&amp;last=Ekaluo
http://www-sciencedirect-com.ez292.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1756464612001119#!
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Miricetina 224,94 386,57
Quercetina n. d. 28,28
Catequina 149,96 18,86
Total 5823,5 3601,7

n. d. - ndo detectado. Fonte: Prépria

Os dados destacados na Tabela 6 mostram que os extratos EEAM e EEAN
obtidos das folhas maracujd e nim, respectivamente, apresentam quantidades
significativas de 4cidos fendlicos e flavondides. Os compostos bioativos presentes na
composi¢ao das plantas apresentam acdo antioxidante (JIA et al., 2016).

Tanto no extrato EEAM quanto no EEAN identificou-se a presenca dos
seguintes dcidos fendlicos: 3,4 dihroxibenzoico, p cumarico, Trans cinamico e 2,5
diidroxibenzoico. Os dcidos fendlicos salicilico, vanilico e elagico nao foram identificados
no extrato EEAM. Ja no extrato EEAN ndo foram identificados os acidos fendlicos 4
hidroxibenzoico, sinapico, siringico e cafeico.

Nos extratos EEAM e EEAN foram identificados os seguintes flavondides:
quercetina, rutina, miricetina e catequina. Todos esses quatro flavondides foram
identificados no extrato EEAN, enquanto que o extrato EEAM ndo apresentou a
quercetina. E importante destacar que a identificacdo dos flavonéides rutina, miricetina e
catequina no extrato EEAM € um dado relevante, pois ndo foi identificado na literatura
trabalhos que relatem a presenga desses flavondides nos extratos das folhas de Passiflora
edulis. A Figura 18 apresenta os cromatogramas obtidos para os extratos EEAM e EEAN,

respectivamente.
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Figura 18. Cromatogramas do perfil dos compostos bioativos presentes nos extratos

EEAM e EEAN.
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Em um estudo recente realizado por Gomes et al. (2017), observou-se no extrato
etandlico das folhas de maracuja amarelo a presenca da rutina, flavondide que também foi
identificado neste trabalho. J4 Ayres et al. (2015) identificaram no extrato aquoso das
folhas de maracujd amarelo (Passiflora edulis) a presenca dos compostos bioativos
vicenin-2, 1isoorientina, isovitexina, orientina, vitexina, espinosina e 6,8-di-C-

glicosilcrisina, ndo identificados neste trabalho.

Um estudo realizado por Cristo et al. (2016) com o extrato etandlico obtido a partir
das folhas de nim (Azadiracht indica) identificou a presenca dos flavondides rutina,
quercetina e catequina. Em nosso estudo também foram identificados nos extratos das
folhas de nim esses trés flavondides, corroborando assim com os resultados relatados na

literatura.

Através dos dados destacados na Tabela 6 observa-se que os compostos majoritarios

identificados e quantificados nos extratos EEAM e EEAN foram o 4cido fendlico 2,5
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diidroxibenzoico e o flavondide rutina. A atividade antioxidante observada para ambos o0s
extratos pode ser atribuida a presenca significativa desses dois compostos bioativos e/ou ao
sinergismo entre os diferentes compostos. No extrato EEAM a concentracdo de 2,5
diidroxibenzoico e rutina foram 2624,34 e 1512,12 mg 100! g extrato. Ja no extrato EEAN a

concentracdo de 2,5 diidroxibenzoico e rutina foram 858, 00 e 1395,43 100! g extrato.

5.1.4. Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho

Os espectros de infravermelho referentes aos extratos obtidos das folhas de
maracujd e nim (EEAN e EEAM), Figura 19, apresentaram as seguintes bandas de
absor¢io: Banda larga atribuida 4 deformagdo axial da hidroxila O-H em 3345 cm’, que
pode ser uma indica¢do da presenca de compostos fendlicos; banda estreita em 885 cm’!
referente a H isolado que pode estar presente em compostos aromdticos; em 2870 cm™ e
2970 ¢cm’! atribuidas a deformacao axial dos grupos CH; e CHj3; bandas de absorcdo em
1050 cm™ e 1090 cm! referentes a dlcoois primdrios e secundérios; em 1273 c¢cm™ banda
caracteristica de fendis; em 1645 cm™! deformacdo axial fraca referente ao grupo C=C de

alceno e banda de absorcdo em 1450 cm™ atribuida a deformagio axial do anel aromético

(SILVERSTEIN; WEBSTER; DAVID, 2012).

Figura 19- Espectros de infravermelhos dos extratos EEAN e EEAM.
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5.1.5. Andlise termogravimétrica

Os dados referentes ao comportamento térmico dos extratos EEAM e EEAN,
com suas etapas de perda de massa, assim como o perfil das curvas termogravimétricas,
estdo apresentados na Tabela 7 e na Figura 20. Ambos os extratos apresentaram trés

etapas de perda de massa, no intervalo de temperatura de 23-699 °C.

Tabela 7 - Dados termogravimétricos dos extratos EEAM e EEAN.

Amostras Etapa Intervalo de temperatura Perda de massa
(°C) (%)
1 23-58 87
EEAM 2 58-402 10
3 402-699 0,8
1 23-57 90
EEAN 2 57-425 8,5
3 425-699 1

*Extrato das folhas de maracujd obtido da mistura entre os solventes etanol e acetona (EEAM) e extrato das folhas de nim
obtido da mistura entre os solventes etanol e acetona (EEAN).

Fonte: Prépria.

Para o extrato EEAM a primeira etapa de perda de massa ocorreu no intervalo de
temperatura de 23-58 °C com perda de massa de 87% e foi atribuida a volatizagdo de
solvente e/ou decomposicdo da amostra. A segunda etapa de perda de massa, no
intervalo de temperatura de 58-402 °C apresentou perda de massa de 10%, atribuida a
volatizacdo de solvente e/ou decomposicdo da amostra. A terceira etapa de perda de
massa ocorreu no intervalo de temperatura de 402-699 °C com perda de massa de 0,8%,
atribuida a decomposicao da amostra.

Para o extrato EEAN a primeira etapa de perda de massa ocorreu no intervalo de
temperatura de 23-57 °C, com perda de massa de 90%, atribuida a volatizacdo de
solvente e/ou decomposi¢cdo da amostra. A segunda etapa ocorreu no intervalo de
temperatura de 57-425 °C, com perda de massa de 8,5%, atribuida a volatizagdo de
solvente e/ou decomposi¢cdo da amostra. J4 a terceira etapa de perda de massa ocorreu
no intervalo de temperatura de 425-699 °C, com perda de massa de 1%, atribuida a

decomposi¢ao da amostra.



Figura 20 — Curvas termogravimétricas dos extratos EEAM e EEAN.
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Ambos os extratos (EEAM e EEAN) iniciaram perda de massa em temperaturas muito

baixas.

5.2. SINTESE DO BIODIESEL

Antes da sintese do biodiesel verificou-se o indice de acidez do 6leo de soja, que

foi de 0,6 mg KOH/g, estando assim abaixo do valor usual de 1 mg KOH/g para 6leo ou

gordura. Desta forma ndo foi necessdrio submeter o 6leo a processos de degomagem e

neutralizacao, partindo para a sintese do biodiesel.

O biodiesel metilico de soja foi sintetizado adicionando-se ao 6leo de soja o

catalisador, preparado com 1% de hidréxido de potdssio dissolvido no alcool metilico, na

razdo molar de 1:6 6leo/dlcool, sob agitagdo durante 1 hora a temperatura de 45 °C. Apés a

sintese verificou-se que houve a separacdo de duas fases, uma mais leve referente ao

biodiesel e outra mais densa correspondente a glicerina. O biodiesel apresentou rendimento

de 83,20%, o qual foi determinado por pesagem do 6leo de soja (antes da reacdo) e do

produto final.
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5.3. Espectroscopia de Absor¢ao na Regido do Infravermelho

Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho das amostras de biodiesel
BAT-2, BAN-3, BAM-2, BAN-2 e BSA (Figura 21) indicam os grupos funcionais mais
relevantes.

Figura 21 — Espectros de absor¢ao na regido do infravermelho das amostras de
biodiesel.
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Fonte: Prépria.

Os espectros identificaram grupos funcionais que caracterizam a formacao dos
ésteres metilicos como produto da reagdo de transesterificacdo. Os espectros das cinco
amostras apresentaram praticamente os mesmos picos, o que € justificado pelo fato dos
biodieseis terem sido obtidos a partir do mesmo tipo de matéria-prima, o 6leo de soja.

Os principais grupos funcionais destacados nos espectros das amostras de
biodiesel foram: Deformacao axial da ligacdo dupla C=0 do éster em 1745 cm™!, bandas
intensas na regido de 2928 cm™ e 2952 cm™! atribuidas a deformagio axial assimétrica e
simétrica da ligacdo C-H; banda média em 1460 cm™'e uma banda discreta em 754 cm™,
as quais indicam e confirmam a presenca do grupo metileno, CH», bandas caracteristicas

de ligagdo C-O de ésteres saturados e insaturados na faixa de 1050 cm™ a 1300 cm’!

(SILVERSTEIN; WEBSTER; DAVID, 2012).
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5.4. Andlise termogravimétrica

Os dados termogravimétricos das amostras de biodiesel BSA, BAM-2, BAN-2,
BAT-2 e BAN-3 (Tabela 8) indicaram seu comportamento térmico. As curvas
termogravimétricas de todas as amostras (Figura 22) apresentaram uma Unica etapa de

perda de massa, atribuida a decomposic¢ao e/ou volatilizacdo dos ésteres metilicos.

A adicdo dos extratos EEAM, EEAN e do antioxidante sintético TBHQ no biodiesel
fez com que todas as amostras aditivadas iniciassem a decomposi¢@o térmica em temperaturas
superiores a 110 °C, indicando assim que os extratos EEAM, EEAN e o TBHQ melhoraram a

estabilidade térmica do biodiesel de soja, atuando no sentido de retardar o processo oxidativo.

Tabela 8 - Dados termogravimétricos das amostras de biodiesel sem aditivo e aditivadas

Amostras Etapa Intervalo de temperatura (°C) Perda de massa (%)
BSA 1 110-250 99
BAM-2 1 118-250 98,3
BAN-2 1 115-245 98,5
BAT-2 1 126-264 99
BAN-3 1 120-255 98,1

*Biodiesel metilico de soja sem aditivo (BSA), biodiesel metilico de soja aditivado com extrato das folhas de
maracujd a 2000 ppm (BAM-2), biodiesel metilico de soja aditivado com extrato das folhas de nim a 2000 ppm
(BAN-2), biodiesel metilico de soja aditivado com o antioxidante sintético TBHQ a 2000 ppm (BAT-2), biodiesel
metilico de soja aditivado com extrato das folhas de nim a 3000 ppm (BAN-3).

Fonte: Prépria.

Os dados termogravimétricos mostram que de todas as amostras analisadas a amostra
BSA foi a menos estdvel, com perda de massa de 99%, no intervalo de temperatura de 110-
250 °C, atribuida a decomposicdo e/ou volatilizacdo dos ésteres metilicos. A baixa
estabilidade térmica da amostra BSA pode ser atribuida ao fato dessa ser a amostra de
biodiesel sem aditivo, o que o torna mais susceptivel a degradagdo em temperaturas menores.

Ja a amostra mais estdvel foi a BAT-2, apresentando perda de massa de 99% no
intervalo de temperatura de 126-264 °C, atribuida a decomposi¢do e/ou volatizacdo dos
ésteres metilicos. A grande capacidade do TBHQ em retardar a decomposi¢do do biodiesel de
soja também foi observada no estudo realizado por Rial (2014), associado a sua estrutura

quimica.
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Para a amostra BAM-2 a perda de massa foi de 98,3%, no intervalo de temperatura de
118-250 °C, enquanto que para a amostra BAN-2 constatou-se perda de massa de 98,5%, no
intervalo de temperatura de 115-245 °C. Ja a amostra BAN-3 apresentou perda de massa de
98,1%, no intervalo de temperatura de 120-250 °C e foi mais estdvel termicamente que as

amostras BAM-2 e BAN-2.

Figura 22 - Curvas termogravimétricas das amostras de biodiesel.
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Fonte: Prépria.

5.5. MONITORAMENTO DO PROCESSO OXIDATIVO DO BIODIESEL SEM ADITIVO
E ADITIVADO DURANTE O ARMAZENAMENTO

O processo oxidativo do biodiesel metilico de soja sem aditivo e aditivado com
os extratos de maracuja e nim e com o antioxidante sintético TBHQ a 2000 ppm, foi
monitorado por 60 dias através das seguintes andlises: indice de acidez, viscosidade
cinemadtica e estabilidade oxidativa no Rancimat. Os resultados das andlises realizadas
foram comparados com os valores estabelecidos pelo Regulamento Técnico N° 03/2014

da Agéncia Nacional de Petr6leo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP).

O biodiesel metilico de soja aditivado com os extratos de maracujd e nim a 2000

ppm nao alcangaram o valor minimo de estabilidade oxidativa da norma ANP, desta
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forma foi analisada a concentragdo de 3000 ppm.
5.5.1. Indice de acidez

O Indice de acidez das amostras de biodiesel de soja sem aditivo e aditivadas
com os extratos EEAM, EEAN e com o antioxidante sintético TBHQ (Tabela 9) foi

obtido nos pontos 1 (tempo zero), 2 (apds 30 dias) e 3 (ap6s 60 dias).

Tabela 9 - Indice de acidez (mg KOH/g) do biodiesel de soja sem aditivo e aditivado.

Periodo das analises

Amostras Tempo zero Apos 30 dias Apos 60 dias
BSA 0,34 +0,00¢ 0,39 +0,014° 0,56 +0,004
BAT-2 0,30 +0,00%¢ 0,31 £0,00P° 0,33 +0,0152
BAM-2 0,31 +0,00P* 0,35 +0,008° 0,37 +0,01P2
BAN-2 0,32 +0,01E¢ 0,35 +0,005° 0,47 +0,00¢*
BAN-3 0,31 +0,00"¢ 0,32 +0,00° 0,54 +0,0082

*Resultados expressos em média = desvio padrio (n=3). AF Média *desvio-padrdo com letras maitdsculas na
mesma coluna diferiram entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), entre as amostras. *° média +desvio padrdo com
letras minudsculas na mesma linha diferiram entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), entre os tempos.

Biodiesel metilico de soja sem aditivo (BSA), biodiesel metilico de soja aditivado com extrato das folhas de
maracujd a 2000 ppm (BAM-2), biodiesel metilico de soja aditivado com extrato das folhas de nim a 2000 ppm
(BAN-2, biodiesel metilico de soja aditivado com o antioxidante sintético TBHQ a 2000 ppm (BAT-2), biodiesel
metilico de soja aditivado com extrato das folhas de nim a 3000 ppm (BAN-3).

Fonte: Prépria.

No tempo zero o indice de acidez de todas as amostras de biodiesel ficaram dentro
do limite estabelecido pela norma da ANP, cujo valor maximo permitido € de 0,50 mg
KOH/g.

Observa-se que apds 60 dias de armazenamento o indice de acidez da amostra sem
aditivo foi de 0,56 (+0,00) mg KOH/g, ultrapassando o valor maximo estabelecido pela
norma. A amostra sem aditivo torna-se mais susceptivel a degradacdo e facilita a
producdo de compostos que podem provocar a elevacdo do indice de acidez, a exemplo
de perdxidos e hidroperdxidos.

A amostra BAT-2, por sua vez, foi a que apresentou o menor aumento no indice
de acidez de 0,30 (£0,00) mg KOH/g para 0,33 (£0,01) mg KOH/g durante todo o periodo
de armazenamento, devido o antioxidante sintético TBHQ ser considerado um dos mais

eficientes no retardo do processo oxidativo do biodiesel.
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As amostras de biodiese]l BAM-2 e BAN-2 aditivadas a 2000 ppm apresentaram
valores de acidez dentro da norma da ANP durante os 60 dias de armazenamento.

A elevacao dos valores de indice de acidez das amostras esta associada a formagao
dos produtos primdrios (peréxidos e hidroperéxidos) provenientes do processo oxidativo,
que por sua vez reagem entre si por cisdo e/ou rearranjo para formar produtos que
aumentam a acidez do meio, como aldeidos e cetonas (YAAKOB et al., 2014; BALAIJI,
CHERALATHAN, 2015).

5.5.2. Viscosidade cinematica

A viscosidade cinemética das amostras de biodiesel de soja sem aditivo e
aditivadas com os extratos EEAM, EEAN e com o antioxidante sintético TBHQ (Tabela
10) foi determinada nos pontos 1 (tempo zero), 2 (apds 30 dias) e 3 (ap6s 60 dias).

Tabela 10 — Viscosidade cinemadtica a 40 °C (mm?/s) das amostras de biodiesel de soja
sem aditivo e aditivadas.

Periodo das analises

Amostras Tempo zero Apos 30 dias Apos 60 dias
BSA 4,55 +0,06 4,86 0,074 4,91 +0,04%
BAT-2 4,49 +0,02¢ 4,55 +0,035° 4,60 +0,02P%
BAM-2 4,52 +0,02¢ 4,59 +0,028 4,66 +0,05B*®
BAN-2 4,53 +0,03¢ 4,62 +0,008° 4,69 +0,018¢
BAN-3 4,50 +0,02° 4,61 +0,02B° 4,88 0,014

*Resultados expressos em média * desvio padrio (n=3). #P Média *desvio-padrio com letras maidsculas na
mesma coluna diferiram entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), entre as amostras. *° média +desvio padrdo com
letras mindsculas na mesma linha diferiram entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), entre os tempos.

Biodiesel metilico de soja sem aditivo (BSA), biodiesel metilico de soja aditivado com extrato das folhas de
maracujd a 2000 ppm (BAM-2), biodiesel metilico de soja aditivado com extrato das folhas de nim a 2000 ppm
(BAN-2, biodiesel metilico de soja aditivado com o antioxidante sintético TBHQ a 2000 ppm (BAT-2), biodiesel
metilico de soja aditivado com extrato das folhas de nim a 3000 ppm (BAN-3).

Fonte: préopria

Todas as amostras de biodiesel apresentaram viscosidade cinemdtica dentro do
limite estabelecido pela ANP (3,0-6,0 mm?/s) durante todo o periodo de
armazenamento. No tempo zero todas as amostras foram iguais estatisticamente.

Os resultados indicam a eficiéncia dos extratos naturais de nim e maracuja e do

antioxidante sintético na protecao do biodiesel, ocorrendo apenas uma pequena elevacgao
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nos valores de viscosidade cinemadtica de todas as amostras apdés 60 dias de
armazenamento. Ao longo do tempo a acdo dos antioxidantes presentes nos extratos

tende a diminuir.

5.5.3. Estabilidade oxidativa no Rancimat

Os dados de estabilidade oxidativa do biodiesel de soja sem aditivo e aditivado

com extratos naturais e TBHQ no tempo zero foram obtidos no Rancimat (Tabela 11).

Tabela 11 - Estabilidade oxidativa do biodiesel metilico de soja no tempo zero.

Periodo das analises = BSA BAT-2 BAM-2 BAM-3 BAN-2  BAN-3
Tempo zero 2,82h 12,38 h 5,39 h 7,03 h 5,72 h 8,00 h

*Biodiesel metilico de soja sem aditivo (BSA), biodiesel metilico de soja aditivado com extrato das folhas de maracujd a
2000 ppm (BAM-2), biodiesel metilico de soja aditivado com extrato das folhas de nim a 2000 ppm (BAN-2, biodiesel
metilico de soja aditivado com o antioxidante sintético TBHQ a 2000 ppm (BAT-2), biodiesel metilico de soja aditivado com
extrato das folhas de nim a 3000 ppm (BAN-3).

Fonte: Propria.

No tempo zero a amostra de biodiesel sem aditivo apresentou estabilidade
oxidativa bem abaixo da norma da ANP (8 horas), com periodo de indugdo de 2,82 h. A
baixa estabilidade oxidativa da amostra BSA pode ser explicada pela presenca de acidos
graxos poli-insaturados na composi¢ao do biodiesel de soja.

As amostras de biodiesel BAM-2, BAM-3 e BAN-2 apresentaram periodos de
inducdo fora da norma. Ja a amostra BAN-3 aditivada com o extrato de nim a 3000 ppm
atingiu a norma da ANP, com periodo de inducdo de 8 h, melhorando assim a
estabilidade oxidativa do biodiesel de soja e indicando a atividade antioxidante do extrato
de nim. Esta atividade antioxidante estd relacionada a sua composicao de acidos fendlicos
e flavonoides que agem em diferentes mecanismos podendo doar hidrogénios do grupo
hidroxila.

A amostra aditivada com o antioxidante sintético TBHQ a 2000 ppm aumentou
muito a estabilidade oxidativa do biodiesel, apresentando periodo de inducao de 12,38 h.
Este aumento foi atribuido a capacidade do TBHQ de doag¢do dos hidrogénios fendlicos e
estabilizacao do radical formado (Medeiros, 2013).

Os dados referentes aos periodos de inducdo observados durante o armazenamento

das amostras de biodiesel foram destacados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Estabilidade oxidativa das amostras de biodiesel durante armazenamento.

Periodo das analises BSA BAT-2 BAN-2 BAM-2 BAN-3
Tempo zero 2,82 h 12,38 h 5,72 h 5,39 h 8,00 h
Ap6s 30 dias 2,0l h 12,08 h 559h 5,11 h 5,82 h
Ap6s 60 dias 1,03 h 11,45h 552h 5,07 h 4,95h

*Biodiesel metilico de soja sem aditivo (BSA), biodiesel metilico de soja aditivado com extrato das folhas de maracuja a
2000 ppm (BAM-2), biodiesel metilico de soja aditivado com extrato das folhas de nim a 2000 ppm (BAN-2), biodiesel
metilico de soja aditivado com o antioxidante sintético TBHQ a 2000 ppm (BAT-2), biodiesel metilico de soja aditivado com
extrato das folhas de nim a 3000 ppm (BAN-3).

Fonte: Prépria.

Observa-se que a estabilidade oxidativa do biodiesel sem aditivo diminuiu ao
longo do armazenamento, com os seguintes periodos de inducado: 2,82 h (tempo zero),
2,01 h (ap6s 30 dias) e 1,03 h (ap6s 60 dias). A diminui¢cdo da estabilidade oxidativa
pode ser atribuida principalmente ao processo de auto-oxidacdo que ocorre ao longo do
tempo.

A amostra BAT-2 aditivada com o antioxidante sintético TBHQ a 2000 ppm foi a
que apresentou os maiores periodos de indu¢do durante os 60 dias de armazenamento, o
que indica a elevada eficiéncia do TBHQ em inibir o processo oxidativo do biodiesel de
soja. A eficiéncia do antioxidante sintético TBHQ pode ser justificada pelas suas
caracteristicas estruturais, o que o torna capaz de inibir rea¢des radicalares que ocorrem
nos processos de oxidacdo e, assim, proteger o biodiesel durante longos periodos de
armazenamento.

As amostras BAM-2 e BAN-2 aditivadas a 2000 ppm com os extratos naturais de
maracuja e nim apresentaram periodos de indu¢do durante armazenamento fora da norma
da ANP. Ja a amostra de biodiesel BAN-3 aditivada com o extrato de nim a 3000 ppm
apresentou periodo de indu¢ao no tempo zero dentro da norma (8,00 h). No entanto apds
30 e 60 dias de armazenamento a amostra BAN-3 ndo obedeceu a norma, o que pode ser
atribuido a fatores como: absor¢cdo de dgua pela amostra, formacao de borras dentro do
cilindro ou algum tipo de contaminagao.

Muitos estudos tém avaliado o efeito da adicdo de antioxidantes sintéticos e

naturais no biodiesel de soja. Luo et al. (2012) relataram o efeito de cinco antioxidantes
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naturais (polifenol de chéa soldvel em dgua, polifenol de ché lipossolivel, dcido fertlico,
sesamol e 4cido cafeico) em biodiesel de soja. A maioria dos extratos naturais estudados
atingiu o limite minimo especificado na antiga norma (PI = 6 h) quando aditivados a
2000 ppm, com excec¢do do acido ferulico.

Santos et al. (2014), avaliaram o efeito dos antioxidantes naturais presentes nos
extratos das folhas de acerola (Malpighia glabra) aditivados a 3000 ppm na estabilidade
oxidativa do biodiesel de soja pelo teste de Rancimat, obtendo para os extratos naturais
periodos de inducdo que variaram de 0,17 a 1,38 h, abaixo do limite minimo especificado
pela norma da ANP e bem inferior aos valores obtidos neste trabalho.

Medeiros (2013) avaliou a estabilidade oxidativa do biodiesel de soja na presenca
dos antioxidantes sintéticos (TBHQ e BHT) e dos extratos naturais etandlico e
cloroférmico do alecrim nas concentragdes de 2000, 2500 e 3000 ppm. Os resultados
mostraram que a 2000 ppm os antioxidantes sintéticos (TBHQ e BHT) apresentaram,
respectivamente, periodos de inducdo de 6,01 e 3,98 h e os extratos etandlico e
cloroférmico de alecrim apresentaram periodos de indugao de 7,06 e 4,82 h a 2000 ppm.
Ja para 3000 ppm os periodos de inducdo dos extratos etandlico e cloroférmico de
alecrim foram de 8,15 e 5,34 h, respectivamente. Indicando a necessidade de utilizagdo
de concentracdes maiores de extratos naturais como 3000 ppm para atingir a norma,

como verificado neste trabalho.



64

6. CONSIDERACOES FINAIS

Todos os extratos obtidos das folhas de maracuja e nim apresentaram atividade
antioxidante. Contudo, dos oito extratos os que apresentaram maior atividade antioxidante
foram os da mistura de etanol e acetona (EEAM e EEAN).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia indicou a presenga de compostos
bioativos nos extratos naturais de maracujd e nim (EEAM e EEAN), destacando-se como
componentes majoritdrios o acido 2,5 diidroxibenzoico e o flavondide rutina.

As curvas termogravimétricas de todas as amostras de biodiesel de soja
apresentaram uma unica etapa de perda de massa, atribuida a decomposicdo e/ou
volatilizacdo dos ésteres metilicos, cuja adicdo dos antioxidantes naturais aumentou a
estabilidade térmica do biodiesel.

Durante o armazenamento do biodiesel os valores de indice de acidez e viscosidade
cinemdtica das amostras aditivadas com extrato de nim e maracuji se mantiveram dentro da
norma estabelecida pela ANP.

O monitoramento do processo oxidativo do biodiesel metilico de soja durante
armazenamento indicou que as amostras aditivadas com os extratos naturais de maracuja e
nim a 2000 ppm aumentaram os periodos de indug¢do, mas ficaram fora da norma da
ANP. Ja a amostra de biodiesel aditivada com o extrato de nim a 3000 ppm (BAN-3)
apresentou periodo de indugdo no tempo zero dentro da norma. No entanto apds 30 e 60
dias de armazenamento a amostra BAN-3 ndo manteve a estabilidade dentro da norma, o
que pode ser atribuido a fatores como: absorcdao de dgua pela amostra, formacado de

borras dentro do cilindro ou algum tipo de contaminacao.
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