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RESUMO

A oxidacdo lipidica € um fator critico na perda da qualidade do biodiesel, em particular do
biodiesel de soja, pois a sua composicdo em ésteres favorece o desenvolvimento da
degradacdo oxidativa, devido a quantidade em ésteres de &cidos graxos insaturados tais como,
oleato, linoleato e linolenato de etila. Neste trabalho, técnicas aceleradas (rancimat, petroOXY
e andlise térmica) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram realizadas a fim
de determinar a estabilidade oxidativa do biodiesel etilico de soja (BSJ) e do biodiesel
aditivado com os antioxidantes, acido caféico (BSC), é&cido ferdlico (BSF) e terc-
butilhidroquinona (BST) durante o periodo de armazenamento. Na determinacao do periodo
de inducdo (PI) pelo método rancimat os trés antioxidantes foram eficientes em retardar o
processo oxidativo no tempo inicial do armazenamento. Diferentemente das amostras BSF e
BST, a amostra BSC manteve o valor de Pl durante o periodo de estocagem acima do valor
requerido pela EN 14214. A estabilidade oxidativa analisada pelo método petroOXY mostrou
a mesma convergéncia nos resultados, ou seja, o acido caféico foi o antioxidante mais
eficiente durante todo o periodo de armazenamento. Em comparacdo com o método rancimat
e petroOXY, a técnica de calorimetria diferencial de varredura pressurizada (P-DSC) mostrou
a mesma susceptibilidade a oxidacdo para as amostras avaliadas. Esta técnica mostrou ser Util
para aplicar na avaliagdo da estabilidade oxidativa do biodiesel contendo antioxidantes,
requerendo menor quantidade de amostra e menor tempo de analise. Na avaliacdo a
resisténcia térmica dos antioxidantes por termogravimetria foi observado uma menor
temperatura de decomposicdo para o terc-butilhidroguinona em relacdo aos demais
antioxidantes, esse fato corroborou com os valores de tempo de inducdo oxidativa e periodo
de inducdo obtidos pelas técnicas aceleradas. O monitoramento da concentracdo dos ésteres
insaturados por HPLC durante o0 armazenamento mostrou maior redugdo na concentragdo do
oleato e linolenato de etila para a amostra BSJ. A acdo dos antioxidantes foi evidenciada pela
menor reducdo na concentracdo de ésteres para as amostras de BSC, BST e BSF. A
estabilidade oxidativa das amostras de biodiesel avaliadas por rancimat, petroOXY, P-DSC
mostrou a seguinte tendéncia: BSC > BSF > BST. J& por HPLC a ordem de maior resisténcia
a oxidacdo foi: BSC > BST > BSF. De acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que a
atividade antioxidante esté correlacionada a sua estrutura molecular e a estabilidade térmica.

Palavras chaves: Biodiesel de soja. Estabilidade oxidativa. Antioxidantes. Técnicas
aceleradas. Cromatografia.
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ABSTRACT

The lipid oxidation is a critic factor in the biodiesel quality loss, in particular of soy biodiesel,
because its esters composition favors the development of the oxidative degradation, due to the
amount of the unsaturated fatty acid esters such as, oleate, linoleate and ethyl linolenate. In
this work, accelerated techniques (rancimat, petroOXY and thermal analysis) high
performance liquid chromatography (HPLC) was done in order to determine the oxidative
stability of biodiesel from soybean (BSJ) and from the additive biodiesel with antioxidants,
caffeic acid (BSC), ferulic acid (BSF) and tert-butylhydroquinone (BST) during the storage
period. In determining the induction period (PI) by the rancimat method the three antioxidants
were effective in delaying the oxidation process at the initial time of storage. Different from
the BSF and BST samples, the BSC sample kept its Pl value during the storage period above
the value required by the EN 14112 standard. The oxidative stability assayed by the
petroOXY method showed the same convergence in its results, ie, the caffeic acid was the
most efficient antioxidant throughout the storage period. In comparison to the rancimat and
petroOXY method, the technique of pressurized differential scanning calorimetry (P-DSC)
showed the same susceptibility to oxidation for the evaluated samples. This method proved to
be useful to apply in the oxidative stability of biodiesel evaluation with antioxidants, requiring
less quantity of samples and less analysis time. In evaluating the thermal resistance of
antioxidants was observed by thermogravimetry a lower decomposition temperature for the
tert-butylhydroquinone compared to other antioxidants, confirmed this fact with the values of
oxidation induction time and induction period obtained by the techniques accelerated.
Monitoring the concentration of unsaturated esters by HPLC during storage showed a greater
reduction in the concentration of ethyl oleate and linolenato BSJ for the sample. The action of
antioxidants was evidenced by a smaller reduction in the concentration of esters for samples
of BSC, BST and BSF. The oxidative stability of biodiesel samples evaluated by Rancimat,
petroOXY, P-DSC showed the following trend: BSC > BSF > BST. Since the order of HPLC
greater resistance to oxidation: BSC > BST > BSF. According to the results obtained showed
that the antioxidant activity is correlated to its molecular structure and thermal stability.

Key Words: Biodiesel from soybeans. Oxidative stability. Antioxidants. Accelerated
techniques. Chromatography.
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As fontes de energia sustentaveis e renovaveis tornaram-se mais atraentes devido aos
beneficios ambientais. Neste contexto, merece destaque o biodiesel, denominado como ésteres
alquilicos de &cidos graxos de cadeia longa. Em virtude de sua biodegradabilidade e baixa
emissdo de poluentes quando comparado ao diesel de petréleo, esse combustivel apresenta-se
como uma adequada fonte de energia (LEUNG; MONZ, 2006). Em relacdo aos fatores
socioecondémicos o biodiesel surge como outra fonte de renda ao setor agricola. Sendo
instituido na matriz energética brasileira em janeiro de 2005 mediante lei N°11. 097. Esta lei
regulamenta a utilizagdo comercial do biocombustivel, além de prever as misturas existentes
entre diesel e biodiesel (ANP, 2005).

Neste sentido, estudos vém sendo desenvolvidos a fim de aperfeicoar a qualidade do
biodiesel, em funcdo de cada oleaginosa, buscando assim aprimorar as propriedades fisico —
quimicas, e entdo, solucionar os problemas existentes na area do controle da qualidade,
armazenamento e outros (RODRIGUES FILHO, 2010). No Brasil, entre as matérias — primas
utilizadas na obtencéo do biodiesel pode-se destacar o éleo de soja.

O mercado brasileiro de agronegdcio ocupa a segunda maior producéo de soja a nivel
mundial, com espaco territorial de aproximadamente 22 milhdes de hectares (QUINTELLA et
al., 2009, p. 800). Apesar do baixo teor de 6leo, cerca de 18%, a soja possui a logistica e 0
ciclo tecnolégico desenvolvidos para atender a demanda do mercado (BIODIESELBR, 2009).
Com producdo de duas vezes ao ano, é uma oleaginosa de facil cultivo (DANTAS, 2010).
Logo é viavel que a cultura dessa oleaginosa apresente maior potencial para o
desenvolvimento do programa nacional de biodiesel.

Entretanto, um dos principais problemas associados com a utilizacdo do biodiesel de
soja € a sua susceptibilidade aos processos oxidativos, como a auto-oxidacdo. A cadeia graxa
do 6leo possui hidrogénios alilicos e bis-alilicos, sitios mais reativos na etapa inicial da auto-
oxidacao.

No processo convencional de transesterificacdo via catalise béasica
homogénea para a obtencdo do biodiesel, a natureza e a propor¢do das
cadeias graxas permanecem praticamente inalteradas em relacdo a matéria-
prima. Desse modo, o perfil graxo dos biodieseis segue a de seus Gleos e
gorduras de origem (ALBUQUERQUE, 2010, p. 4).

Contudo, o processo da auto-oxidagdo pode ser retardado, diminuindo as condigOes

gue contribuem para 0 seu aumento, como por exemplo, manter ao minimo os niveis de

Sarah Soares Damasceno
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energia (temperatura e luz), evitar a presenca de tracos de metais e impedir a0 maximo o
contato com oxigeénio.

A oxidacdo do biodiesel produz vérios compostos como aldeidos, cetonas, acidos,
perdxidos, polimeros, que modificam as propriedades do combustivel comprometendo assim
o funcionamento do motor. Desta forma a estabilidade oxidativa deve ser considerada como
um parametro essencial no controle da propriedade do biodiesel (DANTAS et al., 2011)

Como alternativa € possivel minimizar a formacgdo de radicais livres por meio de
antioxidantes, 0s quais, em pequenas quantias, atuam interferindo nos processos de oxidagédo
de lipidios (RAMALHO; JORGE, 2006). A literatura relata que compostos fenolicos sdo
eficientes antioxidantes contra a deterioracdo oxidativa de acidos graxos polinsaturados (SUN
WATERHOUSE et al., 2011).

Diversos trabalhos vém sendo realizados com o intuito de avaliar a estabilidade a
oxidacdo do biodiesel aditivado com antioxidantes (RODRIGUES et al., 2009; JAIN,
SHARMA, 2010; SANTOS et al., 2011). Mais recentemente, Luo e coloboradores (2012),
avaliaram o perfil oxidativo do biodiesel de soja aditivado com os antioxidantes fenolicos:
acidos cafeico e ferulico, através do método Rancimat, apds a sintese do combustivel. No
entanto, ha uma consideravel mudanca no que se refere a estabilidade oxidativa do
combustivel durante o seu ciclo de comercializagdo, sendo imprescindivel o monitoramento
do perfil oxidativo do biodiesel em funcdo do tempo, garantindo dessa forma a eficiéncia do
antioxidante, bem como atendendo aos parametros qualidade do combustivel.

Baseado no fato de que o biodiesel derivado de Oleos insaturados possui baixa
estabilidade oxidativa e com intuito de contribuir na resolucdo desse problema, acido caféico
e acido ferulico apresentam-se promissoras, quanto a reducdo a susceptibilidade a oxidacao

durante o armazenamento e uso do combustivel.
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2.1. Objetivo geral

Este trabalho deve como proposta avaliar a atividade antioxidante dos &cidos caféico,
fertlico e TBHQ no controle do processo oxidativo do biodiesel etilico de soja, durante o

armazenamento.

2.2. Objetivos especificos

» Determinar as propriedades fisico-quimicas do dleo de soja;

» Sintetizar e determinar as propriedades fisico-quimicas o biodiesel etilico de soja;

» Determinar a composi¢do em ésteres de acidos graxo do biodiesel por cromatografia
gasosa;

» Acompanhar a variacdo das propriedades fisico-quimicas relacionadas ao processo
oxidativo do biodiesel etilico de soja durante o periodo de armazenamento, através dos
indices de acidez, iodo e peroxido;

» Auvaliar a atividade antioxidante do &cido caféico, ferilico e TBHQ no processo
oxidativo do biodiesel etilico de soja pelas técnicas aceleradas: Calorimetria
Diferencial de Varredura Presurizada (P-DSC), rancimat e petroOXY;

» Determinar a variacdo dos teores do linolenato, linoleato e oleato de etila, durante o

periodo de armazenamento, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC);
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3.1 Oleos, gorduras e biodiesel

Os principais constituintes dos 0leos e gorduras sdo acidos graxos esterificados com
glicerol, os triacilglicerois. Sdo compostos de cadeia alifatica com grupo carboxilico presente
na sua estrutura. Os sitios mais reativos da molécula de cadeia graxa sdo o grupo carboxila e
ligacGes duplas. A sua classificacdo € denominada como saturados, monoinsaturados,
polinsaturados e hidroxilados (DAMODARAN; FENNEMA; PARKIN, 2010).

Os é&cidos graxos saturados formam uma série homologa (C,H2,0,) sendo
considerados mais comuns os: miristico (C14:0), palmitico (C16:0), estedrico (C18:0) e o
araquidico (C20:0). A estrutura do &cido palmitico é mostrada na Figura 1.

o}

/\/\/\/\/\/\/\/U\OH

Acido hexadecanoico

Acido palmitico

Figura 1. Estrutura molecular do &cido palmitico.

Os acidos graxos monoinsaturados formam uma série iséloga em relacdo aos
saturados, mas homologa entre si (ChH2n-20,), destacando-se 0s que possuem a insaturacdo cis
na posicao C-9, como o palmitoléico (C16:1) e o oléico (C18:1). A estrutura do acido oléico é

mostrada na Figura 2.

\/\/\/\F\/\/\/\)LOH

Acido (Z)-octadec-9-6ico

Acido oléico

Figura 2. Estrutura molecular do acido oléico.
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Em relacdo aos polinsaturados, destacam-se 0s que possuem as insaturagdes cis nas
posicdes C-9, 12 - linoléico (C18: 2), e nas posi¢des C-9,12,15 - linolénico (C18:3) também
conhecidos como 6mega 6 e 6mega 3, respectivamente. A estrutura do acido linoléico e

linolénico é mostrada nas Figuras 3 e 4.

OH

Acido (Z,2)- octadeca-9,12-diendico

Acido linoléico

Figura 3. Estrutura molecular do &cido linoléico.

OH

Acido(Z,Z,Z)-ocatadeca-9,12,15- triendico

Acido linolénico

Figura 4. Estrutura molecular do &cido linolénico.

A modificacdo do grupo funcional e centro insaturado dos &cidos graxos € a base para
a utilizacdo industrial de Oleos e gorduras, tanto em produtos alimenticios, como em
cosmeético e biocombustiveis. Neste aspecto, o desenvolvimento esta dividido em trés areas:
reacOes catalisadas por enzimas; quimica inovadora para funcionalizar a cadeia de carbono,
levando a novos compostos; e “quimica verde”, processos que utilizam menos energia e
recursos renovaveis (SCHAICH, 2005).

As fontes de energia sustentavel e renovavel tornaram-se mais atraentes devido aos
seus beneficios ambientais. Neste contexto, o biodiesel tem potencial em complementar ou
substituir combustiveis convencionais derivados do petréleo. Entre as caracteristicas mais
relevantes destacam-se: (a) origem renovavel, (b) sua combustdo ndo aumenta o nivel de CO,
na atmosfera, (c) biodegradaveis, (d) ndo é inflamavel em condi¢cdes normais de manuseio,
transporte e armazenamento, (e) produtos da combustdo: CO, SOy e hidrocarbonetos possuem

baixo nivel de emissdo em relacdo ao diesel de petroleo, (f) elevado nimero de cetano, que

Sarah Soares Damasceno



22

resulta em melhor ignicdo e maior poder de combustdo, (g) viscosidade e lubricidade
apropriada (SILVA et al., 2008).

Além disso, o biodiesel possui excelente propriedade como combustivel no motor a
diesel, e pode ser usado em motores de ignicdo por compressdo, com pouca ou nenhuma
alteracdo, devido sua semelhanca funcional com o combustivel derivado do petrdleo
(DUPONT et al., 2009).

Mais recentemente 0 uso de ésteres etilicos ou metilicos de acido graxos (do inglés
FAEE ou FAME) sdo conhecidos como biodiesel (DUPONT et al., 2009). Os FAEE e FAME
sdo obtidos pela reacdo dos triglicerideos com alcodis de cadeia pequena, como o etanol ou
metanol, na presenca de uma base ou &cido forte usado como catalisador, tal reacdo €

denominada como reacdo de transesterificacdo (LUCENA et al., 2008).

3.1.1 Biodiesel de soja

Uma importante classe de biocombustiveis sdo ésteres alquilicos de cadeia longa de
origem vegetal e gordura animal, denominado biodiesel, sendo a principal fonte de dleo,
representada atualmente pelo 6leo de soja (NAIK et al., 2011). O mercado brasileiro de
agronegocio ocupa a segunda maior producdo de soja a nivel mundial, com espaco territorial
de aproximadamente 22 milhdes de hectares (QUINTELLA, et al., 2009), logo é viavel que
essa cultura oleaginosa apresente maior potencial para o desenvolvimento imediato do
programa nacional de biodiesel.

O perfil de acido graxo correspondente a matéria prima na producdo do biodiesel,
influéncia as propriedades do combustivel. Haja vista, que no processo convencional de
transesterificacdo para a obtencdo do biodiesel, a natureza e a proporcdo das cadeias graxas
permanecem praticamente inalteradas em relacdo a matéria prima. Desse modo, a
variabilidade na composicdo dos biodieseis segue a de seus Oleos e gorduras de origem
(ALBUQUERQUE, 2010).

Os principais componentes do Oleo de soja sdo 0s acidos graxos insaturados,
especificamente os acidos oléico, linoléico e linolénico. De acordo com a literatura, o teor de
compostos insaturados, esta diretamente correlacionado com processos oxidativos associado
ao biodiesel. Fato este, que tem chamado a atencdo de iniUmeros pesquisadores, na tentativa de
melhorar a qualidade do biodiesel, objetivando o aumento do tempo de estocagem sem que
haja uma diminuicdo da qualidade (JAIN; SHARMA, 2010).
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Candeia e colaboradores (2011), avaliaram a estabilidade térmica e oxidativa do
biodiesel de soja durante o processo de armazenamento, para ésteres metilicos e etilicos,
através da calorimetria diferencial de varredura pressurizada (do inglés P-DSC) e viscosidade.
Os resultados mostraram que a indugdo a oxidacdo pode ocorrer durante 0 armazenamento,
diminuindo a estabilidade do biodiesel. Fato este evidenciado pelo aumento da viscosidade
com a temperatura e tempo de estocagem. A anélise por P-DSC mostrou que durante o
armazenamento em condi¢Ges ambientais, os valores de tempo de inducdo oxidativa a altas
pressdes (do inglés HPOIT) foram reduzidos, tanto para os ésteres metilicos como para
ésteres etilicos.

Knothe (2006), acompanhou o processo de oxidacdo do biodiesel metilico de soja,
através da variacdo de area de contato com oxigénio nas amostras analisadas. As condicdes de
oxidacdo estudadas foram: aquecimento a 80 °C por um periodo de 168 h e aquecimento a
165 °C por 3 h. A oxidacdo do biodiesel foi acompanhada por ressonancia nuclear magnética
de hidrogénio (*H-NMR), que é especifica para determinagdo dos acidos graxos de cadeias
curtas e para as alteracdes nas ligagcdes duplas, ambos decorrentes do processo de oxidacdo do
biodiesel. Foi observado que a taxa de oxidacdo do biodiesel aumenta com o tempo e com o
grau de exposicdo ao ar. Resultados de 'H-NMR mostraram que o decréscimo da
concentracdo em éster metilico coincide com o aumento da concentragdo dos acidos graxos de
cadeia curta, com o valor de acidez e com o valor da viscosidade cinematica.

A presenca de ligacBes duplas na cadeia de ésteres de acidos graxos confere maior
reatividade da molécula com O,, especialmente quando a molécula esta em contato com ar e
agua. Fato este, que desencadeia um processo complexo de oxidagdo procedido através de
varios mecanismos (JAIN; SHARMA, 2010).

3.2 Processo oxidativo

A oxidacdo lipidica é favorecida pela temperatura, presenca de luz, metais e outros
iniciadores da oxidagdo (JAIN; SHARMA, 2010). O processo oxidativo é dividido em trés
etapas na auséncia da combustdo: auto-oxidacédo, foto-oxidagédo e oxidagdo térmica.

3.2.1 Auto-oxidacéo

A auto-oxidacdo é uma reagdo em cadeia, cujos iniciadores sdo radicais livres. Os
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estagios para esta etapa sdo iniciacdo, propagacéo e terminacdo, Figura 5.

Iniciacao

.0 luz ou calor .0 z
R 11 R 11
O 14
Ester radical bis-alilico
Propagacdo
CH, CHy
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.0 “, + O P Z o
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Término
CH CHs
I : I
CH
s (|) O\/\/\/\/\/)
r~O%1 o + RT
o (e}
radical peroxido L radical bis-alilico

dimero

Figura 5. Mecanismo classico da reacdo de auto-oxidacdo de ésteres alquilicos de acidos
graxos de cadeia longa. (R = CH,CHj3). (adaptado de SCHAICH, 2005)
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Os radicais livres sdo formados pela remocdo do hidrogénio do carbono alilico e/ou
bis-alilico na molécula do éster, em condi¢des favorecidas por luz ou calor e sdo 0s
iniciadores da reacdo de auto-oxidacdo. A abstracdo do hidrogénio da espécie ndo radicalar é
descrita no mecanismo classico da propagacao. Os radicais perdxidos, inicialmente formados
transferem elétrons desemparelhados para moléculas de ésteres adjacentes, através da
abstracdo do hidrogénio de uma posicao alilica ou um hidroperdéxido, o0 processo se repete
indefinidamente, até que a cadeia seja interceptada, porém a literatura afirma que este
processo de transferéncia de hidrogénio é lento e seletivo, abstraindo somente hidrogénios
com baixas energias de ligacdo. Dessa forma, outras reacbes podem ocorrer tais como
rearranjo/ciclizacdo, adicdo, reacéo de cisdo e decomposicao de peréxido (SCHAICH, 2005).

A reacdo de ciclizacdo ocorre quando radicais peroxidos emparelham seus elétrons
pela adicdo a ligacdo dupla da cadeia central, formando produtos ciclicos. Esta adicdo gera
um segundo radical peroxido (nova posi¢do), o qual abstrai hidrogénio a partir de uma
molécula vizinha, para propagar a cadeia. O mecanismo desta reacéo € ilustrado na Figura 6

para o &cido linolénico.

0-0

HC_ — COOH
3 \Nw\:v HsC \MFVCOOH

HoC \ /= ,C00H

HO-O O0—O
H3C \ /= ,COOH

Figura 6. Mecanismo de rearranjo na etapa de propagacao da auto-oxidacdo para a molécula
de acido linolénico (adaptado de SCHAICH, 2005).A ciclizacdo requer a presenca da ligacédo
com configuracdo cis a um hidroperoxido, sendo o rearranjo do radical na posicdo interna
considerado mais rapido do que a oxidagéo secundaria de hidroperoxido em qualquer posi¢édo
externa. Cerca de 25 % de acido linolénico € susceptivel & formacdo de peroxido ciclico
(SCHAICH, 2005).
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A reacdo de adicdo do radical peroxido é bastante especifica, sendo a mesma favoravel,
apenas em condicfes limitadas como em baixa temperatura, solventes apréticos e ligacGes
duplas conjugadas. A propagacéo através da reacdo de adicdo do radical peréxido a ligacédo
dupla forma tanto produtos nanoméricos como dimeros ou poliremos (NAIK et al., 2011).

A reacdo de cisdo implica na mudanca de distribuicdo de isémero a elevadas
temperaturas, consequentemente ha alteracdo dos produtos da reacdo. Na decomposicdo de
perdxido, o indicativo mais provavel de que ocorre a reacdo é a promocao de ions metalicos
que variam seu estado de oxidacdo, podendo esta ser também térmica.

Na etapa de terminacdo, radicais livres formam produtos ndo radicalares pela
recombinacéo de radicais. E importante ressaltar que este mecanismo no ocorre de maneira
aleatdria, sendo a temperatura e pressdo de oxigénio determinante para a recombinacdo de

radicais.
3.2.2 Foto-oxidacao

A luz na presenca de oxigénio promove a oxidacdo de acidos graxos insaturados. O
mecanismo de fotoxidacao de gorduras insaturadas é promovido essencialmente pela radiacéo
UV em presenca de fotossensibilizadores (clorofila, mioglobina, riboflavina e outros) que
absorvem a energia luminosa de comprimento de onda na faixa do visivel e a transferem para
o oxigénio triplete (°0,), gerando o estado singlete (*0,) (RAMALHO; JORGE, 2006). A
reacdo com o oxigénio singlete é 1500 vezes mais rapida que a reacdo com oxigénio no estado
fundamental, e a sua reacdo com moléculas lipidicas forma hidroperdxidos com deslocamento
da insaturacdo e mudanca de configuracdo, de Z para E (Figura 7) (ALBUQUERQUE, 2010).

hv
302 - 102

(OH .
07 0
2 h h : Reagdes Radicalares
R RARZ 'R N2 HO —= %
A

(auto-oxidagao)

Figura 7. Mecanismo de reacdo entre o oxigénio singleto e olefina, formando produtos que
podem iniciar a auto-oxidacao.
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3.2.3 Oxidacédo térmica

A oxidacdo térmica é definida como a taxa de reacdo de oxidacdo, a qual aumenta a
massa do Oleo e gordura, devido a sua exposicdo a altas temperaturas. Em temperaturas
suficientemente elevadas estrutura de olefinas poli-insaturadas sofre isomerizagdo, para
estruturas conjugadas mais estaveis. Uma vez iniciada a isomerizagdo, o grupo de dieno
conjugado a partir de uma cadeia de &cido graxo pode reagir com um Gnico grupo de olefina,
através de outra cadeia de acido graxo formando anel ciclohexano. Tal reacdo € denominada
de reacdo de Diels Alder, os produtos formados sdao chamados de dimeros (JAIN; SHARMA,
2010). A reacdo é mostrada na Figura 8.

1

1
R . R
3
= R R
N (—
\ 4
R R4
2
R R2

Figura 8. Reagéo de Diels Alder. (JAIN; SHARMA, 2010)

Todas as trés formas de oxidacdo de cadeias graxas sdo importantes e o biodiesel esta
susceptivel a elas em alguma etapa da sua producdo e armazenamento, podendo iniciar
inclusive na matéria prima (6leo ou gordura animal). Entretanto, 0 mecanismo com mais
etapas e mais presente no armazenamento de olefinas em condi¢bes padrdo é o da auto-

oxidacéo.

3.3 Analise térmica e oxidativa

3.3.1 Principios

Diversos metodos e técnicas aceleradas sdo usados para avaliar a resisténcia e o grau de
oxidacdo do biodiesel. Entre os métodos mais utilizados na analise de produtos primarios e
secundarios da oxidacdo tem-se: o método Rancimat (FARHOOSH, 2007), a calorimetria
diferencial de varredura pressurizada (P-DSC) (CANDEIA et al., 2011) e o PetrOXY
(ARAUJO et al., 2009).
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Dentre os métodos citados na investigacdo da estabilidade oxidativa, 0 método rancimat
é adotado pela Agéncia Nacional de Petrdleo Géas Natural e Biocombustivel (ANP). O método
rancimat baseia-se na determinacdo automatica, do tempo decorrido para alteracdo da taxa
méaxima de oxidacdo, medida através do aumento da condutividade da agua deionizada EN-
14112 (FARHOOSH, 2007). O tempo de indugdo é determinado pelo ponto de inflexdo da
curva de condutividade (JAIN; SHARMA, 2010).

Além do método rancimat, outros metodos tém sido reportados na literatura (JAIN;
SHARMA, 2010) para avaliar a resisténcia a oxidacdo. Entre estes, 0 método petroOXY tem
recebido grande énfase em trabalhos relatados por pesquisadores (ARAUJO et al., 2009). O
método experimental mede a estabilidade a oxidac&o, com base no periodo de inducéo (PI). O
Pl é o tempo entre o inicio da andlise e a deteccdo da reducdo especifica da pressao, a qual

indica que foi superada a resisténcia a oxidacao.
Na Figura 9 esta representada a curva de pressdo em funcdo o tempo na andlise

petroOXY, que ocorre em trés etapas:
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Figura 9. Representacdo esquematica da variacdo de pressdo do teste oxidativo petroOXY.
(ARAUJO et al., 2009). 12 etapa de 0 a 5 minutos; 22 etapa de 5 a 15 minutos; 3% de 5 a 20

minutos.

A primeira etapa comec¢a quando a amostra dentro de uma camera é pressurizada a 700
kPa de oxigénio. A pressao dentro da cdmera aumenta até um valor maximo, correspondente a
natureza da amostra. A partir de entdo, tem-se inicio a segunda etapa, a qual corresponde ao
consumo de oxigénio pela amostra. A terceira etapa inicia-se quando um ponto de inflex&@o

apresenta uma queda de pressao consideravel. A etapa termina quando a diferenca de 10% na
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pressdo é observada em relacdo ao valor de pressdo maxima € atingida (ARAUJO et al.,
2009).

Além das técnicas aceleradas ja mencionadas, outra analise de relevancia para
determinacdo da restisténcia a oxidacéo é a técnica P-DSC. Semelhante a técnica calorimetria
diferencial de varredura (DSC), porém sob alta pressdo, P-DSC pode ser definida, como uma
técnica que mede as temperaturas e fluxo de calor associados com as transi¢cfes dos materias
em funcdo da temperatura e de tempo. Tais medidas fornecem informacdes qualitativas e
quantidativas sobre mudancas fisicas e quimicas, como: oxidacdo, estabilidade térmica,
cinética das reag0es, e outras, envolvendo processos endotérmicos, exotérmicos ou mudanca
na capacidade calorifica (MOTHE; AZEVEDO, 2002).

Segundo reportado por  Kamal-Eldin (2006), a solubilidade do oxigénio é
comprometida com o aumento da temperatura. Cerca de 25% do oxigénio diminui, para cada
10 °C aumentados na temperatura. Logo, a significativa vantagem desta técnica em relacdo as
demais, consiste no aumento da concentracdo de oxigénio na celula de presséo, possibilitando
a aceleracdo da reacdo em temperaturas menores, além da pequena gquantidade de amostra
utilizada na anélise.

Os métodos acelerados constituem técnicas analiticas de importancia singular no estudo
da estabilidade oxidativa, haja vista, que sua aplicagdo acarreta em economia de tempo e
quantidade de amostra, entretanto a falta de correlacdo entre os diferentes parametros
utilizados para determinar o grau de oxidacao (formacéo de produtos secundarios, absorcéo de
oxigénio etc.) reflete de maneira ndo fidedigna com a evolucdo do processo oxidativo em
condigdes reais. Assim sendo ha a necessidade de investigar tais processos atraves de outros
métodos analiticos, a exemplo a cromatografia, que é hoje uma das principais e a mais
empregada técnica de andlise quimica instrumental. Possui atualmente, um alcance que
ultrapassa em muito as barreiras da quimica, com aplicacdes em areas como alimentos,

farmécia, bioquimica entre outras.
3.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

3.4.1. Principios

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € uma técnica de separacdo que, em

menos de trinta anos, passou a ser uma das técnicas analiticas mais utilizadas para fins
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qualitativos e quantitativos. As razdes para este crescimento estdo relacionadas a
possibilidade de separar espécies ndo volateis e termicamente instaveis, bem como a sua
adaptabilidade para determinacGes quantitativas com adequada sensibilidade (TONHI et al.,
2001).

A técnica cromatogréfica consiste em um processo fisico utilizado na separagdo dos
componentes de uma mistura. A base para esta separagdo € a distribui¢do dos analitos entre
duas fases: uma fase estacionaria (FE) e outra fase movel (FM).

A cromatografia de fase reversa é constituida por fase estacionaria ndo polar e fase
movel polar, a FM é bombeada sob alta pressdo a uma vazdo controlada. Uma pequena
quantidade da amostra € introduzida por meio de uma valvula de injecéo, sendo arrastada pela
FM através da coluna e do detector. A interacdo entre o soluto e FE pode ocorrer de vérias
maneiras, através de ligacdo de hidrogénio, forcas de wan der Waals, atracdes eletrostéaticas,
entre outras (VIGNA, 2004).

A fase estacionaria encontra-se acondicionada dentro da coluna através da qual a fase
movel, denominada também de eluente, flui continuamente. As moléculas da amostra
distribuir-se-d0 entre eluente e fase estacionaria. Os analitos que apresentarem maior
interacdo com a fase estacionaria irdo permanecer menos tempo na fase movel e, como
consequéncia serdo arrastados mais lentamente através da coluna. A Figura 10 ilustra o

processo de separacdo em uma coluna cromatografica.
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Figura 10. Representacdo esquematica do processo de separacdo de dois compostos,
denominados A e B, em uma coluna cromatogréfica. (adaptado de LANCAS, 2009).
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No tempo t;, as moléculas dos compostos A e B entram na coluna na forma de uma
mistura. No tempo t;, as moléculas de B por possuirem maior interagdo com a fase
estacionaria, comecam a serem retardadas em relacdo as moléculas do analito A. J& no tempo
t3, as moléculas de A, completamente separadas de B, comecam a deixar a coluna. A
separacgdo é possivel devido as diferencas entre os coeficientes de distribui¢cdo da amostra, FM
e FE. Apos a separagdo, os componentes do eluato (FM e componente da amostra) podem ser
identificados por meio de detectores, colocados na saida da coluna e que sdo utilizados para

identificar e quantificar os componentes da amostra (LANCAS, 2009).

3.5 Compostos fendlicos

Conhecidos como metabdlitos secundarios de plantas, os compostos fenolicos sao
largamente distribuidos no reino vegetal. O termo fendlico engloba aproximadamente 8.000
compostos de ocorréncia natural, 0s quais possuem uma caracteristica estrutural comum. Um
fenol, um anel aromaético tendo pelo menos uma hidroxila substituinte.

De acordo com a literatura, efeitos benéficos dos compostos fendlicos a saude humana
estdo associados a propriedade antioxidante (FERNANDES, et al., 2009). Estes compostos
sdo inseridos na dieta humana, através da ingestdo de vegetais, cereais, frutas, ervas, legumes
e também de seus derivados (ch4, cidra, 6leo e vinho tinto) (GAVRILOVA et al., 2011).

Além da acdo antioxidante, os compostos fendlicos exibem significativa propriedade
anticarcinogénica, antiflamatéria, antimicrobiana, antitrombdtica, cardioprotetora e
vasodilatadora, (FERRERES et al., 2011). Compostos fendlicos podem ser classificados em
duas grandes subclasses: acidos fendlicos e flavondides (TAPIERO et al., 2002).

3.6 Acidos fendlicos

A maior classe de &cidos fenolicos esta representada pelos &cidos hidroxicinamicos. O
composto mais representativo da classe é o acido 3-(3,4-dihidroxifenil) 2-propendico (acido
caféico), a ocorréncia natural se da principalmente como um éster, chamado de &cido
clorogénico (TAPIERO et al., 2002).

Os &cidos fenolicos séo divididos em trés grupos. O primeiro € composto pelos acidos
benzoicos, que possuem sete atomos de carbono e sdo os acidos fendlicos mais simples
encontrados na natureza; suas formulas gerais e denominacdes estdo representadas na Figura

11. O segundo é formado pelos acidos cinamicos, que possuem nove atomos de carbono,
Sarah Soares Damasceno



32

sendo sete 0s mais comumente encontrados no reino vegetal (Figura 12). O terceiro grupo, as

cumarinas sdo derivadas do &cido cinamico por ciclizacdo da cadeia lateral do acido o-

cumarico, Figura 13 (SOARES, 2002, p. 73).

1- Acido salicilico: R* =

OH:R=R®=R*=H

O 2- Acido p-hidroxibenzéico: R® = OH; R'=R*=R*=H
1 3- Acido protocatequinico: R* = R®*= OH; R' = R*=H

4- Acido gentistico: R* =

5- Acido vanilico: R* =
R R 6- Acido galico: R* =
R 7- Acido Siringico: R' =

R*=OH;R*=R%*=H
OCH;;R*=OH; R*=R*=H

H; R=R*=R*=0OH

H; R’= R* = OCH,; R®*= OH

Figura 11. Estrutura quimica dos principais dos acidos benzoicos.

0 OH 8- Acido cinamico: R' =

Y

R=R}®=R*=H

9- Acido o-cumérico: R* = OH; R>=R*=R*=H
= 10- Acido m-cumérico: R>= OH; R'=R®*=R*=H
R 11- Acido p-cumérico: R®*= OH; R'=R*=R*=H

12- Acido caféico: R? =

R®= OH: R!=R*=H

R R? 13-Acido ferdlico: R*= OH; R* = OCH3; R'=R?=H

3 14-Acido sindpico: R>= R* = OCH;; R®=OH; R'=H

Figura 12. Estrutura quimica dos principais acidos cinamicos.

Y

15- Acido o-cumérico

Figura 13. Estrutura quimica das cumarinas.
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Os mecanismos referentes a atividade antioxidante dos fendis mostram que as
moléculas atuam como agentes redutores, compostos que bloqueiam os radicais livres e/ou
agentes quelantes de ions metélicos. A quelacdo retarda a reacdo de oxidacdo ou
polimerizacdo, catalisada pelos ions metélicos, e também pode inibir a atividade de enzimas
oxidantes por doacdo de elétrons e quela¢do do oxigénio singleto (KOWALSKI, 2010).

Embora existam varios mecanismos referentes a esta atividade antioxidante, o
mecanismo predominante é elucidado pela doacao do atomo de hidrogénio fenolico ao radical

livre, levando a formacéo de um radical pouco reativo na terminacéo, Figura 14.

R-O0 + AH R-OOH + A

A + X — material ndo radical

Figura 14. Mecanismo de doacdo do hidrogénio fendlico a um radical livre. (MASUDA,
2008).

Onde R é a substancia a oxidacdo, R-OO" é o radical peréxido de R, AH é o
antioxidante, A" é o radical antioxidante, X' é outra espécie de radical incluindo a mesma
espécie do radical A. Embora a estrutura basica permaneca a mesma nos grupos de acidos
fenolicos (benzoicos e cinamicos), 0s numeros e as posicdes do grupo hidroxila no anel
aromatico variam (Figuras 11 e 12) e, portanto afetam a estabilidade do anel aromatico e sua
habilidade radical-quelante. Logo diferentes acidos tém, contudo diferentes atividades
antioxidantes (ROBBINS, 2003; CHALAS et al., 2001).

Associado a isso, esta 0 crescente interesse na identificacdo e no entendimento da
funcdo de compostos fenodlicos como minimizadores de processos degenerativos e
oxiditativos, demonstrado em trabalhos da literatura (PAZDZIOCH-CZOCHRA,
WIDENSKA, 2002).

A relacdo estrutura-atividade dos antioxidantes &cidos caféico e dihidrocafeico foi
investigada através da teoria do funcional da densidade (DFT). Segundo Bakalbassis e
colaboradores (2003) a maior atividade antioxidante do acido caféico foi atribuida a menor
diferenca de valor do calor de formacdo (AHOF). O acido dihidrocaféico apresentou menor
atividade antioxidante devido ao maior valor de AHOF e limitada deslocalizacéo de elétrons
em relacdo ao &cido caféico.

Soares (2002), descreveu a quimica dos acidos fendlicos e sua utilizacdo como
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antioxidantes em alimentos e em sistemas bioldgicos. Em investigacGes de acidos fendlicos
presentes em grdos de soja, farinha de soja desengordurada, concentrado e isolado protéico de
soja, quatro acidos cindmicos apresentaram significativa atividade antioxidante. Sao eles:
acido clorogénico, cafeico, p-cumarico e ferulico.

Ramalho e Jorge (2006), constataram as diferencas de potenciais existentes entre
alguns acidos fendlicos. Uma comparagdo quantitativa do comportamento cinético da inibicdo
oxidativa foi realizada utilizando os acidos p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico, e 3,4—
diidroxibenzoico e acidos p-cumarico, ferdlico, sindpico e caféico. A atividade antioxidante
dos compostos estudados apresentou a seguinte ordem: acido caféico > 3,4-diidroxibenzdico
> sindpico > siringico > ferulico > p-cumarico > vanilico. O maior potencial antioxidante do
acido caféico e o 3,4 dihidroxibenzoéico foi atribuido a presenca das hidroxilas nas posicoes [3
e 4].

3.7 Acido caféico

Acido 3-(3,4-dihidroxifenil) 2-propendico possui ocorréncia natural em muitas frutas e
vegetais, tais como: ameixa, macd, uvas e tomates, juntamente com outras moléculas
polifendlicas. Pode ser obtido sinteticamente a partir da L-fenilalanina, L-tirosina, ou isolado
de plantas, a exemplo, Alsophila spinulosa, uma pteridéfita originaria da China (CHIANG,;
LO; LU, 1994)

O é&cido caféico (AC) desempenha um papel importante na quimica do solo, como
transportador de metais idnicos (CORNARD; LAPOUGE, 2004). Os estudos acerca do seu
papel bioldgico incluem a prevencédo do cancer de pele (KANG et al., 2009), acdo antitumoral
contra a cancer de colon (OLTHOF et al., 2001), bloqueio seletivo de leucotrienos, que sdo
componentes envolvidos em doencas imunorreguladoras (REINKE et al., 2002), mecanismo
de defesa de plantas (RIAHI et al., 2009) e atividade antioxidante (SUN WATERHOUSE,
2011).

A capacidade do acido caféico em minimizar processos oxidativos tem tido grande
énfase em trabalhos da literatura:

Iglesias e colaboradores (2009), estudaram a capacidade antioxidante do acido caféico
e 0 mecanismo sinergista com o acido ascérbico e a- tocoferol em musculo de peixe. A
adicdo do AC em musculo de peixe retardou tanto a degradacdo endogena do a- tocoferol

como a propagacéo da oxidacao lipidica, medidos através do valor de peroxido e substancias
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reativas ao &cido tiobarbiturio, com efeitos crescentes com o aumento de 55,5- 555,1 umol/Kg

de acido cafeico.

Kowalski (2010), avaliou a influéncia de compostos fendlicos (quercetina, &cido
caféico, acido protocatequinico) na inibicdo de mudangas na concentragcdo do acido linoléico
em Oleos de: milho, semente de uva, amendoim, canola, gergelim e soja. Aquecidos em
temperatura de 90 °C por um periodo total de 120 horas. Resultados mostraram a capacidade
do AC em inibir mudancas na concentracdo do acido linoléico, presente no 6leo de uva com
valores de 4,5 % para 15,7% de inibicdo no periodo e temperatura mencionada.

Sun-Waterhouse et al. (2011), investigaram o efeito da adicdo do &cido caféico (AC) e
p-cumarico (pCA) na estabilidade ao armazenamento dos 6leos de abacate e coco. Os Gleos
aditivados e o controle (sem aditivo) foram submetidos a temperatura de 20 °C e 60 °C por 50
dias. Resultados mostraram que o AC preservou a concentracdo de &cido graxos
monoinsaturados melhor que o pAC, na determinagdo da concentragdo por cromatografia
gasosa do 6leo de abacate. O armazenamento a 60 °C acelerou a oxidacéo dos 6leos e 0 AC e
pCA ajudou a preservar os 6leos de abacate e coco em diferentes graus.

Outra abordagem interessante foi relatada por Arrua, Strumia e Nazareno (2009), no
desenvolvimento de filmes poliméricos com propriedades antioxidantes. O acido caféico
ligado a superficie de filme poliprolileno foi capaz de oferecer atividade protetora as amostras
de alimentos. Os filmes sintetizados foram caracterizados por Folin-Ciocalteu medindo os
grupos fendlicos disponiveis, como equivalentes de acido caféico ligado a superficie. A
eficiéncia antioxidante dos polimeros modificados foi avaliada por métodos espectroscépicos
e o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).

Santos e colaboradores (2011), avaliaram a atividade antioxidante do AC, como
aditivo ao biodiesel de soja dopado com metais. O antioxidante terc-butilhidroguinona
(TBHQ) e o butil-hidroxitolueno (BHA) também foram utilizados no estudo para comparagdo
de suas atividades. Os resultados mostraram a maior eficacia do antioxidante AC, quando
comparado com o TBHQ e BHA, através do método Rancimat. Sendo esta maior atividade
associada a dois mecanismos. Como antioxidante primario e por quelagdo com metais de

transicao.

3.8 Acido ferulico

O &cido 4-hidroxi-3-metoxicinamico é um composto de ocorréncia natural, presente na
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linhaca (CHOO; BIRCH, 2009), trigo, milho, aveia e especialmente rico na forma de éster em
farelos de arroz. Concentrado na parede celular do revestimento exterior da semente
(ZUPFER, J. M. et al., 1998) e produzido através da biossintese de fenilpropandide (DU et
al., 2009).

Os estudos indicam consistentemente que o &cido ferdlico (AF) esta entre os fatores
mais inibidores & degradabilidade da parede celular de polissacarideos (DU et al., 2009). Na
forma livre 0 AF é um adstringente e pode, consequentemente, atuar como inseticida em
insetos e animais.

A atividade antioxidante do &cido fertlico também tem sido relatada na literatura. Em
geral, o efeito inibidor do antioxidante sobre a oxidacdo lipidica é influenciado pelo estado
fisico do substrato lipidico, e varios sistemas de avaliacdo usando diferentes condicdes fisicas.
(KIKUZAKI et al., 2002).

Recentemente os acidos ferulico e caféico foram utilizados como aditivo antioxidante
ao biodiesel de soja (WANG et al., 2011). Além dos acidos hidroxicindmicos outros
compostos fenolicos e antioxidantes sintéticos (BHT, BHA ¢ a-tocoferol) foram avaliados
guanto a sua acao antioxidante, nas concentracfes de 500, 1.000, 1.500 e 2.000 ppm, através
método Rancimat. O &cido ferulico apresentou melhor resultados na concentracdo de 2.000
ppm, enquanto o acido caféico mostrou melhor eficacia na concentracdo de 1.500 ppm.

3.8.1 Aspectos estruturais AC e AF

No que se refere & atividade antioxidante do AC e AF, a sua estrutura molecular esta
inteiramente correlacionada, Figura 15. O &cido caféico possui duas hidroxilas fenélicas na
posicdo 3 e 4 do anel benzénico e a dupla ligacdo em conjugacdo com o grupo carboxilico. O
acido ferdlico possui estrutura semelhante ao AC, com grupo metoxila na posicdo meta do
anel benzénico, este fato pode esta relacionado a menor atividade do AF em relagdo ao AC,
como relatado na literatura (KIKUZAKI et al., 2002).
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Figura 15. Estrutura molecular do &cido caféico e cido ferdlico.

Estudos conformacionais sugerem uma preferéncia por uma geometria planar em um
sistema conjugado. Segundo a andlise conformacional, por método ab initio ( otimizacdo da
geometria da molécula e célculo de suas frequéncias vibracionais, por meio de métodos
computacionais) esta planaridade é previsivel, haja vista, que a deslocalizacdo de elétrons é
favorecida através de um sistema r expandido (MAURICIO, 2006).

Conforme reportado por Mauricio (2006), a relacdo estrutura-atividade ndo esta
somente correlacionada ao grupo catecol, o papel do grupo etilénico e carboxilico também
devem ser avaliados. Teoricamente a ligacdo dupla seria importante para a atividade
antioxidante, devido a estabilizagdo do radical fenoxil por conjugagdo, como mencionado.
Porém, o seu analogo, sem a ligacdo dupla, pode efetuar livre rotacdo, aumentando a eficéncia

estérica da molecula em formar quelatos metalicos.

3.9 Antioxidantes sintéticos

Dentre os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria, destacam-se: butil-
hidroxi-anisol, butil-hidroxitolueno, propil galato e terc-butil-hidroquinona. A estrutura
desses compostos (Figura 16) permite a doacdo de um préton a uma radical livre, interferindo
no mecanismo de oxidacdo lipidica. Os radicais fenodis formados sdo estabilizados sem

promover ou propagar reacdes de oxidacdo (RAMALHO; JORGE, 2006).
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Figura 16. Estrutura quimica dos antioxidantes sintéticos, butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-
hidroxitolueno (BHT), propil galato (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ).

O TBHQ é considerado, em geral, mais eficaz em dleos vegetais que BHA ou BHT,
em relacdo a gordura animal, é tdo efetivo quanto o BHA e mais efetivo que o BHT ou o0 PG
(RAMALHO; JORGE, 2006).

Maia e colaboradores (2011), avaliaram a estabilidade do biodiesel de soja quando
aditivados com BHA, BHT e TBHQ. Os resultados mostraram que 0s trés oxidantes
empregados apresentaram periodo de inducdo acima de 6 h, a 110 °C pelo método Rancimat e
0 BHA e TBHQ apresentaram maior eficiéncia de protecéo.

Ferrari e Souza (2009), estudaram a atividade dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ
no biodiesel de girrasol. O estudo foi acompanhado pelo teste Rancimat, espectroscopia na
regido do ultravioleta visivel e indice de iodo. A ordem de atividade foi TBHQ > BHT >
BHA.

A literatura mostra varios estudos relacionados ao uso do TBHQ em biodiesel de soja,
verificando a maior capacidade em retardar o processo oxidativo em relacdo aos demais
antioxidantes sintéticos (TANG et al., 2009; LIANG et al., 2006; KNOTHE, 2007).
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Todos os experimentos e analises foram realizados no Laboratério de Combustiveis e
Materiais (LACOM), no Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB).

4.1 Antioxidantes
4.1.1. Obtencao do &cido cafeico, acido ferulico e TBHQ
Os é&cidos cafeico, ferulico e TBH todos com grau de pureza maior que 99,8%, foram

adquiridos comercialmente padrées Sigma-Aldrich e utilizados como aditivos ao biodiesel

etilico de soja.

4.1.2 Estudo térmico

As curvas termogravimétricas, no modo ndo isotérmicas foram obtidas em um
analisador térmico da Shimadzu, Simultaneous DTA-TG, modelo DTG-60 H, em atmosfera
de ar sintético, na razdo de aquecimento de 20 °C min™, com aproximadamente 10 mg de
amostra, no intervalo de temperatura de 25-1.000 °C . Foram obtidas simultaneamente as
curvas de analise térmica diferencial (DTA).
4.2 Oleo de soja
4.2.1 Obtencéo

O dleo de soja refinado, sem aditivos da marca lisa, foi obtido comercialmente.

4.2.2 Caracterizagao fisico-quimica

O dleo de soja foi caracterizado pelos seguintes parametros fisico-quimicos e métodos.
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4.2.2.1. Indice de acidez

O método NBR 11115 da ABNT foi utilizado para a determinacgéo do indice de acidez
(IA). Uma massa de 5 g da amostra foi medida em um erlenmeyer e adicionou-se 25 mL de
etanol para solubilizar a amostra de éleo. Em seguida, foram adicionadas 2 gotas do indicador
fenolftaleina e titulou-se com solucdo de KOH 0,1 mol L™ até atingir a colorago résea. Uma
prova em branco foi realizada nas mesmas condi¢des descritas. O 1A foi calculado de acordo

com a Equacéo 1.

_(V,—Vp)xM x56,1

1A
m da amostra (g)

Equacio 1

Em que: IA é o indice de acidez; M é a concentracdo da solugdo de KOH (mol L™);
Va € 0 volume de KOH gasto na titulacdo da amostra (mL); Vg é 0 volume de KOH gasto na

titulacdo do branco (mL); m é a massa da amostra (g) e 56,1 € a massa molecular de KOH.
4.2.2.2. Indice de iodo

O indice de iodo foi determinado conforme a metodologia Cd 1-25 da AOCS. Uma
massa de 0,25 g do 6leo foi medida em um erlenmeyer de 500 mL, seguido da adicdo
de 10 mL de cicloexano. A esta mistura adicionou-se 25 mL de solucdo de Wijs e, com o
erlenmeyer fechado, agitou-se cuidadosamente com movimento de rotacdo para
homegeneizar. Deixou-se em repouso ao abrigo da luz e a temperatura ambiente por 30
minutos. Adicionou-se 10 mL da solucdo de iodeto de potassio a 15% e 100 mL de &gua
recentemente fervida e fria. Titulou-se com tiossulfato de so6dio 0,1 molL™* até o
aparecimento de uma coloracdo amarela. Adicionou-se 1 mL de solucdo indicadora de
amido 1 % e continuou a titulacdo até o completo desaparecimento da cor azul. Uma prova
em branco foi realizada nas mesmas condi¢cdes descritas. O indice de iodo foi calculado de

acordo com a Equacao 2

(Vg-V,) mL x M do Na,$,0, x fc

m da amostra (g)

11 Equacgao 2
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Em que: Vg é 0 volume gasto na titulagdo do branco (mL); Va é 0 volume gasto na
titulacdo da amostra (mL); m é a massa da amostra (g); M é a concentracdo da solucdo de

Na,S,03 (mol L™Y); e fc é o fator de correcéo.
4.2.2.3. indice de peroxido

O indice de perdxido foi determinado conforme a metodologia Cd 8-53 da AOCS.
Para determinar o indice de peroxido foram dissolvidas 5 g das amostras de 6leo em 30 mL de
uma solucédo de acido acético-cloroférmio (3:2 v/v), seguida da adi¢do de 0,5 mL de solucéo
saturada de iodeto de potéssio. A mistura foi deixada em repouso por exatamente um minuto e
em seguida foram adicionados 30 mL de &gua recém fervida e 0,5 mL de solucdo de
amido a 1 %. O iodo liberado foi titulado com solucdo de tiossulfato de sédio 0,01 N, até o
desaparecimento da coloracdo azulada. Uma prova em branco foi realizada nas mesmas

condigdes descritas. Os calculos foram feitos a partir da Equacéo 3.

_ Nx (VA_VB) x 1000

1P
m da amostra (g)

Equacao 3

Em que: N é a normalidade da solugdo de Na,;S,03; Va € 0 volume da solucdo de
Na,S,03; consumido pela amostra (mL); Vg é 0 volume da solucdo de Na,S;03; consumido

pelo branco (mL) e m = massa da amostra (g).

4.2.2.4. Teor de agua

A determinacdo do teor de agua foi realizada em titulador coulométrico Karl Fischer
(modelo MKC-501 da Kyoto), de acordo com o0 método ASTM D 6304.

4.2.2.5. Viscosidade cinematica

O método NBR 10441 da ABNT foi realizado na determinacdo da viscosidade
cinematica utilizando um viscosimetro cinematico manual (modelo ME18V da Julabo). No
procedimento realiza-se a medic¢éo do tempo requerido para que um volume de 10 mL do 6leo

escoe, sob gravidade, através do tubo capilar entre as duas marcas de calibracdo A e B.
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Durante a determinag&o, o viscosimetro permanece imerso em um banho termostatico a 40°C.
A partir do capilar escolhido e, conseqiientemente, da sua constante ‘0’ ¢ do tempo medido

experimentalmente, a viscosidade cinematica é determinada, de acordo com a Equacéo 4.
v=0xt Equacio 4

Onde: v é a viscosidade cinemaética, t é o tempo (s) de escoamento da amostrae 0 € a

constante do capilar.
4.2.2.6. Estabilidade a oxidacao-Rancimat

Os ensaios de estabilidade oxidativa foram realizados em duplicatas no equipamento
873 Biodiesel Rancimat da marca Metrohm utilizando o método EN 14112. Nessa analise,
3 gramas da amostra sdo envelhecidas a 110 °C, sob fluxo constante de ar (10 L h™%). O rapido
aumento da taxa de oxidacao é observado pelo aumento de condutividade na dgua deionizada,
ocasionado pela formacédo de perdxido e de volateis. O resultado, expresso como periodo de
inducdo (PI), é determinado a partir do ponto de inflexdo da curva. Os célculos dos periodos
de inducdo foram realizados com o auxilio do programa que acompanha 0 equipamento
(Software 873 - Rancimat).

4.2.2.7. Ponto de névoa

O teste foi realizado feito segundo a norma ASTM D 2500 no equipamento marca
TANAKA e modelo MPC — 102 L.

4.2.2.8. Ponto de fluidez

De acordo com a norma ASTM D 97 determinou-se o ponto de fluidez da amostra de

biodiesel. Sendo este realizado no equipamento marca TANAKA, modelo MPC — 102 L.
4.2.2.9. Ponto de entupimento filtro a frio

A determinacdo do ponto de entupimento de filtro a frio (PEFF) foi realizada em
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equipamento da marca TANAKA Scientific Limited, modelo AFP-102, de acordo com a
norma ASTM D 6371.

4.3 Biodiesel de soja

4.3.1 Sintese do biodiesel

Biodiesel de soja foi obtido a partir da reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja
comercial, na proporcao 1:6 (6leo: etanol), utilizando 1% (m/m) de KOH como catalisador.
Iniciou-se a reacdo de transesterificacdo ao adicionar a solu¢gdo homogénia de KOH e etanol
ao 6leo de soja, com agitacdo magnética de 700 rpm a temperatura de 25 °C. Apds o tempo
reacional a mistura foi transferida para um funil de separacdo, onde duas fases foram
observadas, um mais densa e escura, rica em glicerina e outra menos densa e clara, rica em
ésteres etilicos. A fase mais densa foi removida e posteriormente o biodiesel foi lavado com
4cido cloridrico 0,5 mol L' e &gua destilada previmente aquecida, para remocio do
catalisador e tracos de glicerina, seco a vacuo a temperatura de 80 °C por 30 minutos para

eliminar tracos de &gua.

4.3.2 Composicdo quimica

A identificacdo dos ésteres de acidos graxos na amostra de biodiesel foi realizada em
um cromatografo gasoso acoplado ao espectrdmetro de massa (GC-MS), marca SHIMADZU,
modelo GCMS-QP2010. A coluna capilar utilizada foi a Durabond — DB-23 (30 m x 0.25mm
e 0,25 pm de espessura ). O gas Hélio foi utilizado como gas de arraste, com vazao de 3 mL
min™ e volume de injecdo de 1 pL, usando o modo split com razdo de splitting de 1:50. A

temperatura do detector MS foi de 230 °C.

4.3.3 Caracterizagao fisico-quimica

A caracterizacgdo fisico-quimica do biodiesel de soja foi realizada de acordo com 0s
subitens 4.2.2.1,4.2.2.3,4.2.2.4,42.25,422.6,4.2.27,4.2.28,4.2.2.09.
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4.3.3.1. Estabilidade a oxidacao- petroOXY

As analises foram realizadas em duplicatas no equipamento petrotest 413. Amostras de
5mL foram pressurizadas em atmosfera de oxigénio com aproximadamente 700 kPa e
temperatura de 110 °C. O periodo de inducéo foi observado quando uma mudanca de 10% da
pressdo maxima (dependente da natureza da amostra) inicialmente alcangado foi detectada

pela curva de pressao em funcdo do tempo.
4.3.3.2. Ponto de fulgor

A andlise de ponto de fulgor foi realizada seguindo 0 método NBR 14598 da ABNT,
utilizando o equipamento HFP 380, PensKy Martens.

4.3.3.3. Residuo de Carbono

O método NBR 15586 da ABNT foi realizado na determinacéo de residuo de carbono.
Nesta anélise um quantidade de amostra é colocada em um frasco de vidro e é aquecida a
500 °C em uma atmosfera inerte de nitrogénio, de modo controlado e por um intervalo de
tempo especifico. A amostra sofre reacdes de coqueificacdo e os volateis sdo retirados pelo
nitrogénio. Os residuos de carbono remanscente sdo relatados em porcentagem da amostra

original como “microresiduo de carbono”.

4.4 Aditivagao e armazenamento

O biodiesel foi armazenado em tanque de a¢o carbono (Figura 17), na auséncia da luz
em temperatura média de 26,8 °C durante um periodo de trés meses. Nos tanque foram
armazenado o biodiesel puro (controle, sem antioxidante) BSJ, biodiesel aditivado com acido
caféico (BSC), biodiesel aditivado com acido ferulico (BSF) e biodiesel aditivado com TBHQ

(BST) na concentrag&o de 1.000 mg kg™ dos antioxidantes.
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1 #
2 oA

Figura 17. Tanques de aco carbono utilizados para o armazenamento das amostras de
biodiesel de soja aditivada e ndo aditivada com antioxidantes.

4.5 Processo oxidativo com tempo de estocagem

O processo oxidativo das amostras armazenadas foi acompanhado em um periodo total
de trés meses, sendo as amostras analisadas apés a aditivacdo em intervalo de tempo mensal.
Nessas andlises foram determinados os seguintes parametros: indice de iodo, indice de
perdxido e acidez como descrito em 4.2.2.1, 4.2.2.2, 4.2.2.3. Foram realizadas andlises de

HPLC e técnicas aceleradas (Figura 18).

Amostras de
biodiesel
|

| | |
‘ Técnicas aceleradas [ HPLC J [ indice de acidez J

|
[ | |

| PDSC ‘ { Rancimat ‘ | PetroOXY I | Indice de peréxido I

| | | PR
[Nﬁo Iso* H Iso™* ]‘ Periodo de inducéo I

Nio Iso*: modo nio isotérmico

OIT
Iso**: modo isotérmico

Figura 18: Fluxograma das anélises realizadas durante o periodo de armazenamento para as
amostras de biodiesel aditivadas e ndo aditivas com antioxidantes.
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4.5.. Técnicas aceleradas

4.5.1.1 Rancimat

As analises foram realizadas como descrito em 4.2.2.6.

4.5.1.2 PetroOXY

Os ensaios foram realizados como descrito em 4.3.2.1.

4.5.1.3 Calorimetria Diferencial de Varredura Pressurizada

As curvas de P-DSC foram obtidas pelo calorimetro exploratorio diferencial
pressurizado, da TA Instrument DSC Q1000, nas condi¢fes nao isotérmicas e isotérmicas.

As curvas nao isotérmicas foram analisadas a fim de avaliar a temperatura adequada a
ser utilizada na isoterma. Utilizou-se aproximadamente 10 mg da amostra, sob atmosfera de
oxigénio e pressao de 1400 kPa (203psi) em cadinho de platina. O intervalo de temperatura
foi de 25-600 °C com razdo de aquecimento 10 °C mim™. As curvas isotérmicas foram
determinadas, a fim de avaliar o tempo de indugdo oxidativa, nas mesmas condigdes de

pressdo, atmosfera e quantidade de amostras, exceto temperatura de 110 °C na isoterma.

4.5.2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucéo

A determinacdo da concentracdo de ésteres etilicos insaturados (C18:1, C18:2, C18:3)
presentes nas amostras de biodiesel (sem e com antioxidantes) foi realizada em um
comatografo liquido de alta resolucdo SHIMADZU, modelo HPLC 1200 SERIE, equipado
com desgaseificador a vacuo, bomba quaternaria, injetor automatico, temperatura controlada
da coluna, detector UV. A separacgéo foi obtida com a coluna supelco C-18 (250 x 4,6mm
,5um particulas) . O método utilizado na anélise cromatografica consistiu de elui¢do isocrética
com 90% de acetonitrila (grau HPLC), 10% de 4gua deionizada e taxa de fluxo de ImL mim?.

A temperatura da coluna foi mantida em 35 °C e comprimento de onda em 205nm.
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4.5.2.1 Curva analitica

Os padrdes de oleato, linoleato e linolenato de etila todos com grau de pureza maior
que 99,8%, padrdes Sigma-Aldrich, foram usados sem manipulacéo adicional. Os compostos
foram acondionados em ampolas com temperatura inferior a -15 °C na auséncia de luz até sua
manipulag&o.

As curvas analiticas com os padrdes dos ésteres etilicos foram preparadas a partir das
concentragdes 2,0; 1,0; 0,75; 0,5 e 0,25 mg mL™ para o oleato e linoleato de etila e 0,8; 0,6;

0,4;0,2; e 0,12 mg mL™ para o linolenato de etila.
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W

Os resultados foram discutidos em dois artigos, cuja tematica € dividida por técnicas
aceleradas e por cromatografia liquida de alta eficiéncia. No artigo 1 as técnicas rancimat,
petrOXY e P-DSC foram utilizadas na determinacdo da estabilidade oxidativa do biodiesel
etilico de soja, bem como na avaliacdo da atividade antioxidante dos &cidos caféico, ferulico
e TBHQ. No artigo 2 a cromatografia liquida de alta eficiéncia e analise fisico- quimica foram
usados como parametros na avaliacdo dos antioxidantes fenolicos e TBHQ, quanto ao seu

controle na estabilidade a oxidacdo do biodiesel de soja.

5.1 ARTIGO 1:

ACIDOS CAFEICO E FERULICO: INVESTIGACAO DO EFEITO ANTIOXIDANTE
NA ESTABILIDADE DO BIODIESEL DE SOJA DURANTE ARMAZENAMENTO

Sarah S. Damasceno'’, Nataly A. Santos®, leda M. G. Santos®, Antonia L. Souza®, Antonio G.
Souza, Neide Queiroz*

!Departamento de Quimica, CCEN, Universidade Federal da Paraiba, 58051-900, Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil.

*sarahdamasceno@gmail.com

RESUMO

Fatores relevantes a degradacdo do biodiesel sdo reportados na literatura como a exposi¢do ao
ar, temperatura elevada, presenca de metais e insaturacfes na cadeia alquilica do éster. Fato
esse, que justifica a susceptibilidade do biodiesel de soja ao desenvolvimento da rancidez
oxidativa. Neste trabalho, técnicas aceleradas: rancimat, petroOXY e anélise térmica foram
realizadas a fim de determinar a estabilidade oxidativa do biodiesel de soja (BSJ) e do
biodiesel aditivado com os antioxidantes, acido caféico (BSC), acido feralico (BSF) e terc-
butilhidroquinona (BST) durante o periodo de armazenamento. Na determinacdo do periodo
de indugdo (PI) pelo método rancimat os trés antioxidantes foram eficientes em retardar o
processo oxidativo no tempo inicial do armazenamento. A estabilidade & oxidagdo pelos
parametros acelerados avaliados seguiu a ordem BSC > BSF > BST. Ressalva-se a eficiéncia
do acido caféico em manter os valores de PI durante o periodo total de estocagem, cujo valor
foi de 6,7 h pelo método rancimat no tempo de 90 dias, atendendo o limite especificado pela
EN 14214. A acéo dos antioxidantes estudados esta correlacionada a sua estrutura quimica e
estabilidade térmica.

PALAVRAS CHAVE: biodiesel, acido caféico, acido ferdlico, soja, armazenamento.

Sarah Soares Damasceno


mailto:*sarahdamasceno@gmail.com

49

INTRODUCAO

O perfil de acido graxo correspondente a matéria-prima na producdo do biodiesel
influéncia as propriedades do combustivel. No processo convencional de transesterificacdo
para a obtencdo do biodiesel, a natureza e a propor¢édo das cadeias graxas permanecem
praticamente inalteradas em relacdo & matéria prima. Desse modo, a variabilidade na sua
composicao segue a de seus 6leos e gorduras de origem®.

Fatores relevantes a degradacdo de acidos graxos sao reportados na literatura como a
exposicAo ao ar, temperatura elevada e presenca de metais.”® A reatividade quimica da cadeia
de olefina é determinada pela configuraco e insaturacdes na cadeia alquilica do éster.” Fato
esse, que esta associado a processos oxidativos. Nesse sentido, o biodiesel de soja, que possuli
em sua composicao, quantidade de ésteres de acidos graxos insaturados, em especial, o oleato
(C18:1), linoleato (C18:2) e linolenato de etila (C18:3) é susceptivel ao desenvolvimento da
rancidez oxidativa®®,

Os produtos da oxidacdo (aldeidos, cetonas alcodis, peroxidos, etc.) sdo em parte,
responsaveis por ocasionar problemas no funcionamento do motor. Para controlar a qualidade
do biodiesel inserido no mercado de combustiveis foi determinado pelo Comité Europeu de
Normalizacdo que o biodiesel deve ter no minimo um periodo de inducdo (Pl) de 6 h,
empregando o método Rancimat (EN14112) 0,

Os fatores que favorecem a auto-oxidacdo do biodiesel devem ser evitados ou
diminuidos, a fim de prolongar a sua qualidade por um maior periodo de tempo. O uso de
antioxidantes que atuam interferindo no processo oxidativo tem sido reportado na literatura®
7,11.

Os é&cidos fendlicos sdo largamente reconhecidos por sua atividade antioxidante em
inibir processos oxidativos em alimentos e em sistemas biolégicos**™*. Merecendo destaque
os 4cidos hidroxinamicos presentes em muitas plantas'’. O &cido caféico (AC) pode ser
encontrado em frutas e vegetais, tais como: ameixa, macd, uvas e tomates, juntamente com
outras moléculas polifendlicas™. Ja o &cido ferGlico (AF) possui ocorréncia natural na
linhaca®® trigo, milho, aveia e especialmente rico na forma de éster em farelos de arroz'®,

No que se refere a atividade antioxidante do AC e AF, a sua estrutura molecular esta
inteiramente correlacionada, Figura 1. O acido caféico possui dois grupos hidroxilas na
posicdo 3 e 4 do anel bezénico e uma ligagdo dupla em conjugagdo com o grupo carboxilico e

o0 anel. Na estrutura do &cido ferulico o grupo hidroxila na posi¢édo 3 do AC é substituida por
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um grupo metoxila. Estudos tedricos conformacionais realizados com estes &cidos sugeriram
uma preferéncia por uma geometria planar. Esta planaridade é previsivel, haja vista que a

deslocalizacio de elétrons é favorecida através de um sistema m expandido®’.

o o}
HO % HO =
OH
OH
O\
a) Acido Caféico b) Acido Fertlico

Figura 1. Estrutura quimica do &cido caféico (a) e acido ferulico (b).

Além da estrutura molecular, outro fator relevante na determinacdo da acao
antioxidante no presente estudo esta correlacionado ao perfil térmico dos compostos. As
técnicas aceleradas para determinar a estabilidade oxidativa do biodiesel utilizam altas
temperaturas em tempos prolongados, esse fato compromete a atividade dos compostos em
questdo, podendo os mesmos volatilizar ou decompor na temperatura de analise. Sendo a
técnica termogravimétrica (TG) uma ferramenta Util na determinacdo da temperatura inicial
de decomposicgéo/volatilizacdo dos antioxidantes.

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante do
AC, AF e o terc-butil-hidroquinona (TBHQ, por ser o antioxidante largamente utilizado na

indUstria) % ao biodiesel etilico de soja em funcdo do tempo de estocagem.
EXPERIMETAL

Materiais. Biodiesel de soja foi obtido a partir da reacdo de transesterificacdo do dleo de soja
comercial, na proporcao 1:6 (6leo: etanol), utilizando 1% (m/m) de KOH como catalisador.
Iniciou-se a reacdo de transesterificacdo ao adicionar a solugdo homogénia de KOH e atanol
ao Oleo de soja, com agitacdo magnética de 700 rpm a temperatura de 25 °C. Ap6s o0 término
da reagdo, o biodiesel foi lavado com é&cido cloridrico 0,5 mol L™ e 4gua destilada
previmente aquecida, seco a vacuo a temperatura de 80 °C por 30 minutos para eliminar
tracos de agua.

Antioxidantes. Acido caféico, fertlico e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) padrdes Sigma-
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Aldrich foram aditivados ao biodiesel de soja na concentragdo de 1.000 mg kg™.

Métodos. As propriedades fisco-quimicas do biodiesel foram avaliadas segundo as normas
Europeia EN-14214 Americana ASTM D-6751-11b" e a especificacdo da Agencia
Nacional de Petréleo Gas Natural e biocombustivel (ANP) Res.7/2008.

Estabilidade Oxidativa. A estabilidade oxidativa do biodiesel etilico de soja foi
avaliada durante o armazenamento por um periodo de trés meses, através das técnicas
aceleradas: Rancimat, PetroOXY e calorimetria diferencial de varredura presurizada (P-DSC).
Os antioxidantes foram aditivados ao biodiesel e as analises referentes ao processo oxidativo
foram realizadas em periodo mensal.

Rancimat. Durante o processo de armazenamento as amostras foram analisadas pelo
equipamento Rancimat® 873 da Metrohm, em duplicatas, na temperatura de 110 °C de acordo
com o0 método EN ISO 14112. O periodo de inducéo (PI) foi determinado a partir do ponto de
inflexdo da curva de condutividade (Software 873 - Rancimat).

PetroOXY. As andlises foram realizadas no equipamento Petrotest 413 em duplicatas.
Amostras foram submetidas a temperatura ambiente e pressurizadas em atmosfera de oxigénio
com aproximadamente 700 kPa. Elevou-se a temperatura a 110 °C e uma pressdao maxima foi
atingida de acordo com a natureza da amostra.

P-DSC. As curvas do P-DSC foram obtidas pelo calorimetro diferencial de varredura
pressurizado, da TA Instrument DSC Q1000, nas condi¢des ndo isotérmicas e isotérmicas. As
curvas ndo isotérmicas foram analisadas a fim de avaliar a temperatura adequada a ser
utilizada na isoterma. Utilizou-se aproximadamente 10 mg da amostra, sob atmosfera de
oxigénio e pressdo de 1.400 kPa (203psi) em cadinho de platina. O intervalo de temperatura
foi de 25-600 °C com razdo de aquecimento 10°C mim™. Curvas isotérmicas foram
determinadas, a fim de avaliar o tempo de inducdo oxidativa (OIT), nas mesmas condic¢des de
pressdo, atmosfera e quantidade de amostras, exceto temperatura de 110 °C na isoterma.

Analise termogravimétrica. Curvas termogravimétricas (TG) foram obtidas no modo
ndo isotérmico em um Analisador Térmico da Shimadzu, Simultaneous DTA-TG, modelo
DTG-60 H, em atmosfera de ar sintético, na razdo de aquecimento de 20 °C min™, com
aproximadamente 10 mg de amostra, no intervalo de temperatura de 25-1.000 °C
(correspondente a faixa de temperatura na qual todos os eventos térmicos ocorrem). Foram
obtidas simultaneamente as curvas de analise térmica diferencial (DTA).

Composicdo em esteres de acidos graxos. A identificacdo dos ésteres de &cidos graxos

na amostra de biodiesel foi realizada em um cromatografo gasoso acoplado ao espectrémetro
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de massa (GC-MS), marca SHIMADZU, modelo GCMS-QP2010. A coluna capilar utilizada
foi a Durabond — DB-23 (30 m x 0.25mm e 0,25 um de espessura ). O gas Hélio foi utilizado
como gés de arraste, com vazéo de 3 mL min™ e volume de injecdo de 1 pL, usando o modo

split com razéo de splitting de 1:50. A temperatura do detector MS foi de 230 °C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra a composicdo em ésteres de acidos graxos do biodiesel etilico de
soja, cujos principais constituintes sdo oleato, linoleato, palmitato e linolenato de etila.

Tabela 1. Composicao de ésteres de acidos graxos do biodiesel etilico de soja.

Ester de acido graxo %
C14:0 (Miristato) 0,1
C16:0 (Palmitato) 11,7
C16:1 (Palmitoleato) 0,1
C18:0 (Estearato) 3,7
C18:1 (Oleato) 23,9
C18:2 (Linoleato) 52,8
C18:3 (Linolenato) 6,9
C20:0 (Araquidato) 0,4
C22:0 (Behenato) 0,4
Saturado 16,4
Unsaturado 83,6

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores dos parametros fisico-quimicos obtidos
para avaliacdo da qualidade do biodiesel etilico de soja. Os valores citados encontram-se
dentro do limite determinado pela Resolucdo 7/2008 da ANP, exceto no que se refere a
estabilidade oxidativa. O periodo de inducdo (PI) de 4,3 h foi inferior ao limite minimo
permitido, justificando desta forma, o uso de aditivos para corrigir a baixa estabilidade
oxidativa do biodiesel de soja. Com relagdo aos valores estipulados pela norma americana
(ASTM D 6751-11b) e européia (EN 14214), o Pl ndo atendeu apenas a norma européia.

Sarah Soares Damasceno



Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do biodiesel etilico

53

de soja antes do

armazenamento.
Limites
Propriedades Resultados Método ANP ASTM D
Res.7/2008  6751-11b =N 14214

Viscosidade Cinematica 40 °C (mm?/s) 4,5 ASTM D 445 3,0-6,0 1,9-6,0 3,5-6,0
Ponto de Entupimento Filtro a Frio (° C) 9,0 ASTM D 6371 19 - -
Valor de Acidez (mg.KOH/g) 0,2 Value D-664-11 max 0,5 0,5 0,5
Teor de agua (mg/kg) 377 EN 1SO 12937 max 500 - max 500
Densidade em 20 ° C (kg/m°) 879,3 ASTM D 4052 850-900 - 860-900
Residuo de carbono (g) 0,051 ASTM D 4530 0,050 max 0,05 0,3
Ponto de Fulgor (° C) 109,5 ASTM D 93 min 100.0  min 130 min 101
indice de iodo (g.1,/100g) 125,22 EN 14111 - - 120
Estabilidade Oxidativa 110° C (h) 4,34 EN 14112 min 6 min 3 min 6
Ponto de Névoa (°C) -3,0 ATSM D 7683-11 - Anotar -
Ponto de Fluidez (°C) -4,0 ASTM D 6749-02 - - -

O monitoramento da estabilidade das amostras de biodiesel com e sem o0s

antioxidantes mostrou a eficiéncia de todos os aditivos no inicio do armazenamento. Os

valores Pl foram superiores ao requerido pelas normas: EN 14214 e ASTM D 6751-11b. A

Figura 2 mostra a evolucdo dos valores de Pl obtidos pelo método Rancimat em func¢éo do

tempo de estocagem para cada amostra.

Periodo de Inducao (h)

—u—BS)

—e— BSC

—A—BSF

—v—BST

°

\A

\v

-  ————n

O 10 20 30 40 5 60 70 8 90

Tempo de armazenamento (dias)

—» Limite minimo EN 15014214

Figura 2. Valores de periodo de indugdo em funcdo do tempo para as amostras BSJ biodiesel
de soja sem antioxidante, BSC com antioxidante acido caféico, BSF aditivada com acido
feralico e BST com TBHQ nos tempos: inicial, 30, 60 e 90 dias.
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A maior resisténcia do biodiesel aditivado durante o processo oxidativo é atribuido a
doacgdo preferencial do hidrogénio fendlico do antioxidante com relacdo ao hidrogénio do
carbono alilico e bis-alilico dos ésteres linoleato e linolenato de etila, respectivamente. A

formacéo do radical fendlico retarda o inicio do processo oxidativo,?2*

como consequéncia,
um tempo maior é necessario para formacdo dos produtos secundarios da auto-oxidagado
(aldeidos, cetonas, peroxidos, etc.).

Durante o periodo de armazenamento foi verificado um decréscimo no Pl para as
amostras BSJ, BSF e BST. De acordo com a literatura, os antioxidantes perdem sua eficiéncia
em funcéo do tempo de estocagem™*3. Esse comportamento mostrou que os antioxidantes AF
e TBHQ no primeiro més foram consumidos e/ou perderam a eficiéncia para interromper a
etapa de propagacao. Apesar disso, verifica-se 0 comportamento antioxidante melhor do acido
ferilico com relacdo ao TBHQ durante todo o periodo de estocagem. A eficiéncia
antioxidante mais elevada do AF ¢ atribuida a sua capacidade de doacdo do hidrogénio
fenolico e estabilizacdo do radical formado, através da ressonancia em um sistema
conjugado. A mesma capacidade (doacdo do hidrogénio fendlico e estabilizacdo do radical)
também é atribuida a0 AC?. Porém, o comportamento antioxidante do é4cido caféico foi
diferenciado com relacdo ao AF. Um aumento de 72% no valor de PI foi observado apos 30
dias de armazenamento para a amostra BSC, indicando que houve um retardo na formacao de
hidroperdxidos e na posterior decomposicao em produtos volateis. De acordo com a literatura,
diversos fatores podem ser responsaveis pela formacdo de espécies antioxidantes mais
efetivas %,

A eficacia do AC em elevar o Pl provavelmente esta relacionada a formacédo da o-
quinona e regeneracdo do acido caféico, através do desproporcionamento do radical
semiquinona inicialmente formado pela reacdo do antioxidante e o radical livre presente no

biodiesel,*®

conforme ilustrado na Figura 3. O processo desta conversdo contribui para a
potencial atividade antioxidante como sequestrador de radical peroxila. Este processo
corrobora com os resultados de PI obtidos nos periodos de 60 a 90 dias. Um comportamento
singular foi obtido para o BSC cujos valores de Pl permaneceram ndo somente constantes
nesse intervalo de tempo, bem como semelhantes ao obtido no tempo inicial do

armazenamento.
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Figura 3. Mecanismo possivel da atividade antioxidante do &cido caféico (R- representa a
cadeia carbonica do éster).

A avaliacdo da estabilidade das amostras BSJ, BSC, BSF e BST pelo método
PetroOXY, Figura 4 mostrou 0 mesmo comportamento verificado no método Rancimat. O
fator de mudanca no PI, observado para o BSC entre o tempo inicial (2,82 h) e apds 30 dias
(6,4 h) foi aproximadamente 0 mesmo obtido pelo Rancimat, bem como para os tempos de 60
a 90 dias, mantendo os valores de periodos de inducéo iguais ao valor obtido do tempo inicial
do armazenamento.

Em termo quantitativo, as diferencas nos valores de Pl obtidas em ambos os métodos é
indicativo da deteccdo de diferentes fases da auto-oxidacdo do biodiesel. No método
Rancimat, o valor de PI é detectado pela formacdo de compostos volateis (aldeidos, cetonas,
alcodis etc.), que sdo compostos secundarios da auto-oxidacao, logo, esse método determina a
susceptibilidade a rancificacdo. Enquanto que o Pl obtido pelo método petroOXY indica o
tempo entre o inicio da andlise e a deteccdo da reducdo especifica da pressdo (de acordo com

a natureza da amostra), a qual indica que a resisténcia & oxidago foi superada®’.
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Figura 4. Valores de periodo de inducdo em funcdo do tempo para as amostras BSJ biodiesel
de soja sem antioxidante, BSC com antioxidante acido caféico, BSF aditivada com acido
feralico e BST com TBHQ nos tempos: inicial, 30, 60 e 90 dias.

A capacidade antioxidante diferenciada entre os &cidos fendlicos e o TBHQ esté
correlacionada a sua estrutura molecular. Os acidos caféico e ferdlico possuem maior
deslocalizacdo eletronica (grupo hidroxila e ligacdo dupla em conjugacdo com &cido
carboxilico), favorecendo uma expansdo do sistema . A presenca do grupo metoxila na
posicdo meta do AF Ihe confere menor disponibilidade de hidrogénios fendlicos e a formacédo
de um radical menos estavel quando comparado ao AC (formacédo da o-quinona). A literatura
também relata que a menor capacidade antioxidante do AF esta associada a energia de

dissociacdo da ligacdo de hidrogénio®. Segundo Choe et al.®

a transferéncia de hidrogénio
para o radical peroxido é termodinamicamente mais favoravel quando a energia de
dissociacdo da ligacdo OH é baixa. Diferentemente do AF, o TBHQ forma radical o-quinona
guando este doa elétrons ao radical peroxido, assim como ocorre para 0 AC, porém a sua
baixa estabilidade térmica pode comprometer a sua atividade antioxidante®.

Ramalho e Jorge constataram as diferencas de atividade antioxidantes existentes entre
acidos fenolicos. Uma comparagdo quantitativa do comportamento cinético da inibicdo
oxidativa de alguns &cidos benzéicos quando aplicados em banha aquecida a 100 °C foi
realizada utilizando os &cidos p-hidroxibenzdico, vanilico, siringico, e 3,4-diidroxibenzdico e
acidos p-cumarico, ferulico, sinapico e cafeico. A atividade antioxidante dos compostos

estudados apresentou a seguinte ordem: acido caféico > 3,4-diidroxibenzdico > sinédpico >
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siringico > ferulico > p-cumarico > vanilico. O maior potencial antioxidante do &cido caféico
e o 3,4 dihidroxibenzdico foi atribuido a presenca das hidroxilas nas posicdes 3 e 4.2 A
literatura ratificam a maior atividade antioxidante do acido caféico em relacdo ao &cido
feralico® %,

A acdo antioxidante no controle do processo oxidativo do biodiesel tambem foi

avaliado usando as curvas isotérmicas P-DSC a 110 °C, Figura 5. Os valores de estabilidade

oxidativa confirmam a maior atividade antioxidante do 4cido caféico relatada na literatura.>%>
?® Figura 6.
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Figura 5. Curvas de P-DSC no modo isotérmico (a) tempo inicial (b) tempo 30 dias (c) tempo
60 dias (d) tempo 90 dias para as amostras de BSJ, BSC, BSF e BST.
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Figura 6. Valores de OIT obtidos pela técnica P-DSC em funcdo do tempo para as amostras
BSJ biodiesel de soja sem antioxidante, BSC com antioxidante acido caféico, BSF aditivada
com &cido fertlico e BST com TBHQ.

De acordo como os resultados obtidos pela técnica P-DSC foi possivel verificar que o
acido caféico e seus produtos sdo eficientes em atuar no processo de captura dos radicais
livres, pois nesta técnica o processo de oxidacgdo € visualizado como um pico exotérmico, o
qual indica a etapa inicial da propagacédo (R* + O, > ROQ®), Figura 5. Amostras com maior
quantidade de radicais livres favorecem as colises entre as moléculas de oxigénio e 0s
radicais, portanto é necessario um tempo de inducdo oxidativa (OIT) mais curto para observar
0 pico exotérmico. As condicBes de armazenamento do biodiesel, tais como: temperatura,
presenca de luz e metais traz como consequéncia 0 aumento de radicais livres e consumo de
antioxidante, fazendo com que amostras com maior tempo de envelhecimento tenham menor
OIT.

A estabilidade térmica dos antioxidantes foi determinada pelas curvas
termogravimetricas, Figura 7. A avaliacdo da temperatura de decomposicdo dos antioxidantes
estd também correlacionada, com a capacidade em retardar o processo oxidativo, haja vista,
que pelos métodos utilizados, uma temperatura de 110 °C foi requerida na analise. Esta
temperatura pode ocasionar a volatilizagéo e/ou decomposicao de alguns antioxidantes, como
também provocar modificacbes em suas moléculas, resultando na diminuicdo ou anulacéo de

sua atividade®.
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Figura 7. Curvas termogravimétricas dos antioxidantes a) TBHQ b) &cido ferulico c) &cido
caféico.

De acordo com as curvas termogravimétricas, os acidos AF e AC apresentaram maior
resisténcia térmica quando comparados ao TBHQ, Tabela 3. Este fato ratifica a efciéncia
antioxidantes dos mesmos, bem como, possibilita o seu uso como aditivos ao biodiesel, uma
vez que o método Rancimat é normatizado a 110 °C. J& o TBHQ apresentou temperatura de
decomposicdo em 98 °C, inferior a temperatura utilizada nas técnicas aceleradas, ocorrendo a

volatilizacdo e decomposi¢do do composto logo no inicio da analise.
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Antioxidantes TG DTA
Etapas | T iniciat (°C) | Trina (°C) | Transicdo | Processo | T (°C)
TBHQ 18 98 272 18 endo 136
28 endo 259
Acido fertlico 18 147 268 18 endo 177
28 268 407 22 endo 240
32 407 492 32 endo 348
42 492 606 42 exo 386
52 exo 471
62 exo 553
Acido caféico | 12 170 246 12 endo 222
28 246 394 28 endo 312
3 394 570 3 endo 368
48 exo 535

Os éacidos ferdlico e caféico apresentaram 4 e 3 etapas de decomposi¢do térmica com

temperatura inicial de 147 °C e 170 °C respectivamente. Os valores de decomposi¢do para

acidos fendlicos estdo acima da temperatura utilizada nos métodos acelerados, corroborando

com os dados da atividade antioxidante obtida pelos mesmos.

A temperatura mais elevada requerida para o inicio da decomposicdo dos acidos

fenolicos ratifica a eficiéncia destes como antioxidantes nos ensaios de estabilidade oxidativa.

Em contrapartida o0 TBHQ apresentou menor temperatura inicial de decomposi¢cdo que as

utilizadas nas técnicas aceleradas. A estabilidade térmica dos antioxidantes foi: acido caféico

> acido ferulico > TBHQ.

As curvas DTA apresentaram duas transicdes endotérmicas para 0 TBHQ. A primeira

transicdo foi atribuida possivelmente a fusdo, por apresentar pequena mudanca na linha de

base e a segunda atribuida a decomposi¢éo e/ou volatilizacao.
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CONCLUSAO

A estabilidade térmica dos antioxidantes apresentou a mesma sequéncia observada
para a estabilidade oxidativa, isto €, AC > AF > TBHQ. De forma que estes dois parametros
estdo diretamente relacionados & estrutura molecular dos antioxidantes.

No inicio do armazenamento os antioxidantes (&cido caféico, acido fertlico e TBHQ)
foram capazes de interferir no processo oxidativo do biodiesel de soja. O &cido caféico
manteve o valor do periodo de inducgéo superior ao determinado pelo método EN 14214 e a
Resolucdo 7/2008 da ANP durante os 90 dias de armazenamento. Diferente do &cido ferulico
e TBHQ que perderam a atividade antioxidante. De acordo com os métodos acelerados, a
ordem de estabilidade oxidativa para as amostras aditivadas no periodo de estocagem foi:
BSC > BSF > BST.
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RESUMO

Compostos fendlicos sdo relatados na literatura por sua atividade antioxidante, sendo capazes
de retardar a oxidacdo do biodiesel. Neste trabalho, &cido caféico, acido ferulico e TBHQ
foram aditivados ao biodiesel de soja e avaliados quanto a sua capacidade antioxidante por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), durante o periodo de armazenamento. Os
métodos fisico-quimicos: indice de iodo, peroxido e acidez foram também usados na
determinacdo da estabilidade a oxidacdo do biodiesel. Pela analise de HPLC a eficiéncia em
retardar o processo oxidativo foi elucidada pela diminuicdo menos significativa da
concentracdo de oleato, linoleato e linolenato de etila, quando comparada a amostra sem
aditivo (BSJ). De acordo com o indice de peroxido e HPLC, as amostras de biodieseis
apresentaram a seguinte ordem de maior resisténcia a oxida¢do: BSC > BST > BSF > BSJ,
este fato esta de acordo com a estrutura molecular dos antioxidantes estudados.

Palavras chave: biodiesel, acido caféico, acido feralico, cromatografia liquida de alta

resolucdo, estabilidade oxidativa.

1. Introducéo

O uso de biodiesel na consolidacdo do programa de energia renovavel tem causado
implicagdes de ordem econdmica, social e ambiental. O aspecto favoravel a esse tipo de
biocombustivel € relatado na literatura como baixa emissdo de poluentes CO, SOx e
hidrocarbonetos, elevado nimero de cetano, origem renovavel e biodegradavel. Em contra
partida, sua susceptibilidade a oxidacdo pode interferir sua viabilidade comercial, causando
problemas no funcionamento dos motores [1-3].

Os compostos fenolicos tém se destacado como poderoso antioxidante contra a

deterioracdo oxidativa de &cidos graxos poliinsaturados. A estrutura quimica desses

Sarah Soares Damasceno


mailto:*sarahdamasceno@gmail.com

65

compostos favorece a formacéo de radicais estaveis. Dentre eles, os acidos caféico e ferdlico,
sdo amplamente reconhecidos como antioxidantes [4-6].

Recentemente, a atividade dos antioxidantes naturais: &cido caféico (AC), &cido
feralico (AF), polifenol do cha composto por &cido oléico, oleato de epigalocatequina galato,
oleato de epicatequina, oleato de epigalocatequina e agua (LTP), polifenol do cha constituido
de epigalocatequina galato, epicatequina, epigalocatequina, gua (WTP) e sesamol (SE) foram
avaliados como aditivos antioxidantes ao biodiesel de soja. Em estudo realizado pela técnica
Rancimat, AC apresentou o melhor desempenho no intervalo de concentracdo em 500 a 1.500
ppm, enquanto que WTP mostrou atividade mais elevada a uma concentracdo de 2.000 ppm.
Para comparacdo, o efeito estabilizador de trés antioxidantes sintéticos a-tocoferol (a-T),
butilhidroxitolueno (BHT) e butilhidroxianisol (BHA) foram avaliados simultaneamente. Os
resultados mostraram que o efeito de alguns aditivos naturais (WTP, LTP, SE e CA) foram
melhores que o0s aditivos sintéticos (a-T, BHT e BHA) na estabilidade a oxidacdo do biodiesel
de soja. Uma explicagdo possivel para os diferentes efeitos, entre os antioxidantes testados foi
elaborada levando em conta sua estrutura molecular [7].

Soares et al.[8] descreveu a quimica dos &cidos fendlicos e sua utilizagdo como
antioxidantes em alimentos e em sistemas biolégicos. Em investigacdes de &cidos fenolicos
presentes em grdos de soja, farinha de soja desengordurada, concentrado e isolado protéico de
soja, quatro acidos cindmicos apresentaram significativa atividade antioxidante. S&o eles:
acido clorogénico, caféico, p-cumarico e ferulico [8].

Nesse sentido, a avaliacdo da atividade antioxidante no controle da estabilidade do
biodiesel tem sido amplamente realizada por técnicas aceleradas, para avaliar a resisténcia e o
grau de oxidacdo lipidica [3,9-11]. Entre os métodos mais utilizados, na analise de produtos
primarios e secundarios da oxidacdo tem-se: o método Rancimat [12], a calorimetria
diferencial de varredura pressurizada (PDSC) [2] e o método PetrOXY [13]. O grande
problema dessas analises ¢ a falta de correlacdo entre os diferentes parametros utilizados para
determinar o grau de oxidacao (formacéo de produtos secundarios, absorcdo de oxigénio etc.),
0s quais nédo refletem o mesmo estado de evolugdo do processo oxidativo, ou as condig¢oes
experimentais em que se efetuaram as referidas determinacdes [14].

A necessidade de investigar os processos oxidativos, através de métodos analiticos,
possui uma importancia singular no estudo da estabilidade do biodiesel durante o periodo de
armazenamento. A cromatografia é uma das principais e a mais empregada técnica de analise

quimica instrumental, para compostos organicos. A determinacdo da composicdo da amostra
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de biodiesel por cromatografia liquida de alta eficiéncia constitui vantagem em relacdo a
cromatografia gasosa, por ndo necessitar de derivatizagéo [15].

Analises fisico-quimicas tém sido também bastante utilizadas na avaliacdo da
rancidez oxidativa do biodiesel. Varios autores avaliaram a qualidade do biodiesel durante o
tempo de estocagem e investigaram as propriedades fisicas do combustivel [16-21]. Valores
de acidez, viscosidade, peroxido e densidade aumentaram com o tempo de armazenamento.
Esses resultados corroboram com os dados mencionados com Bondioli et al. [22] e Thompson
et al.[23] que estudaram a deterioracdo dos ésteres metilicos do 6leo de canola sob diferentes
condicBes de estocagem, os valores de acidez, peroxido e viscosidade aumentaram com o
tempo de armazenamento.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade a oxidacao do biodiesel
de soja, no periodo de estocagem, através da cromatografia liquida alta eficiéncia. Os indices
de peroxido, iodo e acidez foram também utilizados na medi¢do do grau a oxidagdo. Os
antioxidantes &cido caféico, acido ferulico e para efeito comparativo o antioxidante terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) foram aditivados ao biodiesel para avaliar a sua atividade antioxidante

durante o armazenamento.

2. Materiais e Métodos

2.1. Sintese do biodiesel de soja

Biodiesel de soja foi obtido a partir da reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja
comercial, na proporcao 1:6 (6leo: etanol), utilizando 1% (m/m) de KOH como catalisador.
Iniciou-se a reacdo de transesterificacdo ao adicionar a solucdo homogénia de KOH e atanol
ao Oleo de soja, com agitacdo magnética de 700 rpm a temperatura de 25 °C. Ap6s o término
da reacéo, o biodiesel foi lavado com écido cloridrico 0,5mol L™ e agua destilada previmente
aquecida, seco a vacuo a temperatura de 80 °C por 30 minutos para eliminar tragos de agua.

2.2. Antioxidantes

Acido caféico, &cido ferulico e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) foram adquiridos da

Sigma-Aldrich e aditivados ao biodiesel de soja na concentragdo de 1.000 mg kg™,
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2.3. Padroes analiticos

Os padrdes de oleato, linoleato e linolenato de etila, com grau de pureza maior que

99,8% foram adiquiridos da Sigma- Aldrich.

2.4. Estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa do biodiesel de soja foi avaliada no periodo de trés meses, as
amostras foram armazenadas em tanques de aco de carbono, com temperatura média de
26,8 °C. A avaliacdo da estabilidade oxidativa foi realizada pela cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), indice de perdxido, iodo e acidez. Os antioxidantes foram aditivados ao
biodiesel e as andlises referentes ao processo oxidativo foram realizadas mensalmente em

duplicatas.

2.4.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A determinacgéo da concentracdo do oleato linoleato e linolenato foi realizada em um
comatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) SHIMADZU, modelo HPLC 1200 SERIE,
equipado com desgaseificador a vacuo, bomba quaternéria, injetor automatico, temperatura
controlada da coluna, detector UV. A separacdo foi obtida com a coluna supelco C-18 (250 x
4,6mm, 5um particulas). O método utilizado para analise cromatografica constituiu de eluicédo
isocratica com 90% de acetonitrila, 10% de 4gua deionizada e taxa de fluxo de ImL mim™. A

temperatura da coluna foi mantida em 35 °C com comprimento de onda em 205nm.
2.4.2. Analises fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas foram avaliadas durante o periodo de estocagem pelo
indice de acidez, de acordo com o metodo NBR 11115 da ABNT [24], indice de iodo, pelo

método Cd 1-25 da AOCS [25] e indice de peroxido, conforme a metodologia Cd 8-53 da
AOCS [26].
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2.5. Preparagdo da curva analitica

Curvas analiticas foram preparadas com os padrdes analiticos nas concentracdes 2,0;
1,0; 0,75; 0,5 e 0,25 mg mL™ para o oleato e linoleato de etila, concentracdes de 0,8; 0,6; 0,4;
0,2; 0,12 mg mL™ para o linolenato de etila.

Resultados e Discussao

A tabela 1 apresenta a composigdo de ésteres de acidos graxos do biodiesel etilico de
soja, obtidos pela cromatografia gasosa, cujos principais constituintes séo oleato e linoleato de
etila. As caracteristicas dos ésteres tais como numero de hidrogénio bis-alilico e presenca de
ligacGes duplas estdo correlacionados com o processo oxidativo [27]. De acordo com o
cromatograma de HPLC, Figura 1, o oleato, linoleato e linolenato de etila estdo presentes no
biodiesel de soja, fato este que justifica sua maior susceptibilidade a oxidacao.

Tabela 1. Composicéo de ésteres de acido graxo do biodiesel de soja

Ester de 4cido graxo %
C16:0 (Palmitato) 13.8
C18:0 (Estearato) 4.7
C18:1 (Oleato) 24.6
C18:2 (Linoleato) 48.2
C18:3 (Linolenato) 7.3
C20:0 (Araquidato) 0.3
Saturado 19.0
Unsaturado 80.2
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Figura 1. Cromatograma de HPLC com os ésteres: linolenato (LnE), linoleato (LE) e oleato
(OE) de etila, presentes na mostra do biodiesel de soja.

As curvas analiticas com os padr@es de linolenato, linoleato e oleato de etila, Figura 2
foram obtidas para determinar os valores das constantes analiticas. Na Tabela 2 estdo

apresentados os valores utilizados no célculo da concentracdo dos esteres por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.
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Figura 2. Curvas analiticas dos ésteres: a) linolenato de etila b) linoleato de etila c) oleato de
etila.
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Tabela 2: VValores das Constantes Analiticas

Componente Inclinacéo Intersecao R®
Linolenato de etila 1,99 x 10" 2,56 x 10° 0,99588
Linoleato de etila 9,43 x 10° 1,37x10° 0,99046
Oleato de etila 2,37 x 10° -0,22 x 10° 0,99645

A concentracdo do oleato de etila nas amostras de BSJ, BSC, BSF e BST é
apresentada na Figura 3. De acordo com o gréfico de concentracdo versus tempo de
estocagem, a reducdo na concentracdo de oleato foi observada no periodo de 60 dias de
armazenamento para todas as amostras avaliadas, sendo este decréscimo mais pronunciado
nas amostras BSJ e BSF com reducao de 8,9 e 9,12 % respectivamente, quando comparado ao
tempo inicial de estocagem. No periodo de 90 dias a diminui¢do na concentracéo do oleato de
etila foi mais significativa para a amostra BSJ (sem aditivo). A presenca de antioxidantes nas
amostras BSC, BST e BSF retarda o processo de oxidacdo, como consequéncia, uma menor
reducdo na concentracdo do oleato foi observada, pois o0s antioxidantes podem doar
hidrogénios fendlicos, para os radicais inicialmente formados na etapa inicial da oxidagéo,
levando a regeneragdo do éster.

.7::’:::7—”:::57;v B
RS - bec
- —e0—

20 —A—BSF

—v—BST

29

28

Oleato de Etila(%)

27 4

26

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90
Tempo de armazenamento (dias)

Figura 3. Concentracdo do oleato de etila (em %) em funcdo do tempo, obtido por HPLC
para as amostras BSJ biodiesel de soja sem antioxidante, BSC biodiesel de soja aditivada com
acido caféico, BSF biodiesel de soja com o antioxidante acido feralico, BST biodiesel de soja
com TBHQ.
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A Figura 4 apresenta a mudanca na concentracdo do linoleato de etila em funcdo do
tempo. Neste grafico um comportamento semelhante ao oleato de etila foi observado, porém a
diminuicdo de linoleato é mais pronunciada, sendo esta reducéo significativa para a amostra
BSJ, cuja reducdo na concentragéo foi de 23,5% durante o periodo de estocagem. As amostras
aditivadas BSC, BSF e BST tiveram reducdo de 9,8; 10,7 e 10,4% respectivamente, no
periodo de 90 dias de armazenamento.

O maior decréscimo na concentracdo do linoleato de etila em relagdo ao oleato
corrobora com o mencionado na literatura [28]. A formacdo de radicais é facilitada pelo
aumento das insaturagdes. Segundo Fennema et al. [29] a energia de dissociacdo da ligagéo
covalente carbono-hidrogénio em uma cadeia alifatica é 98 kcal mol™. Se um &tomo de
carbono é adjacente a ligacdo dupla, a ligacdo covalente carbono-hidrogénio torna-se mais
fraca, com energia de dissociacdo de 89 kcal mol™. A medida que a energia de dissociacéo
diminui, pela presenca de ligacGes duplas, a abstracdo do hidrogénio torna-se mais facil, com
consequente oxidacdo. Sendo a forca da ligacdo do hidrogénio reagente, em reagdes com

abstracdo de hidrogénio, determinante para a taxa em que essas reagcdes ocorrem [30].

Linoleato de Etila (%)

2T T T T T T T T
0 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100

Tempo de armazenamento (dias)

Figura 4. Concentracao do linoleato de etila em funcdo do tempo, obtido por HPLC para as
amostras BSJ biodiesel de soja sem antioxidante, BSC biodiesel de soja aditivada com acido
caféico, BSF biodiesel de soja com o antioxidante &cido ferulico, BST biodiesel de soja com
TBHQ.

Os antioxidantes AC, TBHQ e AF foram capazes em retardar a oxidacao do linolenato
de etila. As analises do &cido graxo demonstraram que a adicdo 1.000 mg kg* dos

antioxidantes aumentou significativamente a estabilidade do LnE. De acordo com a Figura 5,
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20,8% de LnE foi reduzido no periodo de 90 dias de estocagem na amostra BSJ (sem aditivo),
considerando que apenas 1,5; 2,7 e 11% de LnE foram reduzidos nas amostras BSC, BST e
BSF respectivamente.

O mecanismo através do qual os &cidos graxos insaturados sdo mais susceptiveis a
oxidacdo € atribuido ao baixo nivel de energia livre [31]. Tanto o linolenato e linoleato de
etila possuem hidrogénio bis-alilico na sua estrutura, este fato favorece a doagdo de um
elétron ou proton para formar um radical estavel devido a maior deslocalizacdo eletrénica
presente na estrutura.

6,4
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6,0
5,8 1
5,6

54

5,2 1

5,0 1

Linolenato de Etila (%)

4,8

4!6 T T T T T T T T T T
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Tempo de armazenamento (dias)

Figura 5. Concentracdo do linolenato de etila em funcdo do tempo, obtido por HPLC para as
amostras BSJ biodiesel de soja sem antioxidante, BSC biodiesel de soja aditivada com éacido
caféico, BSF biodiesel de soja com o antioxidante acido fertlico, BST biodiesel de soja com
TBHQ.

A atividade dos antioxidantes em retardar o processo de oxidacao é justificada pela
doacdo de hidrogénio fendlico e sua capacidade em estabilizar o radical fenoxil gerado. A
estrutura quimica e geometria planar do &cido ferulico favorecem a maior deslocalizacdo de
elétrons em um sistema © expandido, j& o TBHQ leva a formacdo do o-quinona (radical
estavel) pela doacdo de hidrogénio. A atividade antioxidante do &cido caféico esta relacionada
aos dois fatores mencionados, ou seja, maior deslocalizacdo de elétrons e formagédo o-
quinona.

A acdo do AC e AF como aditivos ao biodiesel de soja corrobora com o estudo feito
por Luo e colaboradores [7], cuja atividade antioxidante do acido caféico foi maior que o

4cido fertlico na concentracdo de 1.000 mg kg™ , pelo método rancimat. Santos et al. [4]
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também demonstraram a maior atividade antioxidante do AC quando comparado ao TBHQ
aditivados ao biodiesel etilico de soja, pelo método Rancimat na concentracdo de 1.000 mg
kg™.

Além da técnica cromatografica, as andalises fisico-quimicas foram realizadas na
determinacdo da estabilidade a oxidacdo. Através do indice de iodo, acompanhou-se a
resisténcia & oxidacdo das amostras BSJ, BSC, BSF e BST, armazenadas no periodo total de
90 dias. O teste avalia 0 grau de insaturacdes nas cadeias dos ésteres de acidos graxos que
constituem o biodiesel.

Os resultados mostram aproximadamente o mesmo valor de indice de iodo no tempo
inicial, Figura 6. Esse fato pode ser atribuido a mesma composicdo de oleato, linoleato e
linolenato de etila para as amostras de BSJ, BSC, BSF e BST. Observou-se um decréscimo

acentuado para todas as amostras no periodo de 30 a 90 dias de armazenamento.
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Figura 6. Valores do indice de iodo para as amostras BSJ sem antioxidante (controle), BSC
aditivada com acido caféico, BSF aditivada com acido fertlico, e BST aditivada com TBHQ.

Esse comportamento foi previsivel durante o periodo de estocagem, pois ha um
rompimento das ligacfes de hidrogénio do carbono alilico e bis-alilico, que resulta as reacoes
de polimerizacéo, ciclizacdo e oxidagéo, levando a diminuicdo das insaturagdes [10].

Ressalva-se, porém, que a adigdo eletrofilica € menos eficiente em duplas conjugadas
devido a menor nucleofilicidade, esse fato pode estd correlacionado com os resultados
similares observado na amostra BSJ (sem aditivo), e amostras aditivadas BSC, BSF e BST.

Outro parametro fisico-quimico de relevancia, na avaliagdo a resisténcia a oxidagéo é

0 indice de perdxido. De acordo com a literatura [10] os valores de perdxidos tendem a
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aumentar com o tempo de estocagem, devido a formacdo de radicais instaveis, que na
presenca do oxigénio formam perdxidos e hidroperoxidos (compostos priméarios da oxidacéo).

Os valores de indice de peroxidos estdo representados na Figura 7.

meq/ kg

Tempo de armazenamento (dias)

Figura 7. Valores do indice de peroxido para as amostras BSJ sem antioxidante (controle),
BSC aditivada com acido caféico, BSF aditivada com &cido ferdlico, e BST aditivada com
TBHQ.

No tempo inicial, valores distintos de perdxidos para as amostras BSJ, BSC, BSF e
BST foram obtidos, esse fato pode estar associado a presenca de perdxidos na matéria prima
utilizada na obtencdo do biodiesel. Radicais peroxidos, inicialmente formados transferem
elétrons desemparelhados, através da abstracdo do hidrogénio de uma posicdo alilica ou um
hidroperdxido, o processo se repete indefinidamente, até que a cadeia seja interceptada, porém
a literatura afirma que este processo de transferéncia de hidrogénio é lento e seletivo [32]. Os
resultados para tempo de 30 a 60 dias de armazenamento confirmam o mencionado na
literatura, em relacdo a velocidade na etapa de propagacdo da reacdo de autoxidacdo, onde
observou valores constantes nesse intervalo de tempo para todas as amostras. No periodo final
(90 dias) as amostras BSJ, BSF e BST tiveram valores elevados de perdxidos, atribuidos ao
processo de oxidagdo, sendo o BST com comportamento intermediario em relacdo as demais
amostras. Apenas o BSC foi capaz em manter os valores de peroxidos, esse resultado é
indicativo da eficiéncia do acido caféico em retardar o processo oxidativo. O acido caféico
interfere na autoxidacdo pela doacdo de hidrogénio fendlico ao radical lipidico e/ou radical
peréxido. O radical semiquinona e quinona formado é estabilizado pela ressonancia em um
sistema completamente conjugado [33]. De acordo com o indice de peroxido, a ordem da
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eficiéncia antioxidante foi BSC > BST > BSF.

Pela analise do indice de acidez Figura 8, as amostras BSC e BSF obtiveram valores
de acidez mais elevados, em relacdo a BSJ e BST no tempo inicial. Esse comportamento pode
ser elucidado pela presenca dos acidos fenolicos adicionados ao biodiesel, como consequéncia
h& um aumento na acidez do meio. Em virtude desse comportamento, ndo podemos comparar
os resultados obtidos pelo indice de peroxido com o indice de acidez para as amostras BSC e
BSF. Porém deve-se levar em consideracdo, a menor variacdo no valor do indice de acidez
para as amostra BSC e BSF quando comparada a amostra BSJ e BST durante o processo de

estocagem, este fato pode esta associado a acdo dos antioxidantes.
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Figura 8. Valores do indice de acidez para as amostras BSJ sem antioxidante (controle), BSC
aditivada com acido caféico, BSF aditivada com acido fertlico, e BST aditivada com TBHQ.

A amostra BSJ aumentou o valor de acidez com o tempo de estocagem. Esse aumento
esta relacionado com o valor do indice de peroxido observados para Figura 7, ou seja, apés a
formacdo dos produtos primarios (peroxidos e hidroperdxidos) decorrente do processo
oxidativo, estes reagem entre si por cisdo e/ou rearranjo formando os produtos secundarios de

oxidacdo como cetonas e aldeidos que aumentam o valor da acidez do meio.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos por HPLC o processo de oxidagdo ocorre

lentamente, durante o periodo de 90 dias avaliados. Porém observou-se uma diminuicdo mais
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significativa de oleato, linoleato e linolenato de etila na amostra BSJ. Valores menos
pronunciados na reducdo da concentracdo dos ésteres nas amostras BSC BSF e BST foram
atribuidos a sua acdo antioxidante. Sendo a ordem de eficiéncia antioxidante: AC > TBHQ >
AF.

A determinacdo do indice de perdxido corroborou com os dados obtidos por HPLC,
cuja ordem de maior estabilidade a oxidacao foi BSC > BST >BSF.

A atividade antioxidante estad correlacionada no presente estudo com a estrutura
quimica dos antioxidantes. A formacdo de radicais estaveis devido a maior deslocalizacdo

eletronica e formagéo do radical o-quinona justifica a agdo dos aditivos avaliados.
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De acordo com as tecnicas aceleradas, acidos caféico, feralico e TBHQ foram capazes
de interferir no processo oxidativo do biodiesel de soja, no tempo inicial do armazenamento.
Porém, apenas o acido caféico manteve o valor do periodo de inducdo durante os 90 dias de
armazenamento, atendendo o limite permitido pelo método EN 14214 e Resolucdo 7/2008 da
ANP.

A maior eficiéncia do acido caféico em minimizar a formacéo de radicais do processo
oxidativo do biodiesel de soja esta associado a capacidade de estabilizacdo do radical fenoxila
por ressonancia e formacdo de o-quinona. Esse fato pode ser usado para explicar o0 a menor
eficiéncia do acido fertlico em manter o PI durante o periodo de armazenamento.

A ordem de maior da resisténcia térmica, AC > AF > TBQH, corrobora com os dados
de protecdo antioxidante obtido pelo método de oxidacao acelerada.

Durante o tempo de estocagem pelos métodos acelerados: Rancimat, PetroOXY e
PSDC concluiu-se que a ordem de acdo dos antioxidantes foi: BSC > BSF > BST.

O é&cido caféico atua mais eficientemente na etapa de propagacdo em que ocorre a
formacéo dos radicais peroxila e do hidroperoxido, conforme evidenciado pelos valores de Pl
obtidos pelos métodos rancimat e petroOxy.

De acordo com a técnica de HPLC o processo de oxidacdo ocorre lentamente, durante
o0 periodo de 90 dias avaliados. Sendo a ordem de eficiéncia antioxidante BSC > BST > BSF.

A determinacdo do indice de perdxido corroborou com os dados obtidos pela analise
de HPLC, cuja ordem de atividade antioxidante foi BSC > BST >BSF.

As analises fisico quimicas ndo expressaram de maneira significativa o processo de
oxidacéo do biodiesel no intervalo de tempo avaliado.

A diferenca de resultados observados entre os métodos acelerados e a andlise de
HPLC para a amostra BST é conseqiiéncia da sua baixa estabilidade térmica.

De acordo os métodos avaliados a atividade antioxidante estd correlacionada tanto a

estrutura molecular como a estabilidade térmica.
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Apéndice A. Valores de periodo de inducdo (PI) obtidos pelo método Rancimat no tempo

inicial.
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Apéndice B. Valores de periodo de inducdo (PI) obtidos pelo método Rancimat no T1 (30
dias).
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Apéndice C. Valores de periodo de inducdo (PI) obtidos pelo método Rancimat no T2 (60
dias).
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Apéndice E. Valores de periodo de inducdo (PI) obtidos pelo método PetroOXY no tempo
inicial.
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Apéndice F. Valores de periodo de indugdo (PI) obtidos pelo método PetroOXY no T1 (30
dias).
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Apéndice G. Valores de periodo de inducdo (PI) obtidos pelo método PetroOXY no T2 (60
dias).
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Apéndice H. Valores de periodo de inducdo (PI) obtidos pelo método PetroOXY no T3 (90
dias).
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Apéndice J. Valores de periodo de tempo de inducédo oxidativa (OIT) no T1 (30 dias).
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Apéndice K. Valores de periodo de tempo de inducéo oxidativa (OIT) no T2 (60 dias).
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Apéndice L. Valores de periodo de tempo de induc¢édo oxidativa (OIT) no T3 (90 dias).
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Apéndice M. Curvas ndo isotérmicas do biodiesel de soja (BSJ)
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Apéndice N. Curvas ndo isotérmicas do biodiesel de soja aditivado com &cido caféico (BSC)

Sarah Soares Damasceno



——BSF

400 r

300

200

100

Fluxo de Calor (W/g)

T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700
Temperatura (°C)

Apéndice O. Curvas ndo isotérmicas do biodiesel de soja aditivado com &cido fertlico (BSF)
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Apéndice P. Curvas ndo isotérmicas do biodiesel de soja aditivado com TBHQ (BST)
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