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RESUMO

O biodiesel de soja € um combustivel susceptivel & oxidacéo e isto se deve a sua
composicdo quimica. Para diminuir ou inibir essa oxidacdo sdo adicionados na
producdo industrial antioxidantes sintéticos. O presente trabalho buscou uma
alternativa pesquisando antioxidantes naturais utilizando para elaboracdo de seus
extratos folhas de Plinia cauliflora e cascas de Ipomoea batatas acesso de casca e
polpa roxa e cultivar Beauregard com alcoois etilico, metilico e iso-propilico em
concentragfes de 500 ppm e 1000 ppm. Os extratos foram caracterizados atraveés da
determinacao de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau, atividade antioxidante
pelo método do sequestro do radical livre DPPHe e estabilidade oxidativa acelerada
do biodiesel com aditivacéo dos extratos naturais. Em relacdo ao teor de fendis totais
o extrato com maior destaque foi o extrato metilico de Plinia cauliflora com
52,15+1,64mgAGEQ?, ja o extrato que apresentou maior atividade inibitéria do radical
livre DPPH- foi o extrato etilico de cascas de Ipomoea batatas cultivar Beauregard
com 59,36+1,70% e 8,23+0,25mgAAEg™. O melhor resultado quanto a estabilidade
oxidativa do biodiesel em presenca do extrato natural antioxidante foi o com alcool
iso-propilico de Plinia cauliflora de1000ppm apresentando um tempo de inducéao de
13,13+0,28h, resultando este acima do estipulado pela resolucao brasileira vigente.

Palavras-chave: antioxidantes naturais, biodiesel aditivado, Ipomoea batatas, Plinia
cauliflora



ABSTRACT

The soybean biodiesel is a fuel susceptible to oxidation due to its chemical
composition. To reduce or inhibit this oxidation, synthetic antioxidants are added to the
industrial production. In the present study, we propose as an alternative the use of
natural antioxidants composed by Plinia cauliflora leaves and peels of Ipomoea batatas
skin peel and purple pulp and Beauregard cultivar with ethyl, methyl and isopropyl
alcohols in 500 and 1000 ppm concentrations. The extracts were characterized by the
determination of total phenols by the Folin-Ciocalteau method, antioxidant activity by
the free radical scavenging method DPPHe and accelerated oxidative stability of
biodiesel with the addition of natural extracts. In relation to the content of total phenols,
the extract with the greatest prominence was the methyl extract of Plinia cauliflora with
52,15 + 1,64mgAGEQg, whereas the extract that showed greater inhibitory activity of
the free radical DPPHe was the ethyl extract of barks of Ipomoea batatas cultivar
Beauregard with 59,36 + 1,70% and 8,23 + 0,25mgAAEg™. The best result regarding
the oxidative stability of biodiesel in the presence of the natural antioxidant extract was
that with Plinia cauliflora 1000 ppm iso-propyl alcohol, with 13,13 + 0,28h of induction
time, resulting above the stipulated by the current Brazilian resolution.

Keywords: natural antioxidants, biodiesel with additives, Ipomoea batatas, Plinia
cauliflora
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1 INTRODUCAO

O consumo exacerbado de fontes de energias fésseis, derivadas do petrdleo,
que podem ser consideradas finitas tem sido de grande preocupagdo em nivel
mundial. Buscando atenuar o alto consumo desta fonte de energia e, a0 mesmo tempo
conscientizar sobre o seu uso racional, aliada a necessidade de preservacédo de
ecossistemas, outras fontes de energia sustentaveis estdo sendo estudadas e
implantadas.

No contexto de se amenizar os danos causados pelo consumo de energias
finitas, mostrar e idealizar alternativas de energias viaveis e de origens renovaveis se
faz necessério.

O Brasil possui uma base institucional, capacidade legal e conhecimento
técnico para uma maior participacdo do biodiesel na matriz energética, e a mistura
biodiesel/diesel vem respondendo bem aos novos percentuais estipulados pela
Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), o que torna o
combustivel mais promissor no mercado internacional (VIDAL, 2019).

A ANP estipulou que a partir de marco de 2020 o percentual de biodiesel
adicionado ao diesel fossil fosse de 12% (ANP, 2020). Sendo primordial alinhar sua
qualidade as normas internacionais, este biodiesel deve seguir certos parametros
fisico-quimicos especificos como: viscosidade, aspecto, densidade, estabilidade
oxidativa, entre outros.

Desta forma, no presente trabalho foi estudada a acdo no tempo de oxidacéo
do biodiesel de soja, na presenca de aditivos de extratos naturais de folhas de Plinia
cauliflora e, de cascas de acesso de Batata-doce de casca e polpa roxa e, de cascas
de Ipomoea batatas cultivar Beauregard. Estes extratos sdo ricos em substancias
antioxidantes como: antocianinas, carotenoides, compostos fendlicos, flavondides
entre outros (MATEUS et al. 2017; SOUZA-MOREIRA et al., 2018; NACZK, SHAHIDI;
2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade oxidativa do biodiesel de soja com aditivos a base de
extratos naturais de folhas de Plinia cauliflora, de cascas de acesso de batata-doce

de casca e polpa roxa e Ipomoea batatas cultivar Beauregard.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos vegetais em diferentes solventes e concentragoes.

e Determinar fenais totais e atividade antioxidante dos extratos obtidos.

e Determinar o tempo de indugéo do biodiesel de soja produzido e aditivado com os
extratos obtidos.



15

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIODIESEL

O biodiesel pode ser definido como um combustivel biodegradavel, gerado
através de processos quimicos, e produzido a partir de fontes renovaveis como
gorduras vegetais e animais (NASCIMENTO et al.; 2020).

3.2 MATERIAS-PRIMAS PARA PRODUCAO DE BIODIESEL

Segundo a ANP, (ANP 2020) existem no Brasil 51 plantas autorizadas para
produzir biodiesel, com uma capacidade total de 25918,26 m? dia*.

A figura 1 apresenta um grafico de distribuicdo das principais matérias-primas
utilizadas para a producéo do biodiesel no Brasil segundo fontes da ANP (ANP 2020).

Figura 1- Principais matérias-primas para produc¢édo de biodiesel no Brasil
FEVEREIRO /2020

= Gordura bovina 10,99%

« Outras matériais graxos
11.78%
= Gordura de porco 2,10%

OQutras matérias-
primas 6,28%

= Oleo de soja
68.85%

Fonte: ANP, 2020

Observa-se, pela figura 1, que o 6leo de soja € ainda a principal matéria-prima
utilizada para a producéo de biodiesel no Brasil e isto se deve, principalmente, ao fato
de que a cultura dessa leguminosa € tecnologicamente bem estabelecida (ANP,
2020).

A soja (Glycine max L.) é uma das leguminosas mais importantes do mundo,
sendo usada tanto para alimentagdo humana como para alimentacéo animal, pelo seu
conteudo nutricional (STAJKOVIC-SRBINOVI et al.; 2020). Segundo Du e
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colaboradores (2020) a soja contém em média 20% de 6leo, 40% de proteina e 30%
de carboidratos, sendo utilizada principalmente para Oleo de cozinha, gerando
subprodutos.

A tabela 1 apresenta a composicdo de 4cidos graxos presentes em algumas

espécies vegetais utilizadas para producédo de biodiesel.

Tabela 1 — Composi¢ado (% m/m) em acidos graxos de espécies vegetais

Acidos graxos Soja Milho | Girassol | Algoddo | Palma | Canola
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ac.Miristico C14:0 - - 0,08 0,80 1,10 -
Ac.Palmitico C16:0 99-12,2 14,03 8,36 20,13 44,00 4,0
Ac.Esteérico C18:0 3-54 3,33 5,03 3,10 4,50 2,0
Ac.Araquidico C20:0 0,2-0,5 1,00 0,43 0,20 - -
Total saturados 13,1-18,1 18,36 13,90 24,23 49,90 6,00
Ac.Oleico C18:1 17,7-26 35,08 27,65 22,86 39,20 62,0
Ac.Linoleico C18:2 49,7-56,9 44,40 56,30 50,16 10,10 20,0
Ac.Linolénico C18:3 5,5-9,5 1,96 2,06 1,32 0,40 9,0
Total de 72,9-92,4 81,64 86,10 75,77 49,70 94,00
insaturados

Fonte: (adaptado de FONSECA, GUTIERREZ, 1974; ARANSIOLA et al., 2014)

Observa-se natabela 1 as diferencas percentuais das composi¢cfes em acidos
graxos. Este tipo de informacéao se torna importante pois, dessas diferencas estruturas
vai depender a qualidade do biodiesel. Assim sendo, pode-se dizer qual matéria-prima
sera mais conveniente levando sempre em conta que, quanto maior o numero de
insaturacbes presentes mais susceptivel a degradacdo por oxidagdo serd o

biocombustivel.

3.3 PRODUCAO DO BIODIESEL

Em 2003, iniciaram-se os primeiros estudos para a criagcao de uma politica do
biodiesel no Brasil e, 0 governo lancou o Programa Nacional de Producéo e Uso do
Biodiesel (PNPB) no ano seguinte. O objetivo inicial foi introduzir o biodiesel na matriz
energética brasileira, tendo como foco principal a inclusdo social e o desenvolvimento
regional. Como consequéncia deste plano surgiram as principais regulamentacoes

para a utilizacdo do biocombustivel. A mistura de biodiesel ao diesel féssi foi
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implantada pelo artigo 2° da Lei n® 11.097/2005, onde teve seu inicio em 2004 e em
2008, entrou em vigor a mistura obrigatoria de 2% (B2), implantada por lei em todo o
territério nacional. Com o crescimento das pesquisas e perspectivas do mercado
interno brasileiro, esse percentual foi aumentando até atingir 5% (B5) 2010 e
posteriormente 12% a partir de marco de 2020. (ANP, 2020).

O biodiesel na maioria das usinas brasileiras € preparado pela
transesterificacdo de 6leo vegetal e gordura animal, com um &alcool, geralmente
metanol e, um catalisador basico homogéneo, o hidroxido de sédio ou alcoxido de
sédio. Este processo tem sido largamente utilizado, pois € rapido e com rendimento
elevado em comparacdo aos demais processos e além disso, € menos corrosivo em
comparacao a catalise acida (COSTA, 2011; MEHER; SAGAR; NAIK; 2004).

Os produtos da reacgéo de transesterificagcéo (figura 2), sdo principalmente a

mistura de ésteres metilicos de acidos graxos e a glicerina.

Figura 2 — Reacéo de transesterificagdo de triglicerideos

H
ﬁ R I \ /R,
H—|——0" ‘o\"" : Hy,C——O H— OH
> _ /JJ\ Ry
H— _O,/.O N2 catalisador y.c—0” ™~ o on
o
/U\ _R3 + 3CH,OH " u\ e o
H——0" ~ HC—0~ H——|——0H
H H
Ml Biodiesel Glicerina

Triacilglicerideos

Onde Ri1, R2 e Rs representam as cadeias carbbnicas correspondentes as
estruturas dos &cidos graxos provenientes da matéria-prima (LOBO; FERREIRA;
CRUZ; 2009).

A composicdo, em acidos graxos, do 6leo de soja Ilhe confere ao biodiesel
uma série de propriedades fisico-quimicas que sado intrinsecas das cadeias
carbonicas. Estas propriedades vao desde a viscosidade, a massa especifica, ponto
de fulgor, ponto de entupimento a frio, teor de ésteres e a estabilidade oxidativa entre
outras (LOBO; FERREIRA; CRUZ; 2009).

A Resolucdo ANP N° 45, DE 25.8.2014, aborda as obriga¢des quanto ao
controle da qualidade a serem atendidas para a comercializacéo do biodiesel em todo

o territorio nacional. Para ser comercializado o biodiesel deve possuir um Certificado


http://nxt.anp.gov.br/NXT/gateway.dll/leg%2Fleis%2F2005%2Flei%2011.097%20-%202005.xml
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de Qualidade de amostra representativa, cujos resultados deverao atender aos limites
estabelecidos da especificacdo constante no Regulamento Técnico ANP. O
regulamento técnico estabelece que as especificacdes para o biodiesel devem ser
determinadas seguindo os métodos de ensaio estabelecidos pelas ABNT, Métodos
ASTM (American Society of Testing and Materials) e Métodos EN/ISO do Comité
Européen de Normalisation - CEN, os quais podem ser divididos em dois grupos. Um
grupo contém parametros gerais, utilizados para combustiveis no geral, e o0 outro
grupo descreve especialmente da composi¢cdo quimica e pureza dos alquil éster de
acidos graxos (MITTELBACH, 1996).

Dentre estes parametros, a estabilidade oxidativa do biodiesel refere-se ao
comportamento do biocombustivel no que tange a durabilidade na presenca de luz,
calor, umidade e outros fatores envolvidos no transporte e estocagem do

biocombustivel a matéria-prima (ANP, 2020).

3.4 DEGRADACAO OXIDATIVA

A presencga de insaturagdes relaciona-se diretamente com a estabilidade
oxidativa do biodiesel, uma vez que a oxidacdo autoxidacdo ou perodixacdo s&o
reacdes que ocorrem nas insaturacfes pelos hidrogénios alilicos ou bis-alilicos das
mesmas. Knothe e Dunn (2003).

A reacao espontanea do oxigénio atmosférico com os lipidios, autoxidacao, €
0 processo mais comum que leva a deterioracdo oxidativa. De acordo com a teoria
existente para este fenOmeno, ocorre uma reacdo em cadeia da peroxidacdo, a
autooxidacédo do biodiesel, ocorre por um conjunto de rea¢des categorizadas como
iniciacdo, propagacdo e terminacdo (DEL RE; JORGE; 2012; KUMAR, 2017; JAIN;
SHARMA,;2011; RAMALHO; JORGE; 2006; RIZWANUL; WAKIL et al. 2014; YAAKOB
et. al. 2014; ZULETA et al. 2012). A figura 3 mostra o esquema de uma proposta de
mecanismo de peroxidacao, utilizando como exemplo uma cadeia de &cido graxo com

insaturacoes alternadas.
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Figura 3 - Esquema de um mecanismo de peroxidacdo em um hidrogénio bis-alilico
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Fonte: Rizwanul Fattah et al (2014)

Na etapa de iniciacdo do menanismo, ocorre a quebra homolitica da ligacao
C-H pela acdo de um agente nucleofilico (X). Os hidrogénios alilicos ou bis-alilicos
sd0 0s mais sucetiveis para o ataque uma vez que o radical alilico ou bis-alilico
formado é estabilizado por ressonancia com as insaturacdes adjacentes. Esse radical
livre propicia uma reacdo em cadeia continuando assim a reacéo de oxidacao (SWRI,
2005).

A préxima etapa é a propagacdo, em que este radical formado reage com
oxigénio presente no meio formando um radical peroxil (LOO"). Este tende a reagir
com outro acido graxo, no mesmo hidrogénio, formando um equivalente L- e um

hidroperoxido (LOOH), dando continuidade a reacéo.

Esta espécie LOOH é a responsavel pela formacdo dos subprodutos da
oxidacdo, tanto compostos organicos volateis quanto polimeros de acidos graxos,

causando mudancas nas propriedades do material (YANG et al.; 2017).

A Ultima etapa da reacao radicalar € a terminac&o, um caminho alternativo em
gue o LOO invés de reagir com outro equivalente de acido graxo, reage com outro
componente resultando em um produto ndo-radicalar ou de certa estabilidade. Dentre
0S possiveis compostos para tal reacdo, esta outro radical (R) ou um antioxidante
(AH) (RIZWANUL FATTAH et al.; 2014).

Comumente, a terminacao ocorrera com o auxilio de um AH, resultando assim

em um hidroperéxido e um radical estavel (A°). A probabilidade de que a terminacao
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ocorra com a interacéo entre dois radicais é pequena, proporcional a concentracdo de
R: no meio (RIZWANUL FATTAH et al.; 2014).

Buscando se evitar perdas de qualidade dos biocombustiveis, formacéo de
compostos indesejados e a nao conformidade para comercializacdo, varios meios de
controle séo utilizados para se retardar e buscar estabilizar a degradacéo oxidativa do
biocombustivel, como: luz, alta temperatura, oxigénio, armazenamento e tempo de
estocagem (IBSCH et al.; 2020).

A vulnerabilidade do biodiesel a oxidacdo néo condiz apenas com 0 processo
de producado, mas também ao armazenamento e ao transporte (ZHOU; XIONG,; LIU;
2017).

Essa degradacdo oxidativa se d& principalmente quando estdo presentes
estruturas de acidos oléico (C18:1), linoléico (C18:2) e linolénico (18:3) (ROBEY;
SHERMER; 1994).

A sensibilidade do biodiesel a luz faz com que ele esteja sujeito a foto-
oxidacdo, a qual € um mecanismo que envolve a adi¢do direta do oxigénio singlete
(!02) aos acidos graxos insaturados. Este oxigénio reage com as duplas ligacdes
presentes no 6leo, resultando em hidroperéxidos conjugados ou ndo. A forma mais
importante de geracdo desse oxigénio € através de fotossenbilizadores presentes no
6leo, como a clorofila e compostos heme contendo ferro. Os fotossenbilizadores
absorvem energia e transportam ela para o préximo oxigénio triplete (30z2), isso o torna
1500 vezes mais reativo na forma singlete (FERRARI; SOUZA; 2009).

Segundo Ramalho e Jorge (2006) a estabilidade do biodiesel também esta
sujeita a oxidacdo enziméatica, onde as enzimas lipo-oxigenases catalisam o oxigénio
aos acidos graxos, formando peroxidos e hidroperéxidos com duplas ligacdes
conjugadas, esses compostos aceleram a degradacédo do combustivel.

A estabilidade oxidativa pode ser determinada utilizando o equipamento
Rancimat. A estabilidade oxidativa do biodiesel € determinada de acordo com a norma
europeia EN 14214 promovendo uma oxidacao acelerada na temperatura de 110 °C.
A figura 4 mostra um esquema do aparelho de determinacao da estabilidade oxidativa

Rancimat.
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Figura 4 — Representacdo esquematica do funcionamento do Rancimat

Siztema de
— Aguecimento

Fonte: Metrohm Information Issue (2007).

A amostra de biodiesel, mistura ésteres metilicos de acidos graxos (FAMES), é
transformada pela oxidacdo priméaria em hidroperoxidos que, quando completamente
decompostos resultam nos produtos de oxidacdo secundéaria. Como resultado do
processo de oxidacdo, ocorre uma liberacdo de gases juntamente com o ar, que é
entdo direcionado para um recipiente contendo agua deionizada. Este recipiente
possui um condutivimetro, o qual afere a condutividade da amostra versus o tempo
(YAAKOB et al.; 2014). A medicdo continua da condutividade institui uma curva de
oxidagdo, na qual o ponto de inflexdo dessa curva € conhecido como periodo de
inducao, que vem a ser tempo até o aumento subito na condutividade. Ap6s o periodo
de inducéo, a taxa de oxidacéo, indice de perdxido, absorcdo de oxigénio e formacéao
de compostos volateis, todos rapidamente aumentaram (CARVALHO et al.; 2013).
Quanto maior for o periodo de inducdo, maior sera a estabilidade a oxidacao (ZHOU,;
XIONG; LIU; 2017).

N&do se pode reverter ou evitar completamente a reacdo de oxidacdo do
biodiesel, porém é possivel utilizar compostos inibidores dos produtos oxidativos,
esses aditivos inibidores sdo conhecidos como antioxidantes (SUPRIYONO et al,;
2015).

3.5 ANTIOXIDANTES

Para Carocho, Morales e Ferreira (2017) antioxidantes sao substancias que

em pequenas concentracdes comparados ao substrato oxidavel atrasa ou impede a
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oxidacao desse substrato, isso acontece por alguns fatores: 1 — sequestro de radicais
livres do meio, 2- quelacao de ions metalicos, 3 — inibicdo de enzimas produtoras de
radicais livres, 4 — ativacao de enzimas antioxidantes enddgenas, 5 — prevencéo de
oxidacg&o lipidica, 6 — prevencdo de danos no DNA, 7 — prevencdo da modificacdo
proteica e destruicao de acgucares.

Quanto a origem dos antioxidantes segundo Andreo e Jorge (2006), podem
ser sintéticos ou naturais, mas para serem considerados antioxidantes naturais sao
extraidos de fontes enzimaticas, vitaminicas ou compostos fendlicos (BOROSKI et al.;
2015).

Para Ramalho e Jorge (2006), existem os antioxidantes sinergistas que sao
considerados aqueles com pouco poder antioxidante necessitando assim se combinar
com outro antioxidante para aumentar seu poder. Existem também os antioxidantes
bioldgicos, que sdo enzimas que removem 0 Oxigénio ou compostos muito reativos
nos alimentos. Dentre algumas destas enzimas estdo a glucose, oxidase e catalases.

Segundo Bailey (1996), existem o0s agentes quelantes que sao os
sequestradores pois possuem um de par de elétrons ndo compartilhados em sua
estrutura complexam ions metdlicos, que entdo catalisam a oxidacao lipidica. Ja
mistos sdo compostos antioxidantes a partir de plantas e animais, dentre estes estao
as proteinas hidrolisadas, flavonoides e derivados do acido caféico.

Alguns antioxidantes interagem com as espécies radicalares e durante a
reacdo e nao sao de fontes enzimaticas e nem possuem essa funcao, dentre estes
antioxidantes se encontram os antioxidantes naturais e os antioxidantes sintéticos
(MOREIRA e MACINI-FILHO; 2004).

3.5.1 Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos sdo muito empregados como aditivos nas
industrias, porém severas restricbes estdo sendo encontradas quanto a sua
seguridade, chegando a ser controlado em varios paises. Devido a esses fatos
alternativas para seu uso estdo sendo pesquisadas cada vez mais (IBSCH et al.;
2020).

Na industria de biodiesel os antioxidantes sintéticos sdo escolhidos mesmo

sendo de origem féssil, a figura 5 mostra a os principais sintéticos utilizados na
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industria devido a eficiéncia apresentada na estabilidade oxidativa e de
armazenamento (DUNN, 2008).

Figura 5 — Formula estrutural de alguns antioxidantes sintéticos

e HO
(H3C)5C C(CH3)3 C(CH4)5
Hats HO
BHT TBHQ

Fonte: RAMALHO; JORGE; 2006

Entre os principais antioxidantes utilizados na industria estao; 2,6 di-terc-Butil-
hidroxitolueno (BHT), terc-Butil-hidroxianisol (BHA), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e
galato de propila (PrG), (GALVAN et al., 2014; SUPRIYONO et al., 2015; YANG et al.,
2017). Estes evitam que a reacdo de oxidacdo prejudique a qualidade quanto a

viscosidade, acidez e indice de peroxidacao do biobidesel (DUNN, 2008).

3.5.2 Antioxidantes naturais

Antioxidantes naturais sdo vastamente encontrados no reino vegetal, em
plantas e frutos em geral e, poder antioxidante é atribuido a diversidade de compostos
guimicos, como por exemplo, fendlicos ou poli fendlicos, carotendides, tocoferdis e
tocotriendis, que se encontram neles (WETTASIGNGHE e SHAHIDI; 1999).

Antioxidantes naturais estdo sendo utilizados em varias linhas industriais,
desde a farmacoldgica e estética (RAMALHO; JORGE; 2006).

3.6 COMPOSTOS FENOLICOS

O hidroxi-benzenos ou fendis fazem parte de estruturas simples ou complexas
de metabdlitos secundarios de alguns géneros de plantas, sendo estes importantes
para sua defesa principalmente. Em frutos sédo responsaveis muitas vezes pelas
cores, aromas, estabilidade oxidativa, e até pela adstringéncia como é o caso dos
taninos (compostos principalmente de polifendis) (NACZK; SHAHIDI; 2004). Os
compostos fenolicos e polifendlicos podem ser divididos de acordo com suas

caracteristicas estruturais responsaveis pelas atividades antioxidantes. A quantidade
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de anéis aromaticos interfere diretamente na atividade antioxidante do composto,
principalmente o nimero e a posi¢ao das hidroxilas ligadas ao anel, distancia entre
hidroxila e grupamentos carbonilas presentes (ZHANG; TSAO; 2016).

Os compostos fendlicos se dividem em categorias dependendo de como sao

encontrados na natureza. A tabela 2 mostra classes de compostos fendlicos presentes

em plantas
Tabela 2 — Classe dos compostos fendlicos em plantas
Classe Numero de carbonos do composto fenélico
Fendlicos simples, benzoquinonas Ce
Acidos hidroxibenzoicos Cs-C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos Ce-C2
Acidos hidroxicinamicos, Cs-C3
fenilpropandides
Nafitoquinonas C6-C4
Xantonas Ces-C1-Cs
Estilbenos, antoquinonas Ces-C2-Cs
Flavonoides, isoflavondides Ce-C3-Cs
Lignanas, neolignanas (Cs-C3)2
Biflavonéides (Cs-C3-Co)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (Cs-C3-Co)n

Fonte: Angelo; Jorge; 2007

Segundo Angelo e Jorge, 2007, os acidos fendlicos possuem propriedades
antioxidantes, contendo na estrutura quimica basicamente dois grupos (R1 e R2), estes
derivados do &cido hidroxibenzoico p-hidroxibenzoico (Ri=R2=H), protocatecuico
(R1=0OH e R2=H), vanilico ( R1=OCHs), siringico (R1=R2=0OCHzs). Também podem ser
encontrados como antioxidantes os derivados do acido e hidroxicinamico (o acido p-
cumarico onde Ri=R2=H, caféico onde Ri1=OH e R2=H, ferulico onde Ri=OCHs e

R2=H), as estruturas mencionadas sdo mostradas nas figuras 6 e 7.

Figura 6— estrutura quimica do 4cido Figura 7 — estrutura quimica do &cido
hidroxibenzdico hidroxicindmico
OH OH

R; COOH R; COOH
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Segundo Pereira et al. (2009), os compostos fendlicos atuam doando atomos
de hidrogénio as espécies reativas de oxigénio / nitrogénio, compostos metalicos,
compostos envolvidos na geracdo de radicais livres inibindo algumas enzimas
envolvidas na producéo de radicais livres.

A estabilidade dos fendis esta relacionada ao seu pH, temperatura, exposi¢ao
a luz, e a perda desses compostos acarreta na perda de coloracdo e de sua
capacidade antioxidante (INADA et al.; 2017).

Os tocoferdis sdo encontrados em sementes oleaginosas e folhas, que tem
poder antioxidantes e vitamina E, sdo compostos monofendlicos, agrupados em duas
séries com compostos que apresentam estrutura quimica parecida, os tocois e
tocotriendis. Os tocois apresentam cadeia saturada ligada ao anel e sdo chamados
de tocoferais, ja os toctriendis apresentam cadeia insaturada ligada ao anel aromatico,
dentre estes o que apresenta melhor atividade antioxidante e quantidade de vitamina
E é o a-tocoferol (ANGELO; JORGE; 2007).

Os taninos sdo compostos fendlicos especifico, pois podem se combinar com
proteinas e outros polimeros, como o0s polissacarideos. S&o polifendlicos
hidrossoluveis com uma quimica complexa, estdo presentes nos frutos verdes e
desaparecem ao longo da maturacdo. Sao classificados em dois grupos: os taninos
hidrolisaveis (aqueles derivados dos &cidos galico e elagico) e os taninos
condensados (leucoantocianidinas) (RIBEIRO; SERAVALLI; 2004).

Os flavondides podem ser glicosilados ou ndo e, sao amplamente
encontrados em vegetais, frutos e sementes. Sao compostos com 15 carbonos
distribuidos entre dois anéis benzénicos e um hetrociclo, A e B e C respectivamente,
sua estrutura basica pode ser observada na figura 8 (RIBEIRO; SARAVALLI; 2004).

Figura 8 — estrutura basica dos flavonoides
O
C
P

Quando o anel heterociclico muda a substituicdo, tem-se diversas classes de
compostos fendlicos como: flavonas, flavanonas, flavonoides, catequinas e

antocianinas entre outras. Por sua vez os anéis A e B também podem apresentar
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diversas substituicbes ampliando assim o leque de antioxidantes possiveis (RIBEIRO;
SARAVALLLI; 2004).

Segundo Ribeiro e Saravalli (2004) as antocianinas estao presentes em quase
todas as plantas superiores e sao pigmentos dominantes em muitas flores, frutas,
variando a coloracdo entre vermelho intenso ao violeta e azul. Quimicamente séo
glicosidios das antocianidinas, as quais consistem nas agliconas das antocianinas, a
estrutura basica das antocianidinas consiste no nucleo flavilium (2-fenilbenzopirilium).

A figura 9 e a figura 10 mostram as estruturas basica para o ion flavilium e

para antocianinas respectivamente.

Figura 10— estrutura quimica da

Figura 9 — estrutura quimica do o
antocianidina

nucleo flavilium

R
OH
8 = |
! H(JWO“‘ = R2
B "
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A diferenca entre as antocinaninas sao devido a alguns fatores como: numero
de grupos hidroxila esterificados na molécula, grau de metoxilacdo desse grupos,
natureza, nimero e posicao da glicosilacéo, natureza e niumero de acidos alifaticos e
aromaticos ligados aos residuos glicosideos (RIBEIRO; SERAVALLLI; 2004).

Como nas antocianinas podem ocorrer diversas substituicdes com acidos e
carboidratos em varias posi¢cfes, seu numero € quinze a vinte vezes maior que o de
antocianidinas (RIBEIRO; SARAVALLLI; 2004). As principais antocianinas encontradas

na natureza sao listadas na tabela 3 abaixo, onde R3=H e Ra=H:

Tabela 3 — Principais antocianinas encontradas na natureza

Antocianina R1 R> Ocorréncia (exemplos)

Pelargonidina H H Morango, amora
Cianidina OH H Jabuticaba
Delfinidina OH OH Berinjela
Malvidina OCHs OCHs Uvas
Peonidina OCHs H Cereja, uva

Fonte: TIMBERLAKE, 1980 apud RIBEIRO; SARAVALLI; 2004.
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Os carotendides sdo compostos isoprendides derivados da familia dos
tetraterpenos, apresentam em sua estrutura quimica quarenta carbonos juntos a oito
isoprenos, sédo classificados como: carotenos (Bcarotenos e licopeno) e xantofilas
(zeaxantina, cantaxantina, espiriloxantina, torularodin e violaxnatina). Apresentam
coloracao variando do amarelo ao vermelho alaranjado e séo sintetizados por plantas,
animais e micro-organismos (SILVA, et al.; 2020).

Os carotendides apresentam propriedades antioxidantes, reagem com o
oxigénio “singlet”, protegendo as células do radicais livres. Varios estudos indicam
gue os carotendides previnem doencas como cancer, catarata, arteriosclerose e
retardo do processo de envelhecimento (RIBEIRO; SARAVALLI; 2004).

3.7 PLINIA CAULIFLORA (JABUTICABEIRA)

Plinia cauliflora € o nome cientifico da jabuticabeira (fotografia 1), pertencente
a familia das Myrtaceae, pode ser encontrada em florestas abertas no Paraguai e
Argentina, seu cultivo também e realizado na América do Norte (Flérida — Estados
Unidos da América) e América Central. No Brasil € encontrada no sul, centro-oeste,
sudeste e nordeste (GASPAROTTO JUNIOR; SOUZA; LIVERO; 2019).

Fotografia 1 — Jabuticabeira

Fonte: a autora
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A arvore tem formato de cupula e pode crescer até altura de 12 metros, as
folhas séo lisas em formato oval, variando entre 2 e 8 centimetros de comprimento.
As flores e os frutos crescem sozinhas ou em cachos nos galhos e tronco da arvore,
as flores se caracterizam pela colora¢do branca com quatro pétalas, seus frutos séo
brilhantes, em formato arredondado com coloracéo de casca variando entre o marrom-
arroxeado. O fruto contém de uma a quatro sementes, com polpa saborosa e
coloracdo branca-rosa (BRITANNICA ACADEMIC, 2016).

A jabuticabeira tem um periodo de jovialidade das mudas de 10 a 20 anos,
sendo considerada uma das mais longas, algumas se suas sementes sao
poliembrionarias (possuem mais de um embrido por semente), 0 que caracteriza que
sua formagédo por apomixia (sem formacao de embrides para fertilizagdo) pode gerar
clones da planta mae, o que seria benéfico pelo fato de ndo gerar heterogeneidade
genética (SILVA et al.; 2019).

Pesquisas envolvendo a Plinia cauliflora vem sendo realizadas pela sua
capacidade de possuir caracteristicas organolépticas promissoras para a industria de
alimentos. Também a induastria farmacéutica estd4 propiciando maiores pesquisas
utilizando folhas da jabuticabeira pois as suas folhas apresentaram caracteristicas
nutracéuticas. Alguns dados dos componentes fitoquimicos encontrados em partes da
Plinia cauliflora sdo apresentadas na tabela 4 (GASPAROTTO JUNIOR; SOUZA;
LIVERO; 2019).

Tabela 4 — Resumo das substancias mais comumente encontradas na Plinia cauliflora

Extratos Compostos Maior concentracao (%)
Frutos frescos Vitaminas Acido ascorbico (0,24%)
Extrato metandlico dos frutos Antocianinas Cianidina-3-O-glucosideo (0.43%)
Delfinidina-3-O-glucosideo (0.81%)
Cascas do fruto Antocianinas Cianidina-3-O-glucosideo (1,26%)
Delfinidina-3-O-glucosideo (0,27%)
Flavonéides Rutina (0.25%)
Taninos Acido elagico (0,18%)
Acido galico (0,12%)
Oleo essencial das folhas Terpendides Espatulenol (27%)
Oxido de cariofileno (21%)
Sementes Elagitanino Castalagina (2,55%)
Pedunculagina (0,45%)

Vescalagina (2,81%)

Fonte: GASPAROTTO JUNIOR; SOUZA; LIVERO; 2019
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Em seu trabalho Oliveira e colaboradores (2011) utilizaram folhas de Plinia
cauliflora para preparacdo de seus extratos etanodlico a 70% (v/v) e aquoso com
acetato de etila e realizaram uma andlise farmacognostica em Cromatografia em
camada fina para conhecimentos dos compostos presentes nos extratos. O extrato
etandlico apresentou terpenos, flavonoides e taninos, esse mesmo extrato apresentou
70% de conteudo fendlico. No extrato aquoso de acetato de etila foram observados
principalmente taninos, mas também terpenos e flavonadides.

Em seu trabalho Souza-Moreira et al. (2008), analisaram a composicao
quimica as folhas de jabuticabeira, assim como a atividade antioxidante, quantidade
de fendis totais e flavonoides totais. Os resultados encontrados foram de grande teor
de fendis totais e flavondides, também alto teor de atividade antioxidante juntamente
com a microbiana.

Partindo de resultados de suas pesquisas Souza-Moreira et al. (2018)
estudaram os flavondides, quercetina glicolisada e mericetina presentes nas folhas de
Plinia cauliflora utilizando estes flavondides como antifungico, foi utilizado o extrato
70% de etanol. Em ensaios de citoxicidade caracterizaram os flavondides presentes
nos extratos das folhas e suas estruturas quimicas sdo demonstradas nas figuras 11,
12,13 e 14.

Figura 12 - quercetina-3-O-B-

Figura 11 - uercetina-3-O-B- . L
g q B galactopiranésido

glucopiranésido
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Figura 13 - miricetina-3-O-B- Figura 14 - miricetina-3-O-B-alopirandsido
galactopiranésido

oH OH

As folhas e as cascas de Plinia cauliflora ja sdo conhecidas por comunidades
ribeirinhas no estado da Bahia como benéficas e séo utilizadas como infusdo para
tratar hemorragias pélpivas, feridas uterinas e sintomas ndo pertinentes ao ciclo
menstrual (SOUZA-MOREIRA et al.; 2018; PAIVA et al.; 2017).

3.8 IPOMOEA BATATAS (BATATA-DOCE)

Ipomoea batatas € o nome cientifico para a batata-doce, planta nativa da
América tropical. Suas hastes sao longas e rastejantes, com folhas de I6bulos ou sem
l6bulos variando a forma (PETRUZZELLO, 2016).

A batata-doce (Ipomoea batatas Lam.) € considerada a sexta maior colheita
consumida no mundo, ficando atras do arroz, trigo, batata, milho e mandioca. Podem
ser encontradas uma ampla variedade de cores de cascas e polpas, de branco a
amarelo-laranja e roxo (CIP, 2019).

Segundo as descricbes da FAO (2017), o Brasil € o 16° maior produtor de
batata-doce do mundo. Pela facilidade de seu cultivo e pelo fato da grande extenséo
territorial brasileira para essas culturas, a batata-doce torna-se de grande importancia
alimentar e industrial.

A batata-doce € uma raiz, rica em diversos nutrientes com grande presencga
de amido, podendo ser utilizada para alimentacdo humana e também animal (Silva
Junior et al.; 2020), sendo considerada uma fonte de vitaminas B, C e E, contendo

niveis moderados de zinco e ferro (CIP, 2019).
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A parte comestivel é a raiz tuberosa grande, sendo seu formato de oval
oblongo a pontiagudo, no Japdo a batata-doce é seca e utilizada para fabricacédo de
alcool (PETRUZZELLO, 2016).

No Brasil essa cultura apresenta grande valor na socioeconomia, sendo
cultivada principalmente no Nordeste de Sul, pela sua rusticidade no plantio pode ser
boa alternativa de renda ao agricultor familiar (SILVA JUNIOR et al.; 2020).

A industria de alimentos e bebidas nos ultimos 15 anos tem se interessado
por matérias-primas como batata-doce, pelo seu percentual de amido e agucares,
muitas pesquisas estdo sendo feitas quanto a caracterizagdo, producéo e utilizacéao
destes amidos e acucares, sabendo-se que na batata-doce isto representa de 80-90%
da matéria seca (ZHU; WANG; 2014).

Como grande produtor de commodities agricolas e animais, o Brasil também
tem grande quantidade de residuos e dejetos que podem ser utilizados como matéria-
prima crucial para a bioeconomia circular. Assim, biorrefinarias de residuos
alimentares estéo se tornando viavel economicamente, uma dessas matérias-primas
que vem sendo utilizada é a batata-doce para producdo de etanol, sendo utilizadas
batatas-doces bem maturadas para essa producao, residuos e as batatas-doces que
sdo consideradas improprias para comercializacdo (WEBER; TRIERWEILER;
TRIERWEILER; 2020).

Mateus et al., (2017) analisaram as cascas de batata doce em relagdo a
atividade antioxidante, teor de fenois e aclUcares. Em seus extratos aquosos na
maioria das vezes nas moléculas polares encontraram &acidos fendlicos, como:
cloregénico, cafeico, cumarico e acido ferulico, entdo, também observaram que o
extrato aquoso das cascas de batata doce apresentaram atividade antioxidante 3.5
vezes maior que o antioxidante sintético BHT, o que indica boa concentracéo de acido

galico e consequentemente atividade antioxidante.

3.8.1 Acesso de batata-doce de polpa e casca roxa

A batata-doce roxa com polpa roxa tem atraido grande atencao, devido a sua
atividade antioxidante, antitumorais, hepaticas protetoras e sistema imunoldgico
(SUN, et al.; 2020).

Em estudos foram encontrados altos teores de antocianinas nas batatas-

doces de polpas roxa (fotografia 2), as antocianinas sdo um grupo de flavonoides de



32

grande importancia, pois sdo fontes de antioxidantes naturais. As antocianinas das
Ipomoea batatas de casca e polpa roxa sdo mais estaveis ao pH, calor e luz, pois, sao
aciladas com anéis aromaticos e também possuem forte capacidade de eliminacédo de
radicais (GAN, et al.; 2012).

Fotografia 2 — acesso de batata-doce de casca e polpa roxa

marina  LUDIEE S5 ——r
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Fonte: Laboratéria de Mecanizagédo Agricola — UEPG, 2019

Xu et al.; (2015) realizaram a caracterizacdo das antocianinas das batatas
doce roxa de polpa roxa, utilizando HPLC para suas identificacées. Encontraram doze
tipos de antocianinas aciladas, sendo trés delas principais: cianidina 3-caffeoyl-p-
hydroxybenzooy sophoroside-5-glucoside, peonidina 3-cafeffeoy sophoroside-5-
glucoside, e cianidina 3- (6 " -caffeoy-6 " -feruloylsophoroside) -5-glucoside. E
constataram que as antocianinas mono-aciladas apresentaram melhor estabilidade
em relacdo a variagcao de temperatura que as di e ndo-aciladas.

Segundo Goda et al. (1997) as antocianinas das batatas-doce roxa sdo nas
formas de cianidina e peonidina, podendo ser mono ou diaciladas. A estabilidade das
antocianinas presentes nas batatas-doce roxas sdo consequéncias das estruturas
quimicas das antocianinas, do pH, presenca de oxigénio, degradacao enzimatica, luz
e interacBes de alguns compostos presentes como acido ascorbico, ions metalicos,
acucares e copigmentos (FRANCIS, 1989), esses copigmentos estdo gerando grande
interesse na industria como forma de corantes naturais em alternativa ao corante
sintético vermelho 40 (CEVALLOS-CASALS; CISNEROS-ZEVALLOS; 2001).
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3.8.2 Batata-doce cultivares Beauregard

A Ipomoea batatas cultivares Beauregard foi desenvolvida nos EUA pela
Universidade Estadual da Louisiana em 1987, sendo sua caracteristica mais marcante
a polpa alaranjada, raizes elipticas-redondas (como demonstrado na fotografia 3),
ramos vermelho-purpura e folhas verdes. Contendo um alto teor de B-caroteno, torna-
se uma fonte promissora para desenvolvimento e producgéo de alimentos funcionais e
biofortificados (NIU et al.; 2019).

Fotografia 3 — Batata-doce cultivares Beauregard
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Fonte: Portal Embrapa

A batata-doce Beauregard foi introduzida no Brasil através do Centro
Internacional de la Papa (CIP), este cultivar tem um rendimento entre 23 e 29
toneladas por hectare, com colheita de 90-120dias apés o plantio, teor de amido de
13,40 a 29,20%, teor de 3-caroteno del115 mg/kg, com custo de producéo baixo, torna-
se uma boa alternativa para o agricultor familiar (EMBRAPA, 2011).

Segundo a Embrapa (2010) a batata doce, cultivares Beauregard apresenta
dez vezes mais carotenoides (vitamina A) que se comparados a outros cultivares,
tornando-se uma boa alternativa para quem precisa incrementar sua dieta alimentar
ou para quem tem restricdbes em sua alimentagéo, a batata-doce Beauregard também
pode ser transformada em farinha, substituindo a farinha de trigo na producgéo
alimenticia e assim agregando mais valor nutricional ao alimento.

Padda e Picha (2008) analisaram a composicao fendlica e atividade

antioxidante em diferentes temperaturas e processos para a batata doce Beauregard,
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observaram que as cascas da batata contem 77,5% de fendis totais, encontraram
como fendis principalmente acido clorogénico (90,9 mg g1100) e &cido cafeico, e
constaram que batata doce Beauregard apresenta atividade antioxidante diretamente
proporcional a quantidade de compostos fendlicos, sendo diminuida conforme o

aumento da temperatura.

3.9 TESTE DE FENOIS TOTAIS — FOLIN CIOCALTEAU

Os compostos fendlicos sdo considerados grandes detentores de atividades
antioxidantes, dividindo-se em acidos fendlicos e flavondides. S&o vérias as técnicas
para sua deteccdo, sendo uma das mais usadas o método de Folin Ciocalteau, por
ser tratar de um método simples, de baixo custo e com resultados obtidos
rapidamente.

O método de Folin Ciocalteau leva o nome de seu reagente, o qual possui
uma coloracdo amarela e € composto por sais de tungstato de sédio (Na2W0O4.2H20)
e molibdato de sédio (Na2M004.2H20) em meio de &cido fosférico e acido cloridrico.

Neste método se é observado a reacdo de oxireducdo desses sais em
presenca dos compostos fendlicos, os quais ao fim da reacdo se tornam oOxidos de
tungsténio e molibdénio de coloracdo azul, sendo esta coloragdo proporcional a

guantia de compostos fendlicos presentes na reacao (BOROSKI, 2015).

3.10 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE - METODO DO RADICAL LIVRE DPPH-

Alguns métodos sao utilizados para se avaliar a capacidade antioxidante de
um composto, em sua maioria o principio € o mesmo: um radical sintético € formado
e sua capacidade para inibir ou neutralizar o radical é detectada por espectometria
UV-Vis. Em 90% dos trabalhos realizados para determinacdo da capacidade
antioxidante o método DPPH- é utilizado, onde ocorre a eliminag&o do radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazil, este método € de grande utilizacdo por se tratar de uma
analise rapida, precisa, baixo custo e pode ser utilizado para substancias puras,
misturas ou matrizes complexas (OLIVEIRA, 2015).

Os radicais livres se tornam instaveis e reativos por possuirem em sua

estrutura elétrons desemparelhados, porém o radical DPPHe por conter em sua



35

estrutura trés anéis aromaticos torna-se estavel, pois os anéis aromaticos tém efeito
de ressonancia e estabilizam a carga eletronica, os trés grupos de NO2 também
auxiliam na estabilidade do radical DPPHe, pois estes facilitam o deslocamento do
elétron desemparelhado ao radical (MARTINEZ et al.; 2006).

Na reacao de oxidacéo e reducéao do radical DPPH- e o antioxidante utilizado,
o elétron desemparelhado do nitrogénio se emparelha com o hidrogénio cedido do
composto antioxidante (BOROSKI, 2015).

Equacgéo 1- Reacg&o entre o radical DPPHe e um antioxidante

S i, | T | R
| e | e e e
] T'i-l + M.
['!.] + AH —————— - HM
Ziol = MEh Do | e L,
| =
M MOz
DPPH-H
DPFPH-

Fonte: Oliveira, 2015

O DPPH?e possui uma coloragéo roxa/violeta e com absorcao de até 518nm,
em sua reacao de oxirreducao onde recebe um hidrogénio do composto antioxidante,
essa coloracdo passa a se tornar amarelada. Entdo a capacidade antioxidante de um

composto € dada pelo quanto a coloracao durante a reagcdo mudou.
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4 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento metodolégico desse trabalho as matérias-primas
foram colhidas (folhas de Plinia cauliflora) na cidade de Ponta Grossa (PR) e as
cascas de Ipomoea batatas cedidas pelo Laboratério de Mecanizacdo Agricola da
UEPG. Todos os reagentes para as analises e testes foram de grau de pureza PA.

A realizagao deste trabalho foi basicamente feito em quatro etapas, sendo: 1
— 0 processo de producdo do biodiesel a partir de 6leo de soja bruto e suas
caracterizacdes, 2 — obtencdo e caracterizacdo de extratos antioxidantes naturais
através de diversas matérias primas ( folhas de Plinia cauliflora, cascas de Ipomoea
batatas acesso de polpas cascas e polpa roxa Marina e cultivares Beauregard), sendo
utilizados para as extra¢des: alcool etilico, alcool metilico e alcool iso-propilico, 3 —
determinacdo da estabilidade oxidativa do biodiesel preparado no laboratério com
adicao dos extratos antioxidantes naturais, 4 — avaliacdo e remodelacao de todos os

resultados para posterior andlise estatistica e discusséo.

4.1 PRE-TRATAMENTO DE OLEO DE SOJA

Para o desenvolvimento experimental deste trabalho foi utilizado 6leo de soja
bruto, obtido da Cooperativa Agraria Agroindutrial, localizada na cidade de
Guarapuava-Pr, BR 277 km 354. Este Oleo apresentou com uma coloracao
esverdeada, possivelmente pela presenca de clorofila, além de impurezas sélidas ndo
identificadas. Assim sendo, o mesmo foi pré-tratado utilizando uma adaptacdo de
método ja descrito pela EMBRAPA para clarificacdo de oOleos vegetais brutos
(Embrapa Soja, 2015). O dleo foi aquecido a 90°C e agitado na presenca de argila
quimicamente preparada a partir de silicato de aluminio, durante uma hora. A seguir

foi filtrado e, o 6leo obtido foi caracterizado quanto ao indice de acidez.

4.2 DETERMINACAO DO INDICE DE ACIDEZ DO OLEO DE SOJA TRATADO.

A determinacédo do indice de acidez do 6leo de soja tratado foi efetuada de
acordo com a metodoogia do Associacdo Quimica Americana de Oleos (AOCS) Cd
3d-63. A 2,0 g de Oleo pré-tratado foram adicionados de 25,0mL de solugéo tolueno e
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alcool iso-propilico (2:1) e 2 gotas de fenolftaleina como indicador. O procedimento &
realizado através de titulacdo com solucédo de hidréxido de sédio 0,01mol L? até o
aparecimento da coloracao résea, a qual deverd persistir por 30 segundos. O indice
de acidez do Oleo pré-tratado foi calculado de acordo com a equacdo 2. O

experimento foi realizado em triplicata.

IA = (Vamostra — Vbranco) X Mbase X Chase

)

Mamostra

Onde:

Vamostra = Volume de solug&o de NaOH utilizado na titulagdo da amostra (mL);
Vbranco = Volume de solugao de NaOH utilizado na titulagdo do branco (mL);
Mbase= massa molar do NaOH (g mol);

Chase= concentragdo molar da solucéo de NaOH (mol L1);

Mamostra= Massa da amostra (g);

4.3 OBTENCAO DE BIODIESEL DE SOJA

O biodiesel de soja foi preparado pela reacdo de transesterificacdo do 6leo de
soja utilizando NaOH como catalisador basico homogéneo e, com adicdo de alcool
metilico. Para a reacéo foi utilizado 100 mL 6leo de soja: 50 mL de metanol: 0,5 g de
NaOH respectivamente. A mistura reacional foi agitada por 1h a temperatura de 70°C.
Posteriormente a mistura reacional foi transferida para um funil de separacgéo, onde
foi removida a fase da glicerina e o biodiesel foi lavado com solug&o de HCI 0,1 mol L
1 e 4gua destilada. Em seguida o produto foi seco com sulfato de sédio anidro, filtrado

e armazenado em frasco ambar sob refrigeracao.

4.4 ANALISE DE CONFORMIDADE DO BIODIESEL

Foram determinados os seguintes parametros de qualidade no biodiesel de
soja: aspecto, indice de acidez, massa especifica, viscocidade cinematica, indice de
iodo, taxa de conversdo em ésteres metilcos. Também foi determinado o perfil de

acidos graxos por Cromatografia Gasosa.
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4.4.1 indice de acidez

A metodologia para o indice de acidez do biodiesel seguiu 0 mesmo
procedimento do item 4.2. Ao final das andlises o resultado foi convertido para mg

KOH mg? que é a unidade estipulada pela ANP para este parametro.

4.4.2 Aspecto

Segundo a Resolugao n° 798 da ANP, de 1.8.2019 - DOU 2.8.2019 o biodiesel
deve passar por uma analise visual onde deve se apresentar limpido e isento de
impurezas (LII), devendo sua temperatura ser anotada durante a analise. Caso o
biodiesel ndo apresente aspecto de acordo com a conformidade, deve-se fazer anélise
de teor de agua e contaminacdo total. Se alguma das duas analises ndo estiver em
conformidade com as especificiagdes exigidas pela ANP o produto sera reprovado.

4.4.3 Determinacdo da massa especifica a 20°C

Para a determinacdo da massa especifica foi seguida a norma ABNT - NBR
7148 de acordo com as especificacdes da Resolucdo da ANP n° 798, de 1.8.2019 -
DOU 2.8.2019, o qual prediz a determinacao da massa especifica, densidade relativa
e °APl — Método do densimetro. O procedimento para o método do densimetro foi
realizado com a amostra de biodiesel sendo colocada em uma proveta de 100mL,
adicionando o biodiesel na proveta até que o menisco marcasse 80mL e destinando-
se o densimetro coerente com a amostra (densimetro de 850-900 km m®), para
melhor visualizagdo da densidade foi rotacionado o densimetro submerso na amostra
de biodiesel e foi aguardado até a estabilidade da rotacdo do densimetro, juntamente

com o densimetro foi marcada a temperatura da amostra de biodiesel.

4.4.4 Determinacédo da Viscosidade cinematica a 40°C

A viscosidade cinematica foi determinada de acordo com a norma ASTM D 445

na temperatura de 40°C, utilizando um banho termostatico da marca Lactea,


http://legislacao.anp.gov.br/?path=legislacao-%20%20anp/resol-anp/2019/agosto&item=ranp-798-2019
http://legislacao.anp.gov.br/?path=legislacao-%20%20anp/resol-anp/2019/agosto&item=ranp-798-2019
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viscosimetro tipo Cannon Fenske, termémetro da marca Jubalo regulamentado
segundo ASTM 120C-86.

4.5 DETERMINACAO TAXA DE CONVERSAO DOS TRIACILGLICEROIS EM
ESTERES METILICOS

A taxa de conversado dos triacilglicerideos em ésteres metilicos foi calculada
utilizando espectroscopia de ressonancia magnética de hidrogénio (RMN de H%). Os
espectros foram realizados num equipamento da marca BRUKER modelo ASCEND
de 400 MHz. A avaliacdo da conversdo em ésteres metilicos foi realizada utilizando a
relacdo dos valores da integral dos sinais de RMN dos hidrogénios correspondentes
ao grupo —OCHs em & 3,6 ppm presentes no biodiesel e, a integral dos sinais
correspondentes ao sinal dos hidrogénios metilénicos do carbono adjacente a
carbonila (a-CHz) em 6 2,3 ppm presentes tanto no 6leo de soja como no biodiesel,
conforme a equacéo 3 (RUSCHEL et al.; 2016).

Ine

3
Icn,,
2

Taxa de conversao = 100 X @A)

Na equacdo 3 Ime € 0 valor da integral do sinal dos hidrogénios metoxilicos
(OCHs) e la-CHz é o valor da integral dos hidrogénios metilénicos adjacentes a
carbonila do éster (RUSCHEI et al.; 2016).

Este método basea-se na relacdo existente entre as estruturas do
triacilglicerideo e do éster metilico de acido graxo. Ambos 0s compostos possuem a
funcdo éster assim sendo eles apresentam sinais de hidrogénios metilénicos em
posicdo a ao grupo carbonila, além disso o produto final, biodiesel apresentara
hidrogénios metoxilicos a diferenca com a matéria-prima. Desta forma é possivel fazer
uma correlacdo das integrais e relacédo de hidrogénios, 3 para 2 (GELBARD, et al.;
1995; LOBO; FERREIRA; CRUZ; 2009).

O valor deste parametro segundo as normas contidas na ANP deve ser de

96,5% para o produto da transesterificacdo ser chamado de biodiesel.
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4.6 DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

O perfil de acidos graxos foi determinado por cromatografia gasosa utilizando
um cromatografo a gas da marca Perkin-Elmer modelo Clarus 580, com detector de
ionizacdo de chama equipado com coluna da fase estacionaria Elite-Wax de 60m de
comprimento x 0,25mm de diametro x 0,5mm de espessura de filme, gas de arraste
N2. As temperaturas para o injector e detector foram mantidas em 230°C. Foi utilizado
um volume de injecdo de 1,0 pL de amostra de biodiesel solubilizada em hexano grau
de pureza HPLC. A rampa de aquecimento da coluna foi mantida inicialmente a 190°C,

aguecida a razao de 10°C min-até 230°C sendo esta mantida por 20min.

4.7 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES

4.7.1 Obtencgéo de extratos de folhas de Plinia cauliflora

As folhas de P. cauliflora foram colhidas na regido de Ponta Grossa-Parana,
25°05'54.9"S 50°09'14.3"W e identificadas no Herbario da UEPG, onde foi depositada
uma excicata com galhos contendo as folhas ainda frescas e estas secas em jornais
a temperatura ambiente. Em seguida foram trituradas em liquidicador e extraidas, por
extracdo sélido-liquido utilizando aparelho de Soxhlet. Para as extracbes foram
utilizados os seguintes solventes: alcool metilico PA.ACS (marca: Dinamica, PM:
32,04); alcool etilico absoluto P.A. (marca: Reatec, PM: 46,07); e alcool isopropilico
P.A.ACS (marca: Anidrol, PM:60,10). Os extratos foram filtrados e posteriomente
rotaevaporados para retirar os solventes.

Apos retirada dos solventes obteve-se os extratos brutos das folhas e estes
extratos foram resuspendidos em alcool metilico e preparadas solu¢des primarias.

A partir das solucdes primarias com concentracfes ja estabelecidas, foram
retiradas aliquotas dessas solucbes primarias dos extratos antioxidantes obtidos,
aliquotas essas equivalentes a concentrages de 500ppm e 1000ppm para posterior
adicao no biodiesel e realizacdo dos testes de aceleragéo oxidativa do biodiesel.

Todas as solugdes de antioxidantes foram armazenadas em frascos ambar,
devidamente identificadas, hermeticamente fechados, envoltos de papel aluminio e

mantidos sob refrigeragéo de 4°C.
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4.7.2 Preparacdo de extratos de cascas de Ipomoea batatas acesso de casca e polpa
roxa e cultivar Beauregard

As batatas-doces utilizadas no trabalho experimental foram cedidas pelo
Laboratério de Mecanizacéo Agricola da UEPG (Lama/UEPG) em dias distintos para
cada cultivar. Primeiramente trabalhou-se com as batatas-doces acesso de cascas e
polpa roxa e apos realizacdo de todas as andlises trabalhou-se com as batatas-doces
cultivar Beauregard.

Ambas as batatas-doce seguiram os mesmos procedimentos para preparacao
dos extratos, foram lavadas e descascadas manualmente. Suas cascas foram secas
em estufa com circulacao de ar forcada, em temperatura de 40°C durante sete dias, a
seguir as cascas secas foram trituradas em liquidificador e extraidas, por extracédo
sélido-liquido utilizando aparelho de Soxhlet. Para as extracdes foram utilizados os
seguintes solventes: &lcool metilico PA.ACS (marca: Dinamica, PM: 32,04); alcool
etilico absoluto P.A. (marca: Reatec, PM: 46,07); e &lcool iso-propilico P.A.ACS
(marca: Anidrol, PM:60,10). Os extratos foram filtrados e posteriomente
rotaevaporados para retirada dos solventes.

Apbs retirada dos solventes obteve-se 0s extratos brutos das cascas de
batata-doce acesso de cascas e polpa roxa e cultivares Beauregard, estes extratos
foram resuspendidos em alcool metilico e preparadas solucdes primarias.

Foram obtidos entdo no total de seis solucBes primarias de extratos de
batatas-doce, e a partir dessas solu¢cdes primarias foram retiradas aliquotas com
concentracdes equivalentes a 500ppm e 1000ppm para posteior adicdo no biodiesel
e realizacao dos testes de aceleracao oxidativa do biodiesel.

Todas as solucdes de antioxidantes foram armazenadas em frascos ambar,
devidamente identificadas, hermeticamente fechados, envoltos de papel aluminio e

mantidos sob refrigeracéo de 4°C.

4.8 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS NATURAIS

4.8.1 Analise de Fendis Totais — Teste de Folin Ciocalteau

A investigacdo de compostos fendlicos de uma amostra € um procedimento

necessario uma vez que, ela pode indicar atividade antioxidante e, pode ser realizada
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por diversos métodos. Um dos métodos para investigar fendis totais € o que utiliza o
reagente de Folin-Ciocalteu e espectrofotometria UV-Vis (VALKO, et al.; 2004; EL-
AGAMEY et al.; 2004; OMONI; ALUKO; 2005).

O reagente de Folin-Ciocalteu consiste numa mistura dos acidos
fosfomolibdico e fosfotungstico, possui coloracdo amarela devido a presenca de
molibdénio (MoVI) no complexo Na:Mo004.2H20 (SINGLETON; ROSSI; 1965;
SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS;1999).

As andlises de fendis totais foram todas realizadas em triplicata no Laboratério
de Quimica Ambiental (LAQUA / UEPG). O reagente foi dissolvido (1:1) com agua
destilada e mantido sob protecéo da luz, em seguida os extratos preparados no item
4.7 foram adicionados em microplacas juntamente com o reagente de Folin-
Ciocalteau, metanol e agua destilada.

Entdo, decorridos o tempo da reacdo (1 hora) foi realizada a leitura da
absorbancia dos extratos em Espectrofotdmetro de Microplacas Biotek, modelo
Epoch2 em um comprimento de onda de 517nm, os ensaios foram realizados no
Laboratério do Mestrado em Quimica Aplicada (UEPG), comparando estes resultados
com um branco (somente o reagente, metanol e agua), também analisado em
triplicata.

Os resultados foram expressos em miligrama equivalente de acido galico por
grama de extrato (mgEAQ) gle exportados para uma planilha, através dessa planilha
foi construida uma curva desses dados com seu coeficiente de correlacdo (BOROSKI
et al., 2015).

4.8.2 Avaliagdo da atividade antioxidante pelo Método do radical livre DPPHe

As andlises foram todas realizadas em triplicata no Laboratério de Quimica
Ambiental (LAQUA / UEPG) o qual obtinha a solucdo de DPPH- ja previamente
preparada. O experimento foi realizado em microplacas onde foram adicionados 0s
extratos de antioxidantes naturais juntamente com a solu¢cdo de DPPHe« e uma solucéo
controle (sem adic&do dos extratos naturais). A microplaca foi armazenada ao abrigo

da luz durante 30min e a leitura da absorbéancia dos extratos foi realizada.
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Os resultados dos testes foram obtidos através da equacéo 4 e exportados
para uma planilha no software Excel, o qual elaborou um grafico para as analises

estatisticas dos resultados.

% de inibicdo do radical DPPH ¢ = [(Acontrole — Aamostra) / Acontrole X 100] (4)

4.9 DETERMINACAO DA ESTABILIDADE OXIDATIVA

Para determinar a estabilidade oxidativa foi utilizado o equipamento Rancimat
893 marca Metrohm. Os ensaios foram conduzidos com uma amostra de 3,00 g de
biodiesel de soja, a qual foi submetida ao processo de oxidacdo acelerado com uma
taxa de insuflacdo de ar constante de 10L ht a 110°C. Utilizaram-se 50 mL de agua
deionizada, medida a sua conducao continuamente através de eletrodos. O aparelho
é acoplado ao computador e, com auxilio do software (LOYALL; ZUMBRAGEL;
KALCHER; 2017).

Foram realizados quatro ensaios em quatriplicata para cada extrato obtido de
Plinia cauliflora e ambos os cultivares de Ipomoea batatas. Comparou-se 0s ensaios
com um biodiesel sem aditivos (B100).estes resultados foram em seguida analisados

estatiticamente pelo teste de Tukey, 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO BIODIESEL

A caracterizacdo do biodiesel é de extrema importancia pois fornece
parametros que permitem avaliar, 0 seu comportamento em motores assim como
também, a possibilidade de comercializacdo ou ndo, dependendo dos valores dos
pardmetros fisico-quimicos avaliados. Foram determinadas as seguintes
propriedades fisico-quimicas do biodiesel de soja preparado: visualizacdo da cor e
aspecto, massa especifica, indice de acidez viscosidade cinematica, teor de ésteres
metilicos e estabilidade oxidativa. Na tabela 5 apresentam-se os valores encontrados
para as propriedades fisico-quimicas do biodiesel de soja.

Tabela 5 — Propriedades fisico-quimicas do biodiesel de soja obtido no trabalho
Caracteristica Unidade Limite Método Resultado

Aspecto - LI - LIl

Massa kg m3 850 — 900 NBR7148 882 £ 0,17
especifica a
20°C
indice de mg KOH mg*! 0,50 NBR14448 0,14 £ 0,04
acidez, max.

Viscosidade mm?2s-1 3,0-6,0 ASTM D 445 4,40+ 0,3
cinematica a
40°C
Teor de ésteres, % massa >96,5 EN1403 97,5%
min.
Estabilidade a H 12 EN14112 6,28+1,02
oxidacao 110°C,
min.

*Fonte: ANP
*LIl — limpido e isento de impurezas
Fonte: a autora

Pela analise dos resultados obtidos, tabela 5, observou-se que o biodiesel
produzido se encontra dentro dos limites de conformidade contidos na ANP.

O aspecto do biodiesel apresentou-se limpido e isento de impurezas. Trata-
se de uma analise visual prévia.

Em relagdo a massa especifica e a viscosidade foram determinados valores
de 882 + 0,17 kg m= e 4,40 + 0,3 mm?s%, respectivamente. Os valores se encontram-

se de acordo com os encontrados na literatura. Sousa et al. (2014) relataram valores
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de 884,5 kg m= para densidade a 20°C e 4,12 mm?s para viscosidade cinematica a
40°C.

Observando a tabela 8, pode-se constatar que o valor determinado do indice
de acidez, 0,14 + 0,04 mg KOH mg, encontra-se ainda bem abaixo do estipulado
pelas normas e, isto é favoravel do ponto de vista da qualidade.

O teor de ésteres e a estabilidade oxidativa serédo discutidos separadamente

nos proximos topicos.

5.2 PERFIL DOS ACIDOS GRAXOS

O perfil de acidos graxos do biodiesel de soja preparado foi determinado
utilizando Cromatografia Gasosa, utilizando padrdes de comparacao. O perfil é dado
pela composicdo em ésteres de acidos graxos do biodiesel de soja.

A tabela 6 apresenta o perfil de &cidos graxos em ésteres do biodiesel de soja,

determinada pela cromatografia gasosa.

Tabela 6 — Perfil de &cidos graxos do biodiesel de soja

Componentes do acido graxo | Tempo de retencdo (min) | Area (%)
Miristico C14:0 5,26 0,06
Palmitico C16:0 6,96 11,03
Esteérico C18:0 9,68 4,91

Oleico C18:1 10,32 26,95
Linoleico C18:2 11,30 50,48
Linolénico C18:3 12,71 6,22

Fonte: a autora

Segundo os dados da tabela 6 o biodiesel preparado apresentou um total de
16% de ésteres metilicos de acidos graxos saturados como ser acido miristico,
estearico e palmitico em maior percentagem. O biodiesel apresentou 84% de ésteres
metilicos de acidos graxos insaturados sendo que, 0 que se apresentou maior
percentagem foi o acido linoléico que possui duas insaturacdes. Estes resultados
estdo de acordo com dados apresentados para biodiesel de soja por Costa Neto et
al.; (2000).

A presenca de insaturagdes na composicao do biodiesel alerta sobre outra
propriedade que € a estabilidade oxidativa pois o niumero de insaturacdes esta

diretamente ligado a capacidade de reagir com oxigénio atmosférico, causando

oxidacao.
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5.3 TAXA DE CONVERSAO DE TRIACILGLICERIDEOS EM ESTERES METILICOS

A taxa de conversdo de triacilglicerideos em ésteres metilicos de acidos
graxos é um parametro que permite analisar a reacao de transesterificacdo, ou seja,
a sua eficiéncia na transformacéao, se ocorreu de forma integral ou nao.

Neste trabalhho foi utilizada a Ressonancia Magnética Nuclear de H. A figura

15 mostra o Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de H do biodiesel de soja.

Figura 15 - Espectro de RMN de 'H do biodiesel de soja
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Fonte: a autora

O célculo da taxa de conversao foi efetuado utilizando a equacéo 3 do item 4.5,
envolvendo a integral do sinal correspondente aos hidrogénios metilicos da metoxila
do éster (Ime) em 63,6 ppm (singleto), de 1,06 e, a integral dos sinais correspondentes
aos hidrogénios metilénicos (IcHz@) em & 2.3 ppm (tripleto), de 0,73. A integral do
sinal 52.3 ppm (tripleto) foi estipulada como referéncia de acordo com a literatura
(RUSCHEL et al., 2016). Este sinal esta presente em todos os ésteres metilicos de
derivados de triglicerideos assim como no biodiesel. O resultado calculado foi de
97,5%. Este valor ficou acima da especificagdo minina exigida pela ANP, ou seja, 0
biodiesel produzido esta conforme os parametros de qualidade exigidos pela

legislacédo brasileira.
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5.4 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS NATURAIS

5.4.1 Determinagao de Fendis totais — Folin Ciocalteau

Ao adicionar o extrato investigado ao reagente de Folin-Ciocalteu, observou-
se a mudanca de coloracdo da solucdo. Os fendis, que sdo agentes redutores,
oxidaram o reagente ocasionando a mudanca de coloragdo, que ficou azul. A
coloragdo azul € consequéncia da formacao de complexos de molibdénio-tungsténio,

[(PMoW1104)#], com os metais no estado de oxidacéo entre (V) e (VI).

Para quantificar os compostos fendlicos foi realizada uma correlagdo da
amostra com a curva de calibracdo construida com um padréo fendlico, o acido galico.
A leitura foi realizada no espectrofotdmetro de absor¢céo na regido do UV-Vis em 725
nm. (OLIVEIRA et al.; 2009; ANGELO; JORGE; 2007; ROSSI; SINGLETON; 1965;
SILVA et al.; 2010).

A figura 16 mostra a curva construida para quantificacdo dos compostos

fendlicos.

Figura 16 — Curva de calibracdo para determinacdo de compostos fenélicos
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A equacao da curva de calibracdo foi: y = 0,0053x - 0,0332 onde y é a
concentracdo de acido galico, x é a absorbancia a 725 nm e R é o Coeficiente de
Correlagéo linear (R?= 0,9987) indicando a linearidade dos resultados obtidos.

A tabela 7 mostra os resultados da concentracdo de compostos fendlicos,
expressa em acido galico, obtidos com os extratos de Plinia cauliflora, onde PCM
(Plinia cauliflora metilica), PCE (Plinia cauliflora etilica) e PCI (Plinia cauliflora iso-

propilica).

Tabela 7 — Compostos fenélicos totais dos extratos de Plinia cauliflora

Extratos naturais | mg AGE g | Y
PCM 52,15 +1,65 a 31,66
PCE 46.87 + 2,27b 20,69
PCI 41,21 + 1,30c 31,58

Andlise com probabilidade de 5% pelo teste de Tukey.
Fonte: a autora

Pela andlise dos resultados na tabela 7, observou-se que os extratos em
diferentes solventes de Plinia cauliflora apresentaram diferencas significativas em
relacdo a concentracdo de acompostos fendlicos. O extrato iso-propilico apresentou
uma menor concentracdo de compostos fendlicos, essa diferenca pode estar
relacionada com a diferenca de polaridade entre os solventes, pois o alcool iso-
propilico tem uma cadeia carbdnica maior que os outros dois alcoois, fazendo com
gue sua afinidade com compostos polares seja menor.

Souza-Moreira e colaboradores (2011) em estudo sobre a Plinia cauliflora
encontraram nos extratos etandélico aquoso a 70% das folhas 635 mg g de fenois
totais, 509 mg g de taninos e 1 mg g* de flavondides. Em comparacéo ao estudo
dos frutos da Plinia cauliflora extraidos com etanol aquoso a 70% relatado no mesmo
trabalho, alegaram que as folhas de Plinia cauliflora contém maior quantidade de
fendis totais que os frutos.

Em pesquisa de rastreamento histoquimico, fitoquimico e biolégico sobre as
folhas de Plinia cauliflora, Souza-Moreira e colaboradores (2010), obtiveram extratos
brutos das folhas com etanol a 50% e 70%, acetona e agua, cloroformio. A maior
quantidade de fendis totais foi encontrada no extrato bruto de etanol a 70% com
62,08+1,63%, em seguida com acetona e agua com 60,28+3,60% de fendis totais,
com extrato etandlico a 50% encontraram 45,84+1,05% de fendis totais, a quantia de
fenadis totais e flavonoides extraidas a partir de cloroférmio obtiveram valores proximos

a zero. A quantidade de flavonoides encontrados nas folhas foi maior no extrato de
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acetona e agua com 1,53+0,01% de flavondides, em seguida do extrato etandlico de
50% com 1,36+0,01% flavonoides.

A tabela 8 mostra os resultados da concentracdo de compostos fendlicos,
expressa em acido gélico, obtidos com os extratos de Ipomoea batatas acesso de
cascas e polpa roxa e cultivar Beauregard, onde: IBM (Ipomoea batatas acesso de
cascas e polpa roxa metilico), IBE (Ipomoea batatas acesso de cascas e polpa roxa
etilico), IBI (Ipomoea batatas acesso de cascas e polpa roxa iso-propilico), IBBM
(Ipomoea batatas cultivar Beauregard metilico), IBBE (Ipomoea batatas cultivar

Beauregard etilico) e IBBI (Ipomoea batatas cultivar Beauregard iso-propilico).

Tabela 8 — Compostos fendlicos totais dos extratos de cascas de Ipomoea batatas acesso de
casca e polparoxa e cultivar Beauregard

Extratos naturais | mg AGE g | cV
IBM 31,06 £0,87 d 35,85
IBE 28,35+1,65d 17,19
IBI 27,22+0,81d 33,80
IBBM 11,02 +0,75f 14,66
IBBE 16,46 £ 0,59 e 27,80
IBBI 14,78 £ 0,22 ef 67,18

Andlise com probabilidade de 5% pelo teste de Tukey.
Fonte: a autora

Os extratos das cascas de Ipomoea batatas acesso de cascas e polpa roxa
se observar a coluna dos valores médios percebe-se que 0s extratos apresentaram
praticamente a mesma concentracdo em acido galico e que ndo houve diferenca
significativa entre eles.

Em relacéo as cascas de Ipomoea batatas cultivar Beauregard apresentaram
diferente significativa entre o extrato metilico e etilico, mas em relagéo ao extrato iso-
propilico se comparados aos mecionados anteriormente ndo houve diferenca
significativa.

Schallenberger et al. (2017) estudaram cerca de 35 gendtipos de batatas-
doces, sendo dentre estes 3 cultivares registrados e nomeados SCS370 Luiza,
SCS371 Katiy e SCS372 Marina. Em sua caracterizagdo e quantificacdo de
compostos fendlicos totais das polpas dos cultivares encontraram 42,04 mg GAE
100gpara a batata Luiza, 6,84 mgGAE 100g* para a batata Katiy e 7,98 mg GAE
1009 para a batata-doce Marina.

Analisando 0s nove extratos pesquisados durante o trabalho, todos

apresentaram compostos fendlicos, comparando-se todos, o extrato que demonstrou
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ser 0 mais promissor, com maior expressao de antioxidantes, foi o extrato metilico de
Plinia cauliflora com 41,12+1,47c mg AGE g, apesar desta concentracdo ser abaixo
dos encontrados na literatura. O extrato menos promissor estudado no presente
trabalho foi o preparado com metanol a partir de cascas de Ipomoea batatas cultivar
Beauregar com 11,02 +0,75f mg AGE g e este se apresentou acima dos valores

encontrados em outras pesquisas com a mesma matéria-prima.

5.4.2 Determinacao da atividade antioxidante pelo método DPPH«

Como ja mencionado no item 3.10, o método do radical DPPH- que deterina
a atividade antioxidante de determinado € um método colorimétrico. Consiste em
medir a capacidade do composto (ou extrato) em analise, em aceitar um radical livre
de hidrogénio para se tornar uma espécie estavel. Este método € amplamente
utilizado, pois € um método preciso, rapido e facilmente detectado por
espectrofotometria. Isso acontece em funcédo da intensa absorcdo do DPPH na regido
visivel, permitindo a avaliacdo de uma grande quantidade de amostras em um curto
periodo de tempo. Este método também apresenta alta sensibilidade e permite
detectar concentracbes reduzidas de compostos antioxidantes presentes nas
amostras (BRAND-WILLIAMS et al.; 1995; HUANG et al.; 2005; OLIVEIRA et al.; 2015;
REZENDE, 2010).

Durante a determinacéo da atividade antioxidante foi monitorado o consumo
do radical livre DPPH pelas amostras, através da medida do decréscimo da
absorbéancia de solucgdes de diferentes concentracdes. Estas medidas foram feitas em
espectrofotometro UV-Vis no comprimento de onda 517 nm, tendo como controle
positivo rutina e acido galico.

Para realizacdo do experimento foi construida uma curva de calibragéo,
utilizando acido ascorbico como padrdo. Foram estipuladas as inibicdes do radical
DPPHe correspondentes as concentragdes conhecidas do padréao analitico
empregado, o0s resultados sdo expressos em miligramas de &acido ascérbido
equivalente por grama (mg AAE g 1).

A figura 17 mostra a curva de calibracdo para quantificacdo da atividade

antioxidante dos extratos em estudo.
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Figura 17 - Curva de calibracdo do acido ascorbico
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Fonte: A autora

A equacédo da curva de calibracdo foi: y = 2,05523x + 2,7415 onde y é a
concentracdo de acido ascorbico, x € a absorbancia a 717 nm e R é o Coeficiente de
Correlacdo linear (R?= 0,9988) indicando a linearidade dos resultados obtidos.

A percentagem de inibi¢&o indica se ha ou ndo uma alta atividade antioxidante
do extrato e se os radicais livres, formados na oxidacdo, foram estabilizados ou
retardados durante a reacdo. Quanto maior a % de inibicdo de um extrato maior sua
capacidade de protecéo contra radicais livres e, consequentemente maior o seu poder
antioxidante.

A tabela 9 mostra os resultados obtidos em relagéo a percentagem de inibicdo
do radical DPPHe, e a concentracdo mgAAE (miligrama de acido ascorbido
equivalente) para os extratos de Plinia cauliflora, onde: PCM (Plinia cauliflora

metilica), PCE (Plinia cauliflora etilica) e PCI (Plinia cauliflora iso-propilica).

Tabela 9 — Percentagem de inibicdo dos extratos de Plinia cauliflora e concentracao de &cido

ascorbico.
Extratos mgAAE g CVv Yinibicao CVv
naturais
PCM 149,60 £ 5,74 b 5,74 41,12+1,47 c 27,97
PCE 293,12+125a 1,25 32,82+0,13d 252,46
PCI 34,44+ 2,40c 14,33 20,41 +t124e 16,50

Andlise com probabilidade de 5% pelo teste de Tukey.
Fonte: a autora
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Pela analise dos resultados (tabela 9) obtidos com os extratos das folhas de
Plinia cauliflora, observa-se que houve diferenca signicativa entre os trés extratos,
sendo o extrato metilico o que apresentou uma maior percentage de inibicdo do radical
DPPH- de 41,12 +£1,47c¢% e isto implica na sua eficiéncia como antioxidante.
Entretanto ao se observer o extrato iso-propilico € possivel notar que 34,44+ 2,40c mg
AAE gt inibiram 20,41+1,24e% do radical livre DPPH+ , em comparacdo ao extrato
metilico que utilizou 149,60+5,74b mg AAE G para inibir 41,12+1,47¢c %do radical
livre. Pode-se dizer que o extrato iso-propilico tem melhor eficiéncia de inibicdo se
comparado aos outros extratos, pois, inibiu mais os radicias livres contendo uma
concentracdo menor em relacdo aos demais extratos antioxidantes analisados.

A tabela 10 mostra os resultados relacionados a percentagem de inibicdo do
radical DPPH- e a concentragdo mgAAEg™ (miligrama de acido ascérbido equivalente)
para os extratos de Ipomoea batatas acesso de cascas e polpa roxa e cultivar
Beauregard, onde: IBM (Ipomoea batatas acesso de cascas e polpa roxa metilico),
IBE (Ipomoea batatas acesso de cascas e polpa roxa etilico), IBI (Ipomoea batatas
acesso de cascas e polpa roxa iso-propilico), IBBM (Ipomoea batatas cultivar
Beauregard metilico), IBBE (Ipomoea batatas cultivar Beauregard etilico) e IBBI

(Ipomoea batatas cultivar Beauregard iso-propilico).

Tabela 10- Determinacgdo da atividade antioxidante pelo método DPPHe para cascas de
Ipomoea batatas acesso de cascas e polpa roxa e cultivar Beauregard

Extratos naturais mgAAE g cv Yinibigao CcVv
IBM 7,37+0,56d 13,12 17,86 £ 1,15e 15,55
IBE 9,38+0,59d 15,79 41,24 +2,46 b 16,78
IBI 7,65+0,43d 17,79 18,45+0,88 e 20,97
IBBM 6,71+0,14d 47,93 57,83+1,13 a 34,85
IBBE 8,23+0,25d 33,49 59,37+£1,70 a 34,85
IBBI 551+0,49d 11,30 36,69 + 3,01 cd 12,19

Andlise com probabilidade de 5% pelo teste de Tukey.
Fonte: a autora

Considerando a tabela 10 em relacéo as concentracdes de miligrama de acido
ascorbido equivalente dos extratos naturais de cascas de batata-doce é possivel notar
que nao houve diferenca siginificativa entre os dois gendtipos e os diferentes

solventes utilizados para a extragéo.
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Em relacéo ao percentual de inibicdo, nota-se os extratos de acesso de casca
e polpa roxa com o0s solventes metilico e iso-propilico diferriram entre si
significativamente, assim como os extratos metilico e etilico do cultivar Beauregard.
J& o extrato etilico do acesso de batata-doce de casca e polpa roxa e o extrato iso-
propilico do cultivar Beauregard apresentaram difereca significativa em relacédo a
todos os outros extratos.

Mateus et al. (2017), analisaram as cascas de batata — doce roxa com as
cascas de batata comumente utilizadas pela indUstria alimenticia, para a atividade
antioxidante utilizou-se o método de DPPH e em seus resultados o0 mesmo autor
encontrou que a atividade antioxidante da casca da batata doce roxa € 3,5 vezes maior
que a do antioxidante sintético BHT. Para Pereira et al. (2016) a coloracao roxa das
batatas-doces indica presenca de antocianinas e esses compostos justificam o
elevado poder antioxidante.

Fazendo uma analise a tabela 10 acima, € possivel se observar que a inibicdo
do radical DPPH do extrato etilico das cascas de Ipomoea batatas cultivares
Beauregard resultou em 59,37+1,70a% se comparado ao extrato metilico com
57,83+1,13a% o que em relacdo a adicdo no biodiesel poderia ajudar na escolha do
solvente etilico, por tratar-se de um alcool com menor emisséao de gases poluentes.

Se comparados os resultados e focando-se no objetivo principal da pesquisa
do presente trabalho, seria viavel a utiliza¢do do antioxidante natural a partir do extrato
etilico, pois em relacao a quantidade de acido ascorbico equivalente encontrados nas
extracdes ndo houveram grandes variacfes e para reducdo do radical livre e as
inibices também foram semelhantes, entdo o extrato etilico seria indicado pelo fato
de ser mais sustentavel e do alcool etilico utilizado para as extracbes dos
antioxidantes poderia vir até mesmo do meio agroindustrial com matérias- primas que
seriam descartadas , fechando assim um ciclo de sustentabilidade e se utilizando um

alcool menos toxico mantendo o eixo da sustentabilidade.

5.5 ESTABILIDADE OXIDATIVA DO BIODIESEL DE SOJA

A estabilidade oxidativa é um importante parametro fisico-quimico necessario
para utilizacdo e comercializacdo do biodiesel. Existem varios métodos na literatura

para a obtencdo deste parametro, como por exemplo, utilizando estufa, analise
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térmica, eletroquimico, entre outros (CINI, et al.; 2013). Porém, a ANP, Resolucéo
ANP N° 798, 2019, especifica o uso do método contido nas normas EN14112 (5) e EN
15751 (5), ou seja, determinacdo da estabilidade a oxidacdo a 110 °C utilizando
equipamento conhecido como Rancimat (ANP). Como ja citado anteriormente, este
meétodo permite obter tempo de inducgéo, a partir da mudanca da condutividade elétrica
da 4gua ocasionada pela liberacdo de material volatil do biodiesel, ensaio acelerado
de oxidacdo. O valor do tempo de indugéo para biodiesel estabelecido pela ANP é de
12 h.

Portanto, por meio deste ensaio pode-se verificar a eficiéncia de antioxidantes
adicionados ao biodiesel.

Neste trabalho inicialmente determinou-se o periodo de inducédo do biodiesel
de soja (B100), sem a presenca de antioxidantes. A figura 18 mostra a variacao da
condutividade da agua conforme a formacédo de compostos volateis resultantes da
degradacdo oxidativa do biodiesel. Estes compostos geralmente s&do acidos
carboxilicos volateis (como &cido formico) que se solubilizam na agua, aumentando,

assim, a condutividade elétrica.

Figura 18— Medida de condutividade elétrica com o tempo (h) do biodiesel de soja, obtida pelo
ensaio Rancimat, para determinacéo da estabilidade oxidativa.
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Fonte: A autora

A partir da mudanca da condutividade elétrica da &gua com o tempo, medigéo
continua, tem-se uma curva de oxidacdo. Na curva de oxidagdo tragam-se duas

paralelas que se interceptam num ponto. Este ponto corresponde na escala de tempo
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ao periodo de inducdo ou indice de estabilidade oxidativa (Figural8), quanto mais
elevado for o periodo de inducdo, maior sera a estabilidade oxidativa (ZHOU; XIONG;
LIU; 2017).

Na figura 18 observou-se que o tempo de inducéo do biodiesel de soja (B100)
produzido neste trabalho é de 6,28 h (tabela 5). Este valor se encontra abaixo do
estipulado pela ANP, assim sendo ha necessidade de adicdo de substancias
antioxidantes que interrompam ou retardem a oxidacao.

A tabela 11 mostra o tempo de inducdo do biodiesel, sem e com aditivo de
extrato de Plinia cauliflora, em funcédo de diferentes solventes e concentracdes de
500ppm e 1000ppm, com a analise de significancia, onde: PCM (Plinia cauliflora

metilica), PCE (Plinia cauliflora etilica) e PCI (Plinia cauliflora iso-propilica).

Tabela 11 - Variacfes de tempo de inducdo em funcao de diferentes solventes e concentracfes
de extrato de Plinia cauliflora.

B 100 + extratos Concentracéo de aditivos (ppm) Tempo de inducéo (h)
- 0,00 6,28 £ 1,02
PCM 500 12,68 £ 0,28 aA
1000 9,57 + 0,28 bB
PCE 500 10,06 + 0,28 bA
1000 9,31+ 0,28 bA
PCI 500 13,07 £ 0,28 aA
1000 13,13+ 0,28 aA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailtscula na linha ndo diferem entre si, pelo
teste Tukey, a 5% de probabilidade. CV9,80%
Fonte: a autora

Pela analise da tabela 11 observou-se que nao houve variacdo significativa
entre 0s extratos metandlico e o iso-propilico. Porém, o mesmo ndo aconteceu com o
extrato etandlico, na concentragdo de 500 ppm. J& na concentracdo de 1000 ppm,
notou-se que nao ocorreu variagdo significativa entre os extratos metandlico e
etandlico, entretanto, o iso-propilico apresentou diferenca significativa com esses dois
extratos.

Analisando, em relacdo as diferentes concentragbes, verificou-se que
somente no extrato metandlico das folhas de Plinia cauliflora ocorreu variacéo
significativa.

Dentre todos os seis extratos obtidos para uma melhor aplicabilidade dentro

de uma usina de biodiesel o ideal seria a utilizagdo do extrato iso-propilico de 500ppm,
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pois em funcdo ao aproveitamento de energia da usina e também levando-se em conta
o custo/beneficio para obtencdo da matéria-prima seria mais vantajoso essa menor
concentracéao, visto que nédo houve diferenca significativa em relacdo ao extrato com
0 mesmo solvente e de concentracdo 1000ppm, logo teria-se 0 mesmo resultado
utilizando-se uma concentragdo menor e com menor custo para producao.

Na tabela 12 sdo mostrados os resultados obtidos para o periodo de inducéo
do biodiesel de soja quando adicionados extratos das cascas de acesso de batata-
doce de casca e polpa roxa, onde: IBM (Ipomoea batatas acesso de cascas e polpa
roxa metilico), IBE (Ipomoea batatas acesso de cascas e polpa roxa etilico), IBI

(Ipomoea batatas acesso de cascas e polpa roxa iso-propilico).

Tabela 12 - Varia¢gdes de tempo de inducdo em funcéo de diferentes solventes e concentracfes
de extrato de acesso de batata-doce de casca e polparoxa

B100 + extratos Concentracfes de aditivo (ppm) Tempo de inducéo (h)

0,00 6,28 £ 1,02

IBM 500 9,42 + 0,35 abA
1000 8,85 + 0,35 bA

IBE 500 10,31 + 0,35 aA
1000 10,89 £ 0,35 aA

IBI 500 8,52 + 0,35 bB
1000 11,29 £ 0,35 aA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si, pelo
teste Tukey, a 5% de probabilidade. CV 14.02%
Fonte: a autora

Pela andlise dos dados contidos na tabela 12, apenas os extratos etandlico e
iso-propilico apresentaram diferencas significativas na concentracdo de 500 ppm, ja
na concentracdo de 1000 ppm néo foi observada a diferencga significativa entre esses
extratos. Entretanto observou-se diferenca significativa entre o extrato metandlico e
0S outros extratos alcodlicos.

Quando analisadas as diferencas entre as concentracdes de cada extrato,
constatou-se que apenas houve diferenca significativa quando utilizado o extrato iso-
propilico.

Na tabela 13 sdo mostrados os resultados obtidos para o periodo de inducéo
do biodiesel de soja quando adicionados extratos metandlico, etandlico e iso-propilico

de Ipomoea batatas cultivar Beauregard, onde: IBBM (Ipomoea batatas cultivar
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Beauregard metilico), IBBE (Ipomoea batatas cultivar Beauregard etilico) e IBBI

(Ipomoea batatas cultivar Beauregard iso-propilico).

Tabela 13 - Periodo de inducédo do biodiesel de soja aditivado com extratos de Ipomoea batatas

Beauregard.
B 100 + extrato Concentracédo de aditivo (ppm) Periodo de inducéo (h)

----- 0,00 6,28 £1,02

IBBM 500 8,18 £ 1,35 aA
1000 7,14 + 0,25 aA

IBBE 500 7,82 £1,16 aA
1000 7,45 0,94 aA

IBBI 500 8,07+2,08 aA
1000 7,73 £1,50 Aa

Fonte: a autora

Os dados obtidos quando foram adicionados extratos de Ipomoea batatas
cultivar Beauregard ao biodiesel de soja, mostraram que os valores para o periodo de
inducao estdo muito abaixo do desejado. Isto pode ter acontecido pelo fato do extrato
apresentar uma menor atividade antioxidante ou ter perdido a capacidade no periodo
de tempo até a utilizacao.

Os extratos nao apresentaram diferencga significativa entre si.

O gréfico 1 apresenta os resultados de tempo de inducdo das amostras de
biodiesel com aditivos, diferentes extratos e concentracdes, que se destacaram e

ultrapassaram o tempo minimo de inducéo estipulado pela ANP (12 horas).
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Gréfico 1 — Biodiesel de soja com adicdo dos extratos de antioxidantes naturais

Biodiesel com adicao de antioxidantes
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Onde: PCE = Plinia cauliflora etilica, PCM = Plinia cauliflora metilica, PCI= Plinia cauliflora iso-
propilica, IBE= Ipomoea batatas acesso de casca e polpa roxa etilica, IBM = Ipomoea batatas acesso
de casca e polpa roxa metilica, IBMI = Ipomoea batatas acesso de casca e polpa roxa iso-propilica,
IBB = Ipomoea batatas cultivar Beauregard

Fonte: a autora

Quando comparados os resultados obtidos neste trabalho com a literatura,
nota-se que a acdo antioxidante de extratos etandlicos de alecrim, cha verde, orégano,
manjericdo e horteld no biodiesel de soja € inferior (BARTHI; SINGH; 2020;
SPACINO, et al.; 2016; ARCILA-LOZANO, et al.; 2004).

Utilizando extratos de cascas de noz-peca (Carya illinoensis) como
antioxidante para biodiesel, os melhores resultados obtidos por Amaral et al. (2019)
foram com o extrato etandlico com concentracdo de 5000ppm resultando em um
tempo de inducédo de 9,45h, em seguida o extrato aquoso de cascas de noz peca
12000ppm com tempo de indugdo de 7,40h e por Ultimo o extrato aquoso de metanol
da casca de noz peca com tempo de inducdo de 7,37h, todos os extratos podem ser
utilizados como antioxidantes naturais para biodiesel.

A casca de castanha de caju contém um liquido e este liquido contém
alquilfendis e cardandis, em seu trabalho Costa et al.; (2019) testaram esses
cardandis isolados como antioxidantes para biodiesel de soja, 0 B100 apresentou um
tempo de inducdo de 6,35h e com adicdo de 0,5% p/p de cardandis o tempo de
inducéo passou a ser 7,37h, e outros cardanois se destacaram quanto ao tempo de
inducéo, os cardandis epoxidados obtiveram um tempo de inducdo de 15,05h e

cardandis hidrolisados um tempo de indugéo de 18,62h.
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Kumar e Singh (2018) estudaram como antioxidantes para biodiesel extratos
naturais do caule de Tinospora cordifolia onde o biodiesel teve um tempo de inducéo
de 2,49h e foram avaliadas varias concentracbes em ordem crescente do extrato,
tendo seu melhor resultado o extrato de 1000ppm com tempo de inducédo de 8,56h e
constataram que até mesmo o extrato de 200ppm apresentou atividade antioxidante,
obtendo um tempo de indugéo de 3,97h, ficando acima da norma ASTM a qual era
visada no trabalho.

Os fendis sdo um dos grupos mais importante de antioxidantes e sao
encontrados especialmente em materiais vegetais, Devi, Das e Deka, (2018)
avaliaram cascas de batata Solanum tuberosum L. como antioxidantes, segundo os
autores esses fenois sdo concentrados nos tecidos descascados e em menores
quantidades dos tubérculos, o biodiesel sem adicao de antioxidantes apresentou um
tempo de inducdo de 5,63h e com a adi¢cdo dos extratos de cascas de batata em
concentracdo de 150ppm apresentou um tempo de inducdo de 6,21h, com 200ppm
apresentou um inducdo de 6,97h e com 250ppm apresentou uma indugédo de
7,02horas.

Tendo em vista os resultados obtidos no presente trabalho quando e se
comparados aos encontrados na literatura, pode-de mensurar que em termos de
viabilidade econbmica (matéria-prima de baixo custo, producdo do antioxidante
rapida, com pouco tecnologia e também baixo custo), praticidade (poderia-se usar
antioxidantes produzidos na prépria usina e nas menor concentracao, sem danos a
qualidade do combustivel) e ecologia.

A partir dos resultados do gréafico 1, também podemos ressaltar que os
antioxidantes oriundos a partir de matérias-primas naturais sdo sim de uma possivel
aplicabilidade nas usinas de biodiesel e até mesmo a sua utilizagdo s6 aumentaria a
magnitude de um combustivel verde e limpo, resgatando a abordagem inicial do

biodiesel na matriz energética.


https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/solanum-tuberosum
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6 CONCLUSOES

Foram estudados extratos metandlico, etandlico e iso-propandlico de folhas
de Plinia cauliflora, cascas de Ipomoea batatas acesso de cascas e polpa roxa e
cultivar Beauregard. Todos eles foram investigados quanto a presenca de fendis totais
sendo que, o extrato metilico de folhas de Plinia cauliflora apresentou o maior valor
expresso em mg de acido galico por grama de extrato (52,15+1,65a mgAGEg™), entre
0s extratos de acesso de batata-doce de casca e polpa roxa nao houve diferenca entre
o total de fendis totais mesmo com os diferentes extratos e para a batata-doce cultivar
Beauregard os extratos etilico e iso-propilico foram os que apresentaram melhores
resultados (16,46+0,59e mgAGEg" e 14,78+0,22ef mgAGEg™ respectivamente).

Em relacdo a atividade antioxidante dos extratos estudados dentre os de
Plinia cauliflora o que apresentou maior quantidade de acido ascérbico equivalente foi
0 extrato etilico (293,12+1,25a mgAAEg™) e o que melhor estabilizou a a¢éo do radical
livre DPPH- foi o extrato metilico (com 41,12+1,47¢c % de inibicao desse radical), entre
0S extratos de batatas-doces todos apresentaram resultados semelhantes quanto a
concentracdo de acido ascorbico equivalente sendo os extratos metilico e etilico da
batata-doce cultivar Beaureard os que melhor inibiram a acao do radical livre DPPHe,
com 57,83+1,13a % e 59,37+1,70a % de inibicdo, respectivamente.

Quanto a avaliacdo da estabilidade oxidativa do biodiesel com os diferentes
aditivos em concentragbes de 500 ppm e 1000 pmm observou-se que o melhor
resultado obtido foi quando utilizado o extrato iso-propilico das folhas de Plinia
cauliflora com tempo de inducdo de 13,07+0,28 h e 13,13+0,28 h respectivamente.
Desta maneira, pode-se dizer que o melhor resultado foi obtido com a menor
concentracdo do extrato e os resultados obtidos estdo acima dos estipulados pela

legislacdo brasileira para comercializacéo do biodiesel.
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