Universidade
Estadual de LondRina

ANA CAROLINA GOMES MANTOVANI

ANALISE DA FORMACAO DE RADICAIS LIVRES NO
PROCESSO DE OXIDACAO DE BIODIESEL DE DIFERENTES
MATERIAS-PRIMAS

.|
Londrina

2018



ANA CAROLINA GOMES MANTOVANI

ANALISE DA FORMACAO DE RADICAIS LIVRES NO
PROCESSO DE OXIDACAO DE BIODIESEL DE DIFERENTES
MATERIAS-PRIMAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Bioenergia da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito a obtencado
do titulo de Mestre em Bioenergia.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Di Mauro.

Londrina
2018



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de

Geragdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Mantovani, Ana Carolina Gomes.

Analise da formacdo de radicais livres no processo de oxidacdo de biodiesel de diferentes
matérias-primas / Ana Carolina Gomes Mantovani. -

Londrina, 2018.

56 f. : il.

Orientador: Eduardo Di Mauro.
Dissertacdo (Mestrado em Bioenergia) - Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias

Exatas, Programa de Po6s-Graduagdo em Bioenergia, 2018. Inclui bibliografia.

1. Ressonancia Paramagnética Eletronica - Teses. 2. Oxidagdo - Teses. 3. Biodiesel - Teses. 4.
Spin trapping - Teses. 1. Di Mauro, Eduardo. II. Universidade Estadual de Londrina. Centro de

Ciéncias Exatas. Programa de Pés-Graduac¢ido em Bioenergia. I11. Titulo.




ANA CAROLINA GOMES MANTOVANI

ANALISE DA FORMACAO DE RADICAIS LIVRES NO PROCESSO DE
OXIDACAO DE BIODIESEL DE DIFERENTES MATERIAS-PRIMAS

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Bioenergia da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito a obtencado
do titulo de Mestre em Bioenergia.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Di Mauro
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Luiz Henrique Dall’Antonia
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Dionisio Borsato
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 23 de fevereiro de 2018.



Dedico essa dissertacdo aos meus pais, Madalena e Angelo, pelo apoio, presenca e incentivo
em minhas decisdes e escolhas.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por permitir a conquista desse projeto.

Ao meu orientador Eduardo Di Mauro pela oportunidade e apoio durante a
realizacao do trabalho.

Ao Prof. Dr. Aroldo Salviato pelos sabios ensinamentos, suportes com o
equipamento e apoio na total realizacdo do projeto.

Ao Prof. Dr. Dionisio Borsato por ter me acolhido como sua aluna e me
orientado sempre que necessario.

A Leticia que sempre esteve presente me auxiliando na realizacdo dos
experimentos e elaboracdo do trabalho.

Ao Vinicius pela colaboragdo com a simulagdo dos espectros. A Universidade
Estadual de Londrina.

A CAPES pelo apoio financeiro.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram pela realizacdo desse

trabalho, meu muito obrigada.



"0 segredo do sucesso € a constancia do proposito™
Benjamin Disraeli.



MANTOVANI, Ana Carolina Gomes. Analise da formac¢ido de radicais livres no
processo de oxidacio de biodiesel de diferentes matérias-primas. 2018. 56 f.
Dissertacdo (Mestrado em Bioenergia) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2018.

RESUMO

A técnica de spin trapping quando utilizada em conjunto com a Ressonancia
Paramagnética Eletronica (RPE) tem se mostrado um poderoso recurso na
quantificacdo de radicais livres que possuem curtos tempos de vida, que sejam instaveis
e de dificil detec¢ao, com vantagens de ter um uso experimental rapido e considerado
simples quando comparada a outras técnicas. Essa técnica foi aplicada no presente
trabalho a fim de analisar a formacdo de radicais livres gerados na reagdo oxidativa
radicalar de amostras de biodiesel de 6leo de milho, biodiesel de 6leo de soja e
biodiesel comercial. As amostras foram incubadas usando o spin trap PBN (N-t-Butyl- ¢ -
phenylnitrone) e analisadas por RPE a temperatura ambiente e sob aquecimento a 70
2C. Dois métodos de incubagdo com PBN foram testados. As amostras analisadas por
RPE a temperatura ambiente foram incubadas com PBN uma unica vez no dia inicial
das medidas e, as amostras analisadas com o aquecimento de 70 2C foram incubadas
com o PBN em todos os dias nos quais foram realizadas analises. As amostras
analisadas com aquecimento térmico foram guardadas em estufa a 50 2C durante
todo o periodo de andlise, 21 dias e as a temperatura ambiente foram guardadas na
auséncia de luz e mantidas fechadas hermeticamente. As amostras a temperatura
ambiente foram analisadas a aproximadamente cada 7 dias, enquanto que as sob
aquecimento foram medidas nos dias 1, 6, 13 e 21 obtendo curvas dos radicais
aprisionados. A partir dos dados obtidos foi possivel caracterizar as etapas de
degradacdo dos biodiesel pela técnica, além de ter possibilitado a caracterizacdo dos
radicais aprisionados no processo oxidativo.

Palavras-chave: RPE. Spin Trapping. Oxidagao. Biodiesel.
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ABSTRACT

The spin trapping technique used with the Electron Paramagnetic Resonance (EPR)
has proven to be a powerful resource in the quantification of free radicals with short
lifetimes, unstable and difficult to detect, with advantages in a fast experimental use
and considered simple when compared to other techniques. This technique was applied
in the present work to analyse the formation of free radicals generated in the radical
reaction of biodiesel samples from corn oil, soybean oil and commercial biodiesel. The
samples were incubated using the PBN (N-t-Butyl- ¢ -phenylnitrone) spin trap and
analysed by EPR at room temperature and under heating at 70 2C. Two methods of
incubation with PBN were tested. Samples measured by EPR at room temperature
were incubated with PBN only once on the initial day of measurements and the samples
analyzed under heating of 70 °C were incubated with the PBN on all the days in which
analyzes were performed. The samples analyzed with thermal heating were stored in
an oven at 50 2C throughout the analysis period and the samples at room temperature
were stored in the absence of light and kept tightly sealed. The samples at room
temperature were measured at approximately every 7 days while those under heating
were measured on days 1, 6, 13 and 21 obtaining curves of the entrapped radicals.
From the obtained data it was possible to characterize the degradation stages of
biodiesel by the technique besides of the characterization of the trapped radicals in the
oxidative process.

Keywords: EPR. Spin Trapping. Oxidation. Biodiesel.
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1 Introducao

Atualmente, os maiores componentes da matriz energética mundial baseiam-se em
produtos derivados do petrdleo. Produtos como o 6leo diesel, gasolina e gas natural, usados
em massa, tém gerado diversos problemas ambientais, tais como a acentuac¢do do efeito
estufa, o aquecimento global, o aumento do nivel dos oceanos, entre outros. Desse modo, nos
ultimos anos, a comunidade internacional tem buscado formas alternativas de energia que
contribuam para a reducdo de poluentes, como o metano (CH,), e os diéxido e mondéxido de
carbono (CO, e CO) [1], originados dos produtos derivados de petréleo. Além dos problemas
acima citados, outros fatores politicos e sociais tém também contribuido para uma mudanga
de mentalidade da sociedade em geral. Assim, fatores como o crescimento populacional
elevado, a crise do petréleo nas décadas de 70-80, a alta do preco do petrdleo [2], e a
possibilidade de esgotamento das fontes de combustiveis fésseis trazem a necessidade do
uso de fontes alternativas de energia, principalmente as nomeadas como renovaveis [3].

Estima-se que, nos dias atuais, cerca de 2,2 % das fontes usadas no planeta sdo
consideradas limpas e renovaveis [1]. Dentre as fontes alternativas estudadas destaca-se o
biodiesel, considerado por muitos um substituto renovavel, limpo e organico para o diesel
de petrdleo [1]. Evidéncias mostram que o primeiro uso de biodiesel ocorreu em 1900, com
biodiesel oriundo de éleo de amendoim usado para movimentar um motor [3]. No Brasil,
o alcool etilico obtido da fermentacdo de cana-de-agicar tem sido usado como fonte de
combustivel desde 1970 [4].

Apesar do alto custo de fabricacdo do biodiesel quando comparado ao diesel de
petrdleo [5], a producdo desse biocombustivel propicia melhorias em questdes sociais e
econOmicas, como a geracdo de empregos em zonas rurais carentes, diminuindo signifi-
cantemente a migracdo para as cidades, atraindo profissionais especializados e gerando
todo um apoio a agricultura de modo geral [1]. O alcool derivado da cana também possui
caracteristica importantissima de emissdo minima de enxofre, consequentemente quase
que negativa a emissdo de seus 6xidos como SO, e SO que sdo grandes responsaveis pelo

fené6meno da chuva acida [4].

1.1 Biodiesel

O biodiesel é formado principalmente por ésteres [5, 3] produzido a partir do
processo de transesterificacdo de dleos vegetais [6, 5], gorduras animais [5, 6], graxas
residuais [7], ou, até mesmo, pela reciclagem de 6leos domésticos [7]. Na Figura 1 é

mostrado o esquema da reacgdo de transesterificacdo dos 6leos vegetais.
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Figura 1 — Reacdo de transesterificacao de triglicerideos.
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Fonte: adaptado de [8].

Diversos 6leos vegetais podem ser usados para obtencdo do biodiesel tais como:
girassol [5], soja [9, 5], palma [5], milho [9], mamona [9], algodéo [9], entre outros.

O biodiesel pode ser usado puro, denominado B100, ou em misturas com o diesel
de petrdleo como o B20, com 20 % de biodiesel em sua composicdo [10]. Devido a
atencdo mundial a qual o biodiesel tem atraido, principalmente pela sua sustentabilidade
e o inevitadvel aumento de sua contribuicdo na matriz energética, faz-se necessario o seu
estudo, assim como a analise de fatores que influenciam direta e indiretamente seu uso [5],
desde o seu manuseio e processo, até questoes logisticas e financeiras.

Os biodiesel obtido de diferentes culturas e matérias-primas apresentam diferencas
em sua composicido quimica e propriedades fisico-quimicas [5, 3]. Analisando as questdes
estruturais, diferentes tipos de biodiesel possuem diferencas no comprimento da cadeia,
no numero, posicao, e configuracdo geométrica das duplas ligacoes [7]. As propriedades
fisico-quimicas sdo diretamente influenciadas pelos dcidos graxos que compde o material
[11]. Grandes quantidades de ésteres graxos saturados promovem problemas no uso do
biodiesel no fluxo a frio [3]. Para o biodiesel no qual a matéria-prima € o 6leo de soja
sabe-se que seu ponto de névoa é préoximo de 0 °C, enquanto que para o proveniente de
gorduras animais acontece em 15 °C [3]. Sua producio é feita através do processo de
transesterificacdo devido a alta viscosidade dos 6leos usados para a fabricagdo dos biodiesel.
A principal razdo para o uso desse processo é que se um liquido de alta viscosidade for usado

diretamente em motores automobilisticos, ele pode ocasionar problemas de funcionamento
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ou entupimentos [3, 5]. O processo de transesterificacdo reduz a viscosidade do éleo que
varia de aproximadamente 28 a 40 mm? s’ para 4 a 5 mm? s deixando-o com propriedades
similares ao diesel de petrdleo [3].

O biodiesel possui baixa estabilidade quando comparado ao diesel de petréleo [5].
Sua estabilidade pode ser afetada por diversos fatores como temperatura [9, 2, 11, 5],
contaminacdes [5, 9], contato com luz [9, 11, 5], contato com oxigénio do ar [2, 11]. Um
dos principais problemas em estudo é quanto a suscetibilidade do biodiesel a processos
de oxidagdo uma vez estocado [6, 11, 5]. Biodiesel provenientes de 6leos e gorduras sédo
facilmente afetados pela auto-oxidagdo ocasionada por altas temperaturas e contato com o
oxigénio do ar devido a sua formagdo molecular [12]. A estabilidade do biodiesel depende da
composicio do seu dleo usado como matéria-prima pois dcidos graxos insaturados possuem
maior probabilidade de oxidacdo quando comparado a componentes saturados [6].

Estima-se que aproximadamente 80 % do biodiesel brasileiro é originado do dleo de
soja, cuja estrutura é composta, em maioria, por dcidos graxos insaturados, gerando maior
tendéncia a oxidagdo, principalmente quando armazenado durante longos periodos [2]. Na
Tabela 1 abaixo é mostrada a composicdo média dos dcidos graxos insaturados presentes

nos Oleos de soja e milho.

Tabela 1 — Acidos graxos insaturados presentes nos 6leos de soja e milho.

Acido Graxo Oleo de Soja %(w/w) Oleo de Milho %(w/w)
Palmitoleico 16:1 0,1 0,6
Oleico 18:1 24,9 65,6
Linoleico 18:2 53,0 25,2
Linolénico  18:3 6,1 0,1
Gadoleico  20:1 0,3 0,1
Ertcico 22:1 0,3 0,1

Fonte: [13].

Em relacdo a oxidacdo, o biodiesel é suscetivel a dois principais processos dados
como: auto-oxidacdo e foto-oxidacdo. O processo de auto-oxidagdo é o mais comum e a
maior causa de oxidacdo nos biodiesel. Ele ocorre a partir do contato do biodiesel com o
oxigénio. Baseia-se em uma reacdo radicalar em cadeia, ndo reversivel, apresentando etapas
de iniciacdo, propagacao e término [14]. A foto-oxidacdo necessita da presenca de luz e
oxigéenio. Nesse processo, a presenca de luz ultravioleta (UV) decompde os componentes de
oxigénio no biodiesel, gerando radicais que dao inicio ao processo de oxidacdo pela formacgéao
de hidroperoéxidos [5]. A formacao de substancias insoltiveis apresenta dependéncia com

as reacOes oxidativas [12]. Na Figura 2 é mostrado um esquema geral do processo de
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oxidacdo de lipideos. Na etapa de iniciacdo ocorre, devido influéncias de luz e calor, a
formacédo de radicais livres (Re) do 4cido graxo (RH). Na etapa de propagacao, os radicais
livres sdo transformados em outros tipos de radicais livres, tais como peréxidos (ROOe) e
hidroperéxidos (ROOH), que exercem a func¢ido de propagadores da reacdo oxidativa. Por
fim, no processo de término dois radicais se combinam formando produtos estaveis [14].

Figura 2 — Esquema geral do processo oxidativo de lipideos.

Iniciacao:
RH —Re+He
Propagacao:
Re+0, — ROOe
ROO e +RH — ROOH + Re
ROOH — RO e +HOe
Término:

ROO e +Re — ROOR

ROO e +ROOe — ROOR + O,

Re +Re — RR

Fonte: adaptado de [14].

1.2 Antioxidantes e Contaminantes Metalicos

Pela grande dificuldade em se evitar a oxidagdo do biodiesel, diversos estudos tém
sido realizados com o objetivo de preveni-la, visando minimizar fatores que possam dar inicio
a reacdo de degradacdo, como luz, temperatura, entre outros citados previamente. O uso

de antioxidantes tém se mostrado atualmente o método de maior eficdcia no retardamento
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do processo oxidativo pelo aumento do periodo de inducdo [5]. Sua principal funcédo é
retardar o processo de degradacdo. O efeito depende do tipo de matéria-prima usada
para producdo do biodiesel [11]. A concentracgéo e tipo de antioxidantes empregados
influenciam diretamente na estabilidade do material [5], apresentando crescimento linear
entre estabilidade e concentracdo usada [11]. Na Figura 3 é mostrado um mecanismo
geral da acdo de antioxidantes, onde, os radicais livres (Re) estdo submetidos a acdo de um
antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo (AH), gerando um &cido graxo insaturado
(ROH) juntamente com um radical inerte (Ae) [14].

Figura 3 — Esquema do mecanismo de acdo de antioxidantes.

Re +AH — RH + Ae

Fonte: adaptado de [14].

Por outro lado, o emprego de antioxidantes pode alterar algumas caracteristicas do
biodiesel como a densidade, viscosidade cinematica, acidez, entre outras [11]. Estudos
com blendas de diesel de petrdleo e biodiesel mostraram que conforme ha aumento na
quantidade de biodiesel presente na blenda, a instabilidade da mesma também cresce. Os
antioxidantes sintéticos PG (propil galato) e PA (4cido pirogéalico) tem apresentado bom
desempenho nas misturas. Embora o antioxidante TBHQ (terc-butil-hidroquinona) seja
eficaz para retardar processos oxidativos no biodiesel, sua performance nao se mantém
quando usado na mistura biodiesel/diesel de petréleo [6].

A maioria dos antioxidantes usados sdo produtos comercialmente disponiveis e sinté-
ticos. Entretanto, em sua maioria, estes produtos apresentam caracteristicas ndo favoraveis
ao processo, como alto custo. Por esse motivo, diversos estudos sobre antioxidantes na-
turais tém sido conduzidos, uma vez que auxiliam na estabilidade oxidativa do biodiesel
e possuem custo inferior. O uso de ctircuma como antioxidante natural, mais conhecida
como acafrdo-da-terra, ja foi testado de maneira eficiente. Dados mostraram que o material
teve desempenho semelhante ao antioxidante sintético TBHQ, comumente usado no meio
industrial. Uma melhora de 83 % no periodo de inducao do biodiesel de soja foi obtido.
Dessa forma, a circuma mostrou-se com grande potencial do uso como antioxidante devido
a sua eficiéncia, além de ser natural e apresentar baixo custo para produgdo [2]. Outro
exemplo de antioxidante natural investigado é o alecrim. Um estudo conduzido por Abramo-
vi¢ et al [15], apontou que a mistura do extrato de alecrim com 6leo de camelina manteve a

estabilidade oxidativa do éleo de modo satisfatério.
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Os 6leos que apresentam grande quantidade de vitamina E e betacaroteno apre-
sentam menor suscetibilidade a oxidacido, uma vez que esses compostos sdo considerados
antioxidantes naturais. O 6leo de palma bruto obtido a partir do processo de transesterifica-
cdo com ésteres metilicos possui essa vantagem. Experimentos mostraram que a quantidade
de 600 ppm de vitamina E proporcionaram um periodo de inducdo maior que 6 horas
[16]. O extrato de castanha de caju mostrou-se eficaz quando usado como antioxidante
no biodiesel de Jatropha®. O periodo de inducdo apresentou aumento com a presenca do
extrato mas, em temperaturas altas, hd decréscimo na varidvel. O uso desse antioxidante
se mostra economicamente vidvel nas regides em que seu plantio é favorecido a partir das
condicbes ambientais propicias. A partir dos métodos de extrapolacao aplicados no trabalho
pode-se concluir que o biodiesel de Jatropha pode permanecer estocado pelo periodo de 6
meses em temperatura ambiente com adicdo de 1655 ppm do antioxidante natural extraido
das castanhas de caju [17]. O biodiesel de soja hidrogenado, com a acdo do antioxidante
extraido do ntucleo da semente de manga, apresentou um periodo de inducdo de aproxima-
damente 13,53 horas, extrapolando o limite internacional que recomenda um minimo de 6
horas [18].

A presenca de contaminantes de origem metélica é também um dos grandes responsa-
veis pela degradagdo do biodiesel no processo de estocagem. Esses metais apresentam efeito
catalitico quando em contato com o biodiesel, proporcionando a formac¢do de sedimentos
insoluveis [5]. Dados mostraram que Cobre (Cu) é o material com maior efeito catalitico no
biodiesel enquanto que Aluminio (Al) néo apresenta qualquer influéncia [5]. Alguns estudos
com biodiesel de mamona também foram realizados para avaliacdo do efeito catalitico
dos metais Ferro (Fe), Niquel (Ni), Manganés (Mn) e Cobalto (Co). Tais metais foram
escolhidos devido a sua comum utilizacdo na fabricacdo de tanques para armazenamento.
Os resultados mostraram que Cobre é o material com maior efeito catalitico, seguido de
Cobalto, Manganés, Niquel e Ferro [9].

Quando puro, o biodiesel aumenta cerca de 10 % a emissdo de compostos poluentes
do tipo NO,, em comparacdo ao diesel de petréleo. Entretanto, ha eficiente reducdo na
emissdo de hidrocarbonetos, CO e matéria particulada [3]. Outros pesquisadores afirmam
que o uso de antioxidantes no biodiesel favorece a reducdo na emissdo de compostos de
NO,, e aumentam a emissdo de CO e THC (hidrocarbonetos totais). Entretanto, esses indices

de poluicdo sdo menores que os apresentados pelo diesel de origem féssil [5].

1 Jatropha é um género botanico pertencente a familia Euphorbiaceae que inclui a mamona.
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1.3 Técnicas de Analise

1.3.1 Método de Aquecimento Acelerado

Um dos fatores mais importante para avaliar o processo de oxidacao de biodiesel
é chamado de estabilidade oxidativa ou periodo de inducdo. Ele é determinado como o
tempo ao qual a formacéo de hidroperdxidos é pequena, uma vez o biodiesel ja estocado. Tal
tempo pode variar dependendo de algumas condicées em que o biodiesel é submetido como
periodo de estocagem [5], presenca ou auséncia de aditivos [5], grau de insaturagdes dos
ésteres [8], e até mesmo a posi¢do das duplas ligacoes. Uma vez que o processo oxidativo é
iniciado ele é irreversivel [5].

O método de aquecimento acelerado ou método Rancimat € considerado o método
oficial para determinar a estabilidade oxidativa de d6leos e gorduras [5] e o tnico aceito
internacionalmente [19]. No método, a estabilidade oxidativa do biodiesel é alcancada
acelerando o processo oxidativo através do aquecimento a temperaturas fixas [20]. Assim, a
oxidacdo é induzida por um fluxo continuo de ar através das amostras de biodiesel [19],
que devem conter aproximadamente 3 g de massa, mantidas a temperaturas constantes, que
podem ser 100 °C, 110 °C ou 120 °C [21]. E possivel realizar a analise de até oito amostras
ao mesmo tempo [19].

Os vapores produzidos no processo de oxidacdo que saem das amostras, sdo captura-
dos em frascos que possuem agua deionizada, conectados a um eletrodo a fim de medir a
condutividade do meio [21]. O eletrodo é conectado a um sistema eletroénico que captura os
dados informados e obtém, automaticamente, o periodo de indugdo das amostras a partir
do ponto de inflexdo da curva de condutividade [21, 20]. O crescimento da curva é causado
pela dissocia¢do de produtos volateis, como acido carboxilico, produzidos durante o processo
de oxidagdo e que sdo absorvidos pela agua [21].

Na Figura 4 é mostrado o esquema do método de aquecimento acelerado Rancimat.
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Figura 4 — Esquema do método de aquecimento acelerado usando o equipamento Rancimat.
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Fonte: adaptado de [21].

A norma européia EN 14214 [22] regulamenta os valores ideais a serem obtidos pelo
teste Rancimat para combustiveis automotivos. Ela indica que o periodo de inducédo ideal
deve ser igual ou superior a 6 h para testes realizados em temperatura de 110 °C.

Uma das principais desvantagens do uso desse método é a sua demora para realizagdo
das analises, podendo ser superior a 6 h [23], dependendo da qualidade do produto a ser
avaliado.

Biodiesel oriundos de diferentes matérias-primas tém sido amplamente estudados a
partir do método de aquecimento acelerado, tais como: colza [24], girasol [24], soja [25],

sebo bovino [26], entre outros.

1.3.2 Indice de Acidez

O monitoramento dos valores de indice de acidez nos biodiesel, quando encontrados
em armazenamento, ¢ de suma importancia para o controle da presenca ou ndo de dgua
no material. Os indices de acidez variam quando ha a presenca de dgua. Para aplicacdo do
método, usa-se a fenoftaleina como indicador dcido-base e solucdo alcodlica de KOH como
titulante. O método recomendado internacionamente (EN 14104 [27]) para o controle
desse parametro é dado pela norma EN 14214 [22], onde o limite maximo de acidez é

determinado como sendo igual a 0,5 mg de KOH g [8].
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1.3.3 Ponto de Névoa e Ponto de Fluidez

Biodiesel de diferentes matérias-primas possuem diferentes propriedades fisico-
quimicas, assim como mencionado anteriormente. Por esse motivo, a temperaura pode
interferir diretamente nas propriedas dos biodiesel. Em baixas temperaturas, biodiesel tém
a tendéncia de perder sua fluidez assim como sofrerem solidifica¢gdes parciais, podendo
ocasionar problemas nos motores onde estdo sendo usados como o entupimento do sistema
de filtracdo [8].

O método ASTM D2500 [28] avalia o ponto de névoa do material, onde é determi-
nado pela temperatura na qual ocorre a formacgéo inicial de cristais quando o biodiesel é
resfriado [8].

O ponto de fluidez, determinado pelo método EN ISO 3016, é estabelecido como a
temperatura na qual o biocombustivel perde sua fluidez quando submetido a resfriamento

[8].

1.3.4 Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE)

A Ressonancia Paramagnética de Eletronica (RPE) faz uso das interacoes entre
radiacdo eletromagnética e momentos magnéticos provenientes dos elétrons. A técnica de
espectroscopia pode ser aplicada para estudos de radicais organicos livres pois estes sdo
considerados espécies paramagnéticas [29]. As amostras, depositadas em tubos de vidro,
sdo submetidas a uma radiacdo com frequéncia constante e campo magnético variante,
estimulando a condi¢do ressonante no sistema. O sinal de energia absorvida é obtido,
usando a segunda derivada, onde faz-se possivel a determinacdo de componentes quimicas
[29], podendo assim rastrear a formacdo dos radicais livres que desencadeiam o processo
oxidativo. A grande parte de informacdes sobre as moléculas dos materiais analisados é
obtida a partir do espectro de absorcao gerado [30].

Cientificamente sabe-se que os elétrons possuem dois estados de spin eletronicos
associados, determinados como my = + % em, = - % Ambos os estados possuem a mesma
energia associada quando nao sofrem influéncia de um campo magnético. Mas, quando hd a
aplicacdo de um campo magnético no sistema hd a separagdo dos dois estados possiveis m,,

como mostrado na Figura 5.
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Figura 5 — Separacéo eletronica dos estados de spin m, submetidos a campo um magnético.
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Fonte: adaptado de [29].

A variacdo de energia AE é diretamente proporcional a intensidade do campo
magnético (Hy), a frequéncia de operagdo do espectometro (v), do magnéton de Bohr () e

do fator de proporcionalidade g, como mostrado na equagéo abaixo:

AE=hgfH, (1.1

O fator de proporcionalidade g é um dos principais parametros para extrair informa-
cOes acerca das espécies observadas. Radicais com rotacdo livre, possuem um par de elétrons
desemparelhados, apresentando apenas um valor de g. Radicais livres organicos com car-
bono centrado possuem valores de g proximos ao do elétron livre de 2,0036. Para complexos
metdlicos, g pode variar dependendo da espécie observada, podendo gerar informacées
importantes acerca da estrutura eletronica do metal [29].

O desdobramento hiperfino pode também determinar informacdes acerca dos ra-
dicais observados. Ele é o resultado da interacdo entre o elétron desemparelhado e os
nucleos que estdo perto deste elétron e que possuem momento nuclear intrinsecos [31]. O
desdobramento dos niveis de energia do sistema é resultado das intera¢des entre o elétron
desemparelhado e os nucleos. O numero de linhas geradas depende diretamente do nimero
de spin nuclear I e do nimero de spin eletronico S.

Na Figura 6 é mostrado um exemplo da interacdo hiperfina de um radical livre com
um atomo de hidrogénio que apresenta constante de desbobramento a;= 507 G. Para esse

caso, hd a presenca de duas linhas de ressonancia [29].
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Figura 6 — Esquema do desdobramento hiperfino da interacdo de um radical livre com um

atomo de hidrogénio.
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Fonte: adaptado de [29].

A RPE permite acompanhar os radicais em processo de reducdo ou oxidacdo em
compostos bioldgicos sendo empregada de forma positiva em estudos com quindis [32]. O
uso da técnica para andlise do efeito de antioxidantes no glicerol ja foi realizado [33] e a
eficiéncia do estudo das propriedades de antioxidantes em glicerol previamente mostrada
[34]. Um dos grandes problemas encontrados na detec¢do de radicais livres a partir da RPE
é que a maioria desses radicais, como por exemplo eOH (radiacal hidrdxi), eCH,(radical
metil), #OCH; (radical metoxilo), possuem tempo de vida curto o que impossibilita a deteccao

direta no equipamento [35]. Desse modo o uso da técnica de spin trapping faz-se necessdrio.

1.3.4.1 Técnica de Spin Trapping

A RPE € considerada um dos métodos que apresenta menor ambiguidade na deteccdo
de radicais livres [36]. Mas, os radicais livres de interesse a serem pesquisados nem sempre
sdo possiveis de serem detectados, pois suas concentragoes podem estar abaixo do limite

de deteccao do equipamento ou até mesmo pelo fato de seu tempo de vida ser muito curto
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[36]. Alguns radicais com essas caracteristicas sdo ¢0,, ®OH, radicais alcoxi, radicais livres
centrados em enxofre, entre outros. Desse modo, o uso de spin traps tenta superar esses
problemas [36].

A técnica de spin trapping baseia-se na utilizacfio de espécies diamagnéticas? para o
estudo de sistemas paramagnéticos, assim como radicais livres com curtos tempos de vida
[37, 36]. A espécie diamagnética, spin trap, é adicionada ao sistema de estudo formando
um radical com maior estabilidade, denominado de spin aduto [38]. Os spin traps nao
possuem elétrons desemparelhados, portanto, ndo sdo detectados por RPE, apenas o spin
aduto formado apresenta sinal de ressonancia [39]. O uso da técnica sé € eficiente quando
o spin aduto formado adquire maior estabilidade que o radical aprisionado [37]. O spin
aduto pode fornecer pelo menos uma indicacdo qualitativa da presenca de radicais, o tipo
de radical livre observado e até mesmo, em alguns casos, informacoes quantitativas sobre os
mesmos [39]. Tais informacoes, assim como caracteristicas presentes nos espectros obtidos
de absorcdo, podem levar a indentificacdo dos tipos de radicais livres [39].

A técnica de spin trapping é considerado uma ferramenta valiosa no estudo de
radicais livres pois possui um uso experimental considerado simples, menor demanda de
tempo quando comparado a outras técnicas de estudo de radicais livres com curtos tempos
de vida [37], além de permitir a observacdo indireta de radicais, nos quais é impossivel sua
observacdo direta por RPE [36]. Essa técnica tem sido aplicada eficientemente na deteccdo
e identificacdo de varios tipos de radicais livres em amostras in vivo [39] assim como em
andlises de 6leos e gorduras [40, 41], estudos biomédicos [42], entre outros. Pode ser dada
como um método rapido de anélise oxidativa de dleos [40].

Os spin adutos detectados por RPE nem sempre sdo os primeiros formados no sistema
pois, diversas reacdes podem acontecer caso os radicais formados inicialmente sejam muito
reativos, assim como o radical hidroxila que reage facilmente com molécuas organicas [39].

Dois principais tipos de spin traps sdo comumente usados, 0s compostos nitrosos
e as nitronas [36, 38]. Os compostos nitrosos podem fornecer uma maior quantidade de
informagdes acerca do radical, quando comparado com as nitronas, podendo entdo fornecer
informacOes quanto aos parametros de desdobramento hiperfino [36] de maneira mais
simples. Os compostos nitrosos podem ser usados para deteccio de radicais em locais nao
acessiveis a observacao direta por RPE como por exemplo em drgdos de animais ou humanos
[38]. A eficiéncia do aprisionamento de radicais livres usando compostos nitréxidos depende
de intimeros fatores.

Alguns reagentes presentes no sistema de estudo podem competir com o spin trap
nitroso na captura dos radicais livres, ou até mesmo competir com os radicais nitréxidos ja
formados, fazendo com que sua concentracao decresca. Desse modo, podemos dizer que,
um resultado negativo na observacdo de radicais livres ndo pode levar a conclusdo da nédo

existéncia dos mesmos no meio estudado [43].

2 Espécias diamagnéticas sdo materiais que sdo repelidos quando na presenca de fortes campos magnéticos.
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A escolha do solvente, quando em uso de um spin trap nitroso, é um dos fatores
de maior importancia. Em alguns casos os radicais aprisionados podem ter origem das
moléculas do solvente. Desse modo, ndo é recomendado o uso de metanol, etanol, acetona,
acido acético como solventes em reacoes envolvendo a geracdo de radicais «OH. O néo uso
de solventes é uma boa escolha quando a substancia usada apresenta-se em estado liquido a
temperatura ambiente [43].

As nitronas apresentam melhor eficiéncia como spin trap para o estudo de radicais
de oxigénio centrado mas, perdem alguma informacéo pois o radical aprisionado se liga
ao carbono adjacente ao nitrogénio [36]. As nitronas e seus spin adutos apresentam maior
estabilidade térmica e fotolitica [43, 38], mas seus radicais apenas podem ser identificados
a partir das constantes de acoplamento do nitrogénio e préton beta, ay e a;, tornando a
identificacdo do radical imprecisa [38, 43].

Na Figura 7 sdo mostradas as estruturas quimicas dos compostos nitrosos e compostos

nitronas.

Figura 7 — Compostos nitrosos e nitronas.
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A maioria dos spin traps nitronas usados, como o PBN (N-t-Butyl-a-phenylnitrone) e
o DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide) possuem um hidrogénio beta que pode fornecer
informagdes sobre o radical aprisionado [36, 38].

A formacdo de spin adutos e suas propriedades estdo diretamente relacionadas
com o tipo de spin trap utilizado pois, quanto mais reativo o radical, principalmente o
oOH, diferentes reacoes podem ocorrer com o uso de determinado spin trap, possuindo
variagOes significativas em sua estrutura. Considerando a reagdo de aprisionamento do
radical ¢OH com diferentes spin traps como DMPO, PBN e 4-POBN (a-pyridyl-1-oxide-N-tert-
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butyl nitrone) estudos mostraram que a constante de taxa da reacdo de ¢OH com DMPO
apresentou valor igual a 4,3 x 10° M'!s!, com taxa de formacéo de spin adutos de 3,5 x 10°
M1s?, ou seja, a maior parte da reacéo foi transformada em spin adutos. Dados de radicais
e¢OH com 4-POBN apresentaram resultados semelhantes ao DMPO, com aproximadamente
25 % da reacdo gerando spin adutos. Mas, quanto ao PBN, apenas uma pequena quantidade
das reacoes levou a formacéo de spin adutos, apresentando uma taxa de 7,0 x 107 M's™,
enquanto que a taxa de toda a reacéo foi de 7,3 x 10° M!s!. Tais discrepincias mostraram
que para cada spin aduto formado nas reacoes com radicais ®OH pode-se prever que exista
uma protecao antioxidante de cerca de 85 vezes para os spin PBN e DMPO enquanto que
uma de 20 vezes para o 4-POBN [42].

Em diversos estudos o PBN tem sido apontado como um dos mais comuns spin traps
usados [41]. Ele é preferencialmente escolhido no estudo de radicais livres que possuem
fases lipofilicas® [42]. O DMPO ¢é geralmente escolhido para detec¢do de radicais em
meio aquoso e sistemas biolégicos sendo o preferido em estudos bioquimicos envolvendo
radicais ®OH [42], pois possui grande eficiéncia na captura de radicais 0", e ¢OH além de
apresentar spin adutos mais estaveis [46].

Na Figura 8 é mostrado a cadeia quimica de alguns spin traps. DMPO (5,5-dimethyl-
1-pyrroline N-oxide), TEMPO (2,2,6,6-Tetramethylpiperidine 1-oxyl), PBN-SO;Na (N-tert-
Butyl-a-(2-sulfophenyl)nitrone sodium salt), DBN BS (3,5-dibromo-4- nitrosobenzenesul-
fonate) e 4-POBN (a-pyridyl-1-oxide-N-tert-butyl nitrone) sdo spin traps soliveis em agua.
MNP (2-methyl-2-nitrosopropane) e NB (nitrosobenzene) sdo soltuveis apenas em lipideos
enquanto que PBN e PBN-NO, (N-tert-Butyl-a-(4-nitrophenyl)nitrone) sio soltveis tanto em

dgua quanto em lipideos.

3

Substancias lipofilicas sdo substincias soltveis em lipidios.
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Figura 8 — Estrutura quimica de alguns spin traps.
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Fonte: adaptado de [42].

Na Figura 9 é mostrado a reagdo de formacéo do spin aduto a patir do uso do spin
trap PBN.

Figura 9 — Reacdo do radical livre com o spin trap N-t-Butyl-a-phenylnitrone.
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Fonte: [38].

Ao longo dos anos, inimeros trabalhos tém sido desenvolvidos sobre a observagdo
por RPE das reacgdes de radicais livres «OH com diferentes substancias organicas. Lager-
crantz e Forshult [47] realizaram exeperimentos de radicais «OH gerados fotoliticamente

em sulféxidos e sulfonas. Os resultados indicaram que os radicais alquilos sdo facilmente
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aprisionados pelo método nitréxido quando aplicados em sulféxidos. Em estudos realizados
com Oleos, o spin trap comumente usado é o PBN [40, 48, 35]. Velasco e seus colaboradores
[40] mostraram que a técnica € eficiente em estudos de lipidios, mostrando boa correlagao
entre RPE e o método Rancimat. Estudos da estabilidade oxidativa de bioglicerol, proveni-
ente da fabricacao de biodiesel, também foram realizados, mostrando eficacia na anélise de
decomposicdo do material [35].

Alguns fatores sdo cruciais no sucesso do uso do spin trap em experimentos, entre
eles estdo as taxas de aprisionamento dos radicais e as taxas de decaimento do spin aduto.
Sabe-se que alguns spin adutos podem ser destruidos a partir de interferéncias externas do
ambiente, e outros, sdo naturalmente instaveis. Desse modo, a intensidade do sinal do spin
aduto obtido por RPE apresenta variacdes. E frequentemente observado que a intensidade
cresce inicialmente, estabiliza e posteriormente decai, tanto em exeperimentos in Vvitro
e in situ. A taxa de decaimento do sinal dos radicais adutos é diretamente dependente
da estrutura do spin trap usado, natureza do solvente da amostra e pH [42]. Dados
experimentais indicam que a taxa de decaimento de primeira ordem em dgua do spin aduto
PBN/eOH cresce cerca de 10 vezes quando o pH da amostra esta entre 6 e 8,5 [42]. Janzen
e colaboradores [49] também mostraram que a estabilidade do spin aduto formado a partir
do radical livre hidroxila com o spin trap PBN varia de acordo com o pH da amostra.

O espectro do spin aduto simulado de PBN/eOH ¢ mostrado na Figura 10. Essa

espécie formada possui valores caracteristicos de ay= 14,6 G e ay= 3,1 G [38].

Figura 10 — Espectro de EPR do spin aduto formado a partir do spin trap N-t-Butyl-o-
phenylnitrone e radical hidroxi.
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Fonte: adaptado de [38].

Buettner [50] apresentou dados sobre parametros caracteristicos dos spin adutos
formados a partir do PBN com intimeros diferentes radicais e solventes. Alguns desses dados
sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Parametros do spin aduto formado a partir do spin trap N-t-Butyl-a-phenylnitrone.

Spin aduto Solvente ay(Q) | ag(@)
oH Benzeno 14,25 | 7,13

oH Agua 16,80 | 10,90
eOH Agua 15,30 | 2.75
oOH Acetato etilico - 2,10
oOH Benzeno 14,12 | 2,01
*OOH Agua 14,80 | 2,75
e¢OOH Benzeno 14,28 | 2,75

Fonte: adaptado de [50].
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2 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo adaptar e desenvolver uma metodologia para
a quantificacdo de radicais livres na degradacdo oxidativa de biodiesel a partir do uso da
técnica de spin trapping. Também visou o monitoramento por Ressonancia Paramagnética
Eletronica (RPE) da formacédo de radicais livres em amostras de biodiesel sintetizados a
partir de diferentes matérias-primas e correlacionar as informacoes obtidas com as técnicas

e normas vigentes previamente existentes.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Preparacao das Amostras

3.1.1 Reacao de Transesterificacdo

Foram usados 100 g de dleo de soja e 6leo de milho comerciais como matéria prima
para a sintese do biodiesel. O biodiesel foi produzido pela rea¢éo de transesterificacdo por
rota metilica com 50 mL de metanol grau P A. com 0,8 g de hidréxido de sédio (NaOH)
como catalisador. As misturas foram submetidas a agitacdo lenta, com aquecimento sob
refluxo, a uma temperatura de 65 °C durante 2 horas. Para promover uma melhor separacdo
dos triglicerideos, glicerol e o &lcool presentes nos ésteres obtidos, as amostras de biodiesel
foram neutralizadas com uma solu¢do de acido cloridrico 1 % (v/v) a 80 °C, a fim de
minimizar a formacdo de emulsdes. Posteriormente, os mesmos foram lavados com dgua
destilada a 80 °C até que a agua de lavagem alcancasse o pH 7, aferido em papel indicador
universal pH 1-14 (Macherey Nagel®, Alemanha). Apds a neutralizacdo, a desumidificacao
das amostras foi realizada adicionando-se 8 g de sulfato de sédio anidro P A. (Na,SO,) sendo
que o sulfato de sédio foi previamente seco em estufa por 30 min a 120 °C. As misturas
foram agitadas e, em seguida, filtradas em papel de filtro quantitativo faixa azul (~8 um) a
vacuo. As etapas de desumidificacdo e neutralizacdo foram repetidas por mais duas vezes.
As amostras de biodiesel produzidos foram armazenados em frasco de vidro sob refrigeracéo
e em auséncia de luz.

Na Figura 11 é mostrado um fluxograma sobre os processos nos quais os biodiesel
foram submetidos.

O biodiesel comercial (BS - BIOS/ Marialva —PR) usado estava dentro das especifica-
coes conforme regulamento técnico ANP N° 3/2014. Seus dados sdo mostrados na Tabela
3.

Todas as amostras de biodiesel usadas ndo apresentam adicdo de antioxidantes.
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Figura 11 — Fluxograma das etapas de purificacdo, desumidificacio e filtracdo do biodiesel.

Etapa de desumidificacéo:
Neutralizacdo do biodiesel pH neutro, mensurado em adicionando-se 8 g de
com acido cloridrico a papel indicador universal sulfato de sédio no
80°C pH 1-14. biodiesel formado e
neutralizado.

Agita-se a mistura, e em
O biodiesel produzido sera seguida, filtrou-se em papel
a

filtro quantitativo faixa azul
rmazenado em frasco de

vidro sob refrigeracéo. (~8um) a vacuo, com
gerag auxilio de Kitassato e funil

de Buchner. (Duas vezes).

Fonte: a propria autora.

Tabela 3 — Especificacdes do biodiesel comercial.

Item Analitico Unidade Método Especificacdes” Resultados
Teor de dgua mg/kg ASTM D max. 200,0 191,8
6304
Viscosidade mm?/s ASTM D 445 3,000 - 6,000 4,467

Cinematica a 40 °C

Ponto de Fulgor °C ASTM D 93 min. 100,0 157
Teor de Ester g/100g  EN 14103 min. 96,5 96,6
Indice de Acidez mg/g  ASTM D 664 max. 0,50 0,44

*Conforme regulamento técnico ANP N° 3/2014.
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3.1.2 Incubacado Com Spin Trap N-t-Butyl-o-phenylnitrone

As amostras de biodiesel foram incubadas usando o spin trap N-t-Butyl-a-phenylnitrone
(PBN) com pureza = 98% adquirido da empresa Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Alemanha) e usado como recebido. Foi coletada 1 g de cada amostra de biodiesel e
adicionado 0,1 mg de spin trap PBN. As amostras foram agitadas manualmente por apro-
ximadamente 2 min até a total solubilizacdo do PBN. Apds a solubilizacéo, cerca de 0,05
g de cada amostra incubada foram pesadas nos tubos de quartzo préprios para andlise no
equipamente de RPE com 4 mm de diametro. A metodologia de incubacao foi adaptada a
partir de Velasco et al [40].

A escolha do spin trap usado deve-se ao fato de o material ser solivel em 6leos e

agua, facilitando sua solubiliza¢do no processo de incubacao.

3.2 Analises

3.2.1 Ressonancia Paramagnética Eletronica

3.2.1.1 Quantificacdo de espécies do padrao marcador de campo de manganés do-

pado com 6xido de magnésio (MgO:Mn?*)

Previamente a esse estudo, foi realizada uma anadlise entre dois padrdes do equipa-
mento. Foram colocados na cavidade ressonante dois padroes paramagnéticos de parametros
espectroscopicos conhecidos. O marcador de campo de cromo dopado com éxido de mag-
nésio (Cr’*:MgO) cujo ntimero de espécies paramagnéticas é conhecido e, o marcador de
campo de manganés dopado com 6xido de magnésio (MgO:Mn?*), fornecido pelo fabricante
do equipamento. Desse modo, em medidas realizadas previamente, foram gerados espec-
tros desses dois marcadores simultaneamente. Por comparac¢do entre as dreas obtidas por
integracdo matemadtica dos espectros adquiridos, fez-se possivel a determinacdo do niimero
de espécies existentes no padrdo de manganés (MgO:Mn>"). Apds essa determinacio, o
marcador de campo de manganés dopado com éxido de magnésio (MgO:Mn?*") foi usado em
todas as medidas de RPE realizadas, obtendo seu espectro juntamente com os dos biodiesel
a fim de proporcionar a padronizacdo necessaria para realizar a quantificacdo das espécies

aprisionadas nas amostras de biodiesel.

3.2.1.2 Analises com aquecimento a 70 °C

As medidas de RPE foram realizadas em um espectrometro JEOL (JES-PE-3X), ope-
rando em banda X (~9,5 GHz), pertencente ao Laboratério de Fluorescéncia e Ressonancia
Paramagnética Eletrénica (LAFLURPE), Centro de Ciéncias Exatas da Universidade Estadual
de Londrina (UEL). Foi adotado um centro de campo magnético de 3290 G com varredura

de 250 G, tempo de resposta de 0,1 s, frequéncia de 100 KHz e scans de 4 min. As amostras
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de biodiesel foram analisadas por RPE imediatamente apds o processo de incubacdo com
spin trap PBN. As amostras controle foram armazenadas em estufa durante 21 dias a uma
temperatura de 50 °C e retiradas para realizacdo das andlises e incubagdo com PBN nos dias
necessdrios. Dados de RPE foram coletados a temperatura constante de 70 °C em intervalos
de tempo de 5 min, durante aproximadamente 2 h. Foram coletados dados nos dias 1, 6, 13
e 21. Em todas as medidas foi usado o padrdo de manganés (MgO:Mn?") para possibilitar a

quantificacdo dos radicais aprisionados nas amostras analisadas.

3.2.1.3 Andlises em temperatura ambiente

Em todas as medidas de RPE foi usado o padrao marcador de campo e a mesmas
configuracOes das andlises com aquecimento. As amostras de biodiesel foram incubadas
com spin trap PBN uma unica vez, no primeiro dia de andlise, e acompanhadas por RPE
a aproximadamente cada 7 dias em temperatura ambiente. As amostras foram mantidas

fechadas hermeticamente e na auséncia de luz.

3.2.1.4 Quantificacdo dos radicais e calculo do fator g

Em todas as medidas de RPE realizadas o marcador de campo de manganés dopado
com 6xido de magnésio (MgO:Mn?*") foi utilizado. Sabe-se que esse padrdo possui um
momento de spin resultade de g e apresenta um espectro caracteristico com seis linhas
de ressonancia [51] e sua quarta linha espectral apresenta valor de g de 1,981. A partir
do valor de g conhecido referente a quarta linha do padrao, foi calculado o valor do fator

espectroscépico do radical detectado de acordo com a equacao abaixo.

_ 84(H,—H)+H
H

Onde:

g € o fator espectroscépico do radical detectado;

g4 € o fator espectroscopico referente a quarta linha espectral do padrdo de manganeés;
H é o campo magnético do centro da linha do radical;

H, é o campo magnético do centro da quarta linha do padrao de manganés.

A partir do software Origin 9.0 realizou-se a integracdo matemadtica dos espectros de
RPE de cada biodiesel a fim de determinar a quantidade de radicais livres aprisionados pelo
spin trap PBN, uma vez que se sabe que a area sob uma curva de absorcao é proporcional ao
numero de spins desemparelhados que uma amostra venha a ter [52]. Com base nisso, o
numero de espécies paramagnéticas dos biodiesel foi determinado pela comparacdo entre as
areas do radical detectado e da quarta linha espectral do padrdo de manganés conforme a

equacdo abaixo.

_ Aradical >I<Z\Imanganés
Nbiodiesel - A

manganes
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Sendo que:

Npiodieses COTTEsponde ao numero de espécies aprisionadas nas amostras de biodiesel;

Nnanganss € © nUmero de espécies do padrédo de manganés;

A 4ica € @ drea do radical detectado;

Apanganes € @ drea da quarta linha do padrdo de manganés.

Para a determina¢do do numero de espécies aprionadas pelo PBN por grama de
biodiesel, o valor Ny;,giese1 fOi dividido pela massa de cada amostra colocada nos tubos de
RPE.

3.2.2 Simulacao computacional dos espectros de RPE

Os espectros de RPE foram simulados no software MATLAB [53], usando a funcdo

garlic da ferramenta EasySpin [54], disponivel gratuitamente online.

3.2.3 Estabilidade Oxidativa

As amostras de biodiesel sintetizadas e a amostra comercial foram submetidas ao
aquecimento acelerado a 110 °C de acordo com a norma EN 14112, apenas no primeiro
dia de andlise (Dia 1), utilizando-se o equipamento RANCIMAT da marca METROHM,
modelo 837. Para realizacdo das andlises foram usadas 3 g de cada amostra. O aquecimento
acelerado foi realizado a 110 °C com taxa de inflacfio de ar de 10 L h'!, a fim de se determinar
a estabilidade oxidativa, fornecido pelo ponto de inflexdo da curva entre a condutividade

elétrica em yus e o tempo em horas.

3.2.4 Indice De Acidez

As amostras apresentaram-se homogéneas e completamente liquidas. Conforme a
norma ABNT NBR 14448 [55], 2 g das amostras foram pesadas em frasco erlenmeyer de
125 mL. Foram adicionados 25 mL de solucéo de éter etilico-alcool etilico (2:1). Duas gotas
do indicador fenolftaleina foram adiciondas. Titulou-se com a solucdo de hidréxido de sédio
0,01 m padronizada até o aparecimento da coloracdo résea, persistindo por mais de 30
segundos.

O indice de acidez foi calculado a partir da equacao abaixo:

[(Volume,,,, — Volumey, 4nc,) * 0,01 % fatordecorrecdo * 56, 1]

LA(%) =
Myiodiesel
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3.2.5 Ponto De Névoa e Ponto de Fluidez

Os testes de ponto de névoa e de fluidez foram realizados em conformidade com a
norma ASTM D2500 [28].
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4 Resultados e Discussoes

4.1 Ressonancia Paramagnética Eletronica e Estabilidade

Oxidativa

4.1.1 Biodiesel de dleo de milho, biodiesel de dleo de soja e biodiesel
comercial aquecidos a 70 °C
Na Figura 12, em diferentes escalas, sdo mostrados os graficos do numero de espécies

aprisionadas nos biodiesel de milho (a), soja (b) e comercial (sem adicdo de antioxidante)

(c) obtidos por RPE com o uso da técnica spin trapping.



Capitulo 4. Resultados e Discussoes

40

Figura 12 — Numero de espécies aprisionadas no processo de degradacdo nos biodiesel de

(a) milho, (b) soja, (c) comercial, em aquecimento de 70 °C.
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Na Figura 12-a, nota-se que a formacao de spin adutos ocorreu até o 6° dia de analise,
ndo apresentando nenhum radical aprisionado apds esse periodo. A partir de tal informacéo,
pode-se inferir que a reacgdo radicalar do biodiesel de milho ocorreu completamente em 13
dias de andlise, ndo produzindo nenhuma outra molécula de radical livre apos esse periodo.

Na figura 12-b observa-se que o aprisionamento de radicais livres pelo spin trap se
deu até o 13° dia de andlise no biodiesel de soja. Além disso, pode-se concluir que seu
processo de degradacdo se deu por completo em 21 dias, pois nédo foi possivel de realizar a
quantificagdo de radicais livres apds esse dia. A amostra de biodiesel obtido comercialmente,
figura 12-c, mostrou a presenca de spin adutos até o 21° dia de analise, perdurando por
um maior periodo quando comparada as demais. Nos graficos apresentados, é possivel
observar as trés etapas do processo de degradacdo das amostras: iniciacdo, propagacao e
término. Com base em 12-c nota-se que o processo de iniciacdo da degradacdo comeca
desde o primeiro dia de andlise, dia 1, indicando a propagacao no 6° dia devido ao aumento
de spin adutos formados, consequentemente, maior numero de radicais livres aprisionados
pelo spin trap. A partir do 13° dia de analise hd uma queda na contagem de spin adutos
formados, apontando a fase de término da reacdo. Em 12-b nota-se a iniciagdo e propagacao
da reacdo oxidativa no primeiro dia de anadlise e, apds esse periodo, a fase de término,
com queda na contagem de spin adutos. Na figura 12-a somente foi possivel observar as
etapas de iniciacdo e propagacdo, no 1° e 6° dia de andlise, respectivamente. A partir do
13° dia a amostra ndo mais mostrou sinal de radicais aprisionados, indicando o término da
reacdo radicalar. Desse modo, podemos inferir que o término da degradacdo no biodiesel de
milho se deu entre o 6° e 13° dias de andlise. De modo geral, a contagem de spin adutos
na amostra de biodiesel comercial mostrou-se maior quando comparado com as demais,
além de seu processo de degradacéo ter perdurado por um maior tempo. Com base nessas
informacGes, pode-se deduzir que os ésteres presentes na amostra sao mais estaveis.

As informacdes obtidas a partir da anélise de RPE concordam com os valores de
periodo de inducdo das amostras obtidos pelo equipamento Rancimat. O biodiesel de milho
apresentou periodo de inducdo de 0,25 h e um menor tempo de contagem de radicais livres
aprisionados, enquanto que o biodiesel de soja mostrou um periodo de inducédo de 0,45 h e o
comercial de 9,53 h, sendo que esta ultima amostra perdurou por mais tempo a formacéo de
radicais livres. Com isso, pode-se estabelecer uma relacdo direta entre o periodo de inducao
e tempo de deteccdo de spin adutos por RPE. Quanto maior a estabilidade oxidativa da
amostra maior serd o periodo de aprisionamento de radicais livres, consequentemente maior
o tempo para degradacéo total da amostra, enquanto que, quanto menor a estabilidade
oxidativa, menor o periodo de deteccdo de radicais adutos formados, mostrando uma
degradacdo mais rdpida. Os dados também concordam com a porcentagem de dcidos graxos
insaturados presentes nas amostras. A partir da Tabela 1, em referéncia aos biodiesel de 6leo
de milho e éleo de soja, observa-se que quanto maior a concentracdo de dcido graxo oleico,

menor a estabilidade da amostra e, quanto maior a concentra¢do de acido graxo linoleico
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maior é a estabilidade oxidativa.

Um método para estimativa do periodo de inducido caracteristico dos dados obtidos
por RPE foi desenvolvido por Thomsen e colaboradores [56]. O periodo de inducéo foi
definido como o periodo de tempo no qual hd a formacédo lenta de radicais, antes de
apresentar um crescimento linear significativo. Assim, foram obtidos os periodos de inducdo
dos dados coletados por RPE das amostras de biodiesel submetidas ao aquecimento a 70 °C.
A caracterizacdo do periodo de inducdo por RPE apenas foi possivel de ser realizada para a
amostra menos estavel, o biodiesel de éleo de milho. A amostra apresentou um periodo de
inducdo de 27 min para o dia 1 e de 9 min para o dia 6, como mostrado na Figura 13. Os

periodos de indugdo obtidos sdo os indicados pelas setas.

Figura 13 — Determinacdo do periodo de inducdo da amostra de biodiesel de dleo de milho

aquecida a 70 °C a partir da RPE.
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Velasco e seus colaboradores [57] realizaram analises de periodo de induc@o por
RPE em diferentes amostras de 6leo. Nas amostras mais estaveis, a determinacdo do
periodo de inducdo pelo método de Thomsen et al [56] néo foi possivel de ser realizada.
Assim, observou-se que nas amostras que possuiam um periodo de inducdo bem definidos
a quantidade final de radicais detectados era aproximadamente a mesma. Desse modo,
Velasco et al [57] realizaram a determinacdo dos periodos de inducdo das amostras mais

estaveis como sendo o tempo no qual era necessario para atingir a quantidade de radicais
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detectados no final do periodo de inducdo das outras amostras. O mesmo comportamento
pode ser observado nas amostras analisadas no presente trabalho. Portanto, os periodos de
inducdo das amostras mais estaveis, biodiesel de éleo de soja e biodiesel comercial, foram
obtidos pelo método adotado por Velasco et al [57]. Um exemplo de como os valores foram
obtidos é mostrado na Figura 14. Os periodos de inducao obtidos sdo os indicados pelas

setas.

Figura 14 — Determinacdo do periodo de inducdo das amostras de biodiesel de 6leo de soja

e biodiesel comercial aquecidas a 70 °C a partir da RPE.
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Na Tabela 5 sdo mostrados os valores obtidos para os periodos de inducdo caracteris-

ticos das amostras de biodiesel por RPE.
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Tabela 5 — Periodos de inducdo obtidos por RPE das amostras submetidas a aquecimento de

70 °C.
Amostra Dia 1 (min) Dia 6 (min) Dia 13 (min) Dia 21 (min)
Biodiesel de 6leo de milho 27 9 n.d.* n.d.*
Biodiesel de 6leo de soja 27 9 n.d.* n.d.*
Biodiesel comercial 18 n.d.* 18 9

*n.d.: ndo determinado.

Pode-se observar que quanto maior a degradacdo da amostra menor € o valor do
periodo de inducdo, o mesmo acontece com o método de aquecimento acelerado pelo
equipamento Rancimat. Alguns valores de periodo de inducdo nédo foram possiveis de se
obter principalmente devido a determinacéo grafica dos pontos e na mudanca das inclina¢des
das retas [57]. O problema da caracterizacdo dos periodos de indugio das amostras mais
estaveis pode estar relacionado a temperatura ideal que deve ser aplicada a cada 6leo [56].

E importante ressaltar que o periodo de induciio empregando o equipamento Ran-
cimat é obtido a partir da aceleracdo da reacdo de oxidagdo, com a formacdo de espécies
volateis, enquanto que o periodo de inducdo de RPE é obtido nos estagios iniciais da degra-
dacdo. E por esse fato, espera-se que os periodos de inducao obtidos por RPE sejam menores
que os obtidos pelo método de aquecimento acelerado [57].

4.1.2 Biodiesel de 6leo de milho, biodiesel de dleo de soja e biodiesel
comercial em temperatura ambiente
Na Figura 15, em diferentes escalas, sdo mostradas as contagens do ntimero de

espécies aprisionadas a partir da andlise por RPE dos biodiesel de (a) milho, (b) soja e (c)

comercial (sem adicdo de antioxidante), analisados a temperatura ambiente.
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Figura 15 — Contagem do numero de espécies aprisionadas, a temperatura ambiente, no
processo de degradacdo nas amostras de biodiesel de (a) milho, (b) soja e (c)

comercial.
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Pode-se observar que o biodiesel de milho apresentou sinal de radicais livres apri-
sionados apenas durante os 21 dias iniciais de analise, com um pico na primeira semana
de andlise. A amostra de biodiesel de soja mostrou um comportamento parecido, com um
maximo aprisionamento de radicais na primeira semana de andlise, entretanto apresentou
um maior periodo de andlise, perdurando por até 77 dias. A amostra de biodiesel comercial
apresentou um maior periodo de andlise quando comparada as demais, ultrapassando os
300 dias e, atingindo um pico maximo na contagem de radicais aprisionados no 105° dia de
analise. Na Tabela 6 sdo mostrados os valores maximos de radicais adutos detectados em
cada amostra. Ressalta-se que a amostra de biodiesel de éleo de soja apresentou o maior

valor.

Tabela 6 — Numero de espécies aprisionadas nas amostras de biodiesel.

Amostras Ntimero de espécies aprisionada.g ;o giesel
Biodiesel de 6leo de milho (8,64 £ 0,05) x 104
Biodiesel de dleo de soja (2,57 & 0,05) x 10%®
Biodiesel comercial (1,80 £ 0,05) x 10*°

A partir das figuras podemos inferir que a amostra com maior periodo de andlise,
a comercial, apresenta-se como a amostra de maior estabilidade. Pode-se entender que,
quanto maior o periodo no qual ha a presenca de radicais livres aprisionados, maior é o
tempo no qual a amostra leva para se degradar.

Na Figura 15-c é possivel de observar um pico maximo no 110° dia. Desse modo,
deduz-se que o processo de propagacdo da reacdo de oxidacéo se deu até esse dia, apresen-
tando comportamento crescente no numero de radicais aprisionados e, apds esse periodo,
inicia-se a etapa de término da rea¢do, com queda do nimero de radicais livres.

Segundo Davies [42] o spin trap PBN possui uma taxa de aprisionamento de radicais
livres inferior a producéo real desses radicais livres nas amostras analisadas. Isso nos informa
que, a quantidade de radicais adutos formados nas amostras de biodiesel e detectadas por
RPE podem ndo representar a quantidade total de radicais livres produzidos no processo
de degradacdo. Na Figura 15 podemos observar ainda uma varia¢do na contagem de spin
adutos aprisionados. Davies [42] informa que o sinal de RPE de spin adutos apresenta essa
variacdo, frequentemente sendo observada com um crescimento inicial, estabilizagédo e por
fim, decaimento dessas moléculas de spin adutos.

Swartz et al [39] afirmaram que os radicais adutos primeiramente detectados nem
sempre sdo os primeiros radicais formados no sistema pois, os radicais sdo espécies muito

reativas, podendo assim interagir facilmente com espécies organicas.
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4.1.3 Caracterizacao dos radicais livres aprisionados

Na Figura 16 sdo mostrados os espectros do radical aduto obtido para os biodiesel

de milho, soja e comercial.

Figura 16 — Espectros de RPE dos biodiesel de milho, soja e comercial mostrando o spin

aduto observado experimentalmente.
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Fonte: a propria autora.

A simula¢do computacional foi realizada a fim de proporcionar a caracterizacdo do
radical aduto formado no processo de oxidacdo dos biodiesel. Todas as amostras apresenta-
ram a formacdo do mesmo spin aduto. Na Figura 17 sdo mostrados os espectros simulado e
medido experimentalmente da amostra de biodiesel comercial a temperatura ambiente. As
constantes de desdobramento obtidas a partir da simulagédo foram de ay= 14,86 G, ay= 4,59
G e fator g de 2,007. Na literatura, esses valores sdo atribuidos ao radical «CHOHCH;quando

medidos com o uso do solvente tolueno [58].
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Figura 17 — Espectros experimental e simulado do biodiesel comercial mostrando o spin

aduto formado.
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Fonte: a propria autora.

O radical OH detectado na degradacdo do biodiesel concorda com mecanismo
conhecido sobre oxidagdo de lipideos [59] onde a degradagdo de dleos forma radicais
hidréxi na presenca de oxigénio. Durante a etapa de propagacdo, ocorre a ruptura das
moléculas de hidroperdxidos em radicais alcéxi e hidrdxi, conduzindo a formagédo de uma
grande variedade de aldeidos, cetonas, acidos, aumentando a acidez do éleo degradado [6].
Como o biodiesel é composto por ésteres de metila, os radicais detectados sdo resultantes de
rearranjos originados da degradacao oxidativa [60].

Velasco et al [40] examinaram o processo de oxidacdo no 6leo de girassol, éleo
de canola e dleo de peixe. Neste estudo, eles também encontraram apenas trés linhas
de desdobramento no espectro de absorcao do radical aduto. De acordo com os autores,
o motivo da ndo visualizacdo de todas as linhas de ressonéncia deve-se a ampliacdo das
linhas pelo alto volume molecular dos radicais presos pelo PBN. Além disso, de acordo com
Pingret et al [61] o acumulo de radicais detectados gera mudancas nas formas das linhas de

ressonancia, sugerindo uma sobreposicdo de linhas.
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4.2 Andlises Quimicas

Na Tabela 7 sdo mostrados os parametros quimicos das amostras de biodiesel anali-

sadas tais como indice de acidez, ponto de névoa e ponto de fluidez.

Tabela 7 — Determinacédo dos parametros quimicos das amostras de biodiesel.

Indice de Ponto de Ponto de
Acidez (mg Névoa Fluidez
KOH/g) (°C) (°O)
Amostra Inicial®/ Final®
Biodiesel de dleo de
, 0,23/ 0,47 0 -7
milho
Biodiesel de dleo de
. 0,38/ 0,57 3 -2
soja
Biodiesel comercial 0,40/ 0,56 6 2

2: Realizada no primeiro dia de analises (Dia 6).
b. Realizada no tltimo dia de andlise de cada amostra.

Os indices de acidez das amostras estdo de acordo com a norma EN 14104 [27] apre-
sentando valores inferiores a 0,50 mg KOH g'. Todas as amostras de biodiesel apresentaram
um aumento no indice de acidez indicando que as mesmas foram degradadas.

Como mencionado anteriormente, o ponto de névoa do biodiesel é dado como a
temperatura na qual ha o inicio da formacao de cristais na amostra quando ela é resfriada
[8].

Imahara et al [62] realizaram estudos analisando a mudanca do ponto de névoa para
biodiesel de diferentes matérias-primas. Observaram que, os menores valores encontrados
pertenciam a materiais que continham cadeias carbonicas insaturadas, enquanto que os
maiores valores foram associados aos materiais com cadeias carbonicas saturadas. Em suas
andlises, concluiram que os pontos fluidez e névoa concordaram com a composi¢ao dos 6leos
de soja e milho onde, no dleo de milho hd 91,7 % de presenca de dcidos graxos insaturados
enquando que no 6leo de soja ha a presenca de 84,7 % [13]. Um menor teor de insaturacoes
no biodiesel implicada em uma melhor estabilidade oxidativa mas, os pontos de névoa e
fluidez sdo maiores, podendo impossibilitar o uso do biodiesel em temperaturas mais amenas
[63].

A partir da Tabela 7 pode-se observar que os dados apresentados concordam com

o teor de moléculas insaturadas nas amostras, uma vez que o menor periodo de inducio
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obtido foi referente a amostra de biodiesel de éleo de milho, material que possui maior
quantidade de moléculas susceptiveis a oxidacéo.

Para a amostra de biodiesel comercial nota-se que os valores dos pontos de névoa
e fluidez sdo superiores quando comparados as demais amostras. Isso se deve ao fato de
que esse biodiesel é obtido a partir da mistura de matérias-primas como 6leos e gorduras
animais, assim, possui uma maior quantidade de dcidos graxos saturados, menos susceptiveis
a processos oxidativos [63]. Tais informagdes concordam com os obtidos por RPE uma
vez que a composicao do 6leo ou gordura usados e os periodos de indugdo obtidos sdo
diretamente relacionados ao periodo de aprisionamento de radicais livres e ao tempo de

degradacao total das amostras.
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5 Conclusao

O monitoramento por Ressonancia Paramagnética Eletronica se apresentou como
uma ferramenta importante no estudo de reagdes radicalares em biodiesel e amostras que
envolvam 6leos e gorduras, uma vez que radicais livres sdo instaveis e de dificil deteccéo.

A metodologia utilizada mostrou-se util no estudo da geracdo de radicais pela
degradacao oxidativa desses biocombustiveis em relacdo ao tempo, sendo que a partir das
andlises realizadas fez-se possivel a observacdo das fases caracteristicas de degradacdo de
biodiesel determinando as etapas de inicia¢do, propagacao e término pela técnica de spin
trapping além de ter-se obtido periodos de inducdo caracteristicos da técnica de RPE para as
amostras submetidas ao aquecimento térmico de 70 °C.

Notou-se que a amostra de biodiesel comercial mostrou um maior tempo de reacao
até atingir sua total degradacdo indicando ter uma maior estabilidade que as demais
amostras. Foi possivel observar a presenca do radical hidréxi através das constantes de
desdobramento obtidas pela simula¢do computacional, concordando com o mecanismo de
reacdo de oxidacao proposto na literatura.

Com base em dados da literatura, pode-se inferir que os pontos de névoa e fluidez
concordaram com a quantidade de acidos graxos saturados e insaturados presentes nas

amostras.
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