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CORREIA, Igor Aparecido dos Santos. Modelagem matematica do tempo de
estocagem do biodiesel com adicdo de antioxidantes naturais: cha verde, cha
preto e polpa de ameixa. 2021. 45 f. Dissertagdo (Mestrado em Bioenergia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

Devido ao alto teor de ésteres insaturado sem sua composicdo o biodiesel possui
baixa estabilidade oxidativa e varios agentes como: ar, luz, umidade, calor, presenca
de metais e exposicdo em ambientes contaminados, aceleram a sua oxidagao. Este
projeto teve com o objetivo quantificar o uso de antioxidantes naturais afim de
subsitittuir os sintéticos através de modelagem matematica, utilizando extratos
alcoolicos de cha verde, ameixa roxa e cha preto. O aparelho utilizado para verificar
o Periodo de indugcdo € denominado como Rancimat ®, este aparelho acelera a
reacao de oxidacao afim de verificar os resultados com maior agilidade, gerando
dados que possibilita a verificacdo dos parametros cinéticos da reacdo de oxidacao.
As amostras de biodiesel com adi¢cao de antioxidantes naturais apresentaram sinais
interessantes quanto ao retardamento da oxidagéo, avaliando também o resultado
da mistura entre os extratos alcéolicos com seus sinergismos e a alteracdo do
periodo de indugdo e constante de velocidade para atingir metas estabelecidas por
normas. O cha verde se mostrou como um 6timo antioxidante natural, retardando o
periodo de inducdo por mais tempo. O extrato alcodlico de ameixa roxa em
sinergismo com o de cha preto conseguiu atingir o minimo da constante de
velocidade, ja o cha preto mostra sua atuacgéo por longos periodos, facilitando assim,
seu uso durante o armazenamento.

Palavras-chave: extratos naturais; simplex centrdide; armazenamento; oxidagao.



CORREIA, Igor Aparecido dos Santos. Mathematical modeling of the biodiesel
storage time with the addition of natural antioxidants: green tea, black tea and
plum pulp. 2021. 45 p. Dissertation (Master's Degree in Bioenergy) — State University
of Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Due to the high content of unsaturated esters without its composition, biodiesel has
low oxidative stability and various agents such as: air, light, moisture, heat, presence
of metals and exposure in contaminated environments, accelerate its oxidation. This
project aimed to quantify the use of natural antioxidants in order to replace synthetic
ones through mathematical modeling, using alcoholic extracts of green tea, purple
plum and black tea. The device used to verify the Induction Period is called Rancimat
®, this device accelerates the oxidation reaction in order to verify the results with
greater agility, generating data that allows the verification of the kinetic parameters of
the oxidation reaction. The biodiesel samples with the addition of natural antioxidants
showed interesting signs regarding the delay of oxidation, also evaluating the result
of the mixture between the alcoholic extracts with their synergisms and the alteration
of the induction period and speed constant to reach goals established by standards.
Green tea proved to be a great natural antioxidant, delaying the induction period for a
longer time. The alcoholic extract of purple plum in synergism with that of black tea
managed to reach the minimum of the speed constant, while black tea shows its
performance for long periods, thus facilitating its use during storage.

Key words: natural extracts; centroid simplex; storage; oxidation.
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1.INTRODUCAO

De acordo com Orives et al. (2014), o biodiesel pode ser obtido por meio
do processo de transesterificagao de 6leos e gorduras com alcool de cadeia curta
e um catalisador, formando ésteres de acidos graxos. Dependendo de qual
matéria-prima € usada na sintese, o biodiesel pode ter um maior teor de acidos
graxos insaturados com grande suscetibilidade a reagdo de oxidagao
(MANTOVANI et al., 2018).

Portanto, o biodiesel tem uma caracteristica negativa que é a
suscetibilidade a oxidagado, causada quando ha exposigédo a luz, ao oxigénio, a
temperatura, aos ions metélicos, a umidade ou ao armazenamento (VELOSO
etal., 2020; SANTOS et al., 2011).

Pode aumentar a viscosidade, produzir aldeidos, acidos, cetonas,
peroxidos e polimeros. Isso pode acarretar entupimentos nos filtros e tubulagdes
dos veiculos automotores. Dessa maneira, a estabilidade oxidativa do biodiesel é
um parametro extremamente importante para a caracterizagao e controle de sua
qualidade (MANTOVANI et al., 2018; DE ALMEIDA et al., 2015; YAAKOB et al.,
2014).

Segundo Medeiros et al. (2014), uma das alternativas para atrasar o
processo de oxidagdo e inibir a formacdo de radicais livres é a adicdo de
antioxidantes naturais ou sintéticos. O uso de antioxidantes naturais € uma
tendéncia para tornar o procedimento mais sustentavel. Os componentes
fendlicos presentes em antioxidantes sao responsaveis por impedir o processo de
oxidagdo e aumentar o tempo de armazenamento do biodiesel (COPPO et al.,
2014). De acordo com Maia et al. (2011) e Spacino et al. (2016), parametros
cinéticos da reacado de oxidacdo podem ser utilizados para evidenciar os efeitos
dos antioxidantes, naturais ou sintéticos, na reagao de oxidagao.

Compostos fendlicos extraidos de vegetais podem retardar a propagagao
da oxidagado. Spacino et al. (2016) utilizaram extrato alcodlico de condimentos
como alecrim, manjericdo e orégano em biodiesel obtido de dleo de soja,
apontando a eficiéncia dos antioxidantes naturais na inibicdo da oxidacdo. Ja
Romagnoli et al. (2017) usaram extrato alcodlico de folhas de sene, flores de

hibisco e amoras para estudar a reagado de oxidagdo do biodiesel, enquanto que



11

Chendynski et al. (2020) aplicaram extrato de folhas de alecrim, polpa de araga e
de bacuri para o mesmo fim, ao invés de antioxidantes sintéticos derivados de
fontes n&o renovaveis.

Del Rio et al. (2004), Skotnickaet al. (2011) e Bharti e Singh (2020)
mostraram que o extrato de cha preto e de cha verde é formado por uma mistura
de compostos fendlicos, com estruturas quimicas que variam desde as mais
simples as mais complexas, muitas delas com propriedades antioxidantes
conhecidas.

Nesse contexto, a presente pesquisa teve como objetivo utilizar extratos
alcodlicos de folhas de cha verde (Camellia sinensis), folhas de cha preto
(Camellia sinensis) e polpa de ameixa (Prunus Prunus domestica L) como aditivos
com propriedades antioxidantes no biodiesel comercial, com o objetivo de retardar
0 processo oxidativo, cumprir a legislagao vigente e aumentar o seu periodo de

armazenamento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIODIESEL

A produgédo e o uso de combustiveis fosseis vém causando varios problemas
ambientais (KAERCHER et al., 2013). No Brasil, a fabricagdo e utilizacdo do etanol
colocam o pais em destaque quando se trata de biocombustiveis.Porém, o uso do
biodiesel € recente no pais:foi iniciado em 2005 com o Programa Nacional de
Producdo do Biodiesel, que tem como principal objetivo a produgéo e o seu emprego
de forma distribuida, rentavel e sustentavel.Dessa maneira, promove a inclusdo social,
garantindo tanto precos justos e competitivos quanto a sua qualidade (ABRAMOVAY;
MAGALHAES, 2007; CAMPOS; CARMELIO, 2009; MENDES; COSTA, 2010).

Assim, o biodiesel € um exemplo do uso da biomassa como matéria-prima na
producdo de energia de modo a apontar varios aspectos positivos em relagdo ao diesel
de petrdleo, dentre eles: toxidade, reduz a emissdo de gases em motores movidos a
diesel (hidrocarbonetos ndo queimados, mondxido de carbono, material particulado),
sendo menos agressivo ao meio ambiente (BORSATO et al., 2012; OSAWA et al.,
2015; CHENDYNSKI et al., 2017; BOUAID et al., 2012; DAUD et al., 2015; ALEGRIA et
al., 2014; KANNAN; VAKEESAN, 2016).

O biodiesel é formado por uma mistura de mono-alquil éster de acidos graxos de
cadeia longa, sendo obtido por processos como a pirdlise, esterificagdo ou
transesterificagdo de 6leo (origem vegetal) ou gordura (origem animal) que deve a
seguir os parametros contidos no Regulamento Técnico n.° 14, de 11 de maio de 2012,
da Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP).

O biodiesel é gerado por uma mistura de 6leos e gorduras (FERRARIet al., 2005;
CUNHA, 2009; BORSATO et al., 2010).Porém, sua principal matéria-prima € o 6leo de
soja, representando cerca de 69,2%, o sebo bovino com 17%, dentre outras gorduras,
como a suina e o 6leo residual (ORIVES et al., 2014; EPE, 2015; CREMONEZ et al.,
2015).

Apesar de demonstrar tantos pontos positivos em sua utilizacdo, também
apresenta aspectos negativos que podem prejudicar tanto o seu uso quanto a sua
comercializagdo e logistica, dentre eles esta a alta suscetibilidade a oxidagdo. Esse
problema decorre do seu alto teor de ésteres insaturados, sendo que 84% dos acidos
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graxos do oleo ja sao insaturados como o acido oleico, linoleico e linolénico.Dessa
maneira, segundo Botella et al. (2014), quanto maior o numero de insaturagbes, maior
€ a sua facilidadde de oxidacdo. A auto-oxidagdo causa complica¢gées durante o
armazenamento, por formar gomas constituidas por peréxidos e hidroperdxidos que
sao produtos do processo de oxidagao, diminuindo assim a sua estabilidade (FERRARI
et al., 2005; LEE et al., 2011; KREIVAITIS et al., 2013; ISSARIYAKUL et al., 2014; HE
et al., 2015).

Nessa perspectiva, a oxidagao gera alteragcbes em propriedades fisico-quimicas
ao longo do tempo devido as reagdes hidrolitica, microbiolégica e oxidativa. Essas
reacdes sao aceleradas por varios fatores, dentre eles, a exposi¢ao ao sol, ao ar, a luz,
ao calor e a ambientes contaminados com microorganismos, segundo afirmam Dwivedi
e Sharma (2014).

2.2 ESTABILIDADE OXIDATIVA

Quanto maior € o grau de insaturagado dos ésteres de acidos graxos, menor € a
estabilidade oxidativa do biodiesel (PULLEN; SAEED, 2012; JAIN; SHARMA, 2012;
DINKOV et al.,, 2009; YAAKOB et al., 2014; CHENDYNSKI et al.,, 2017).Dessa
maneira, a reagao esta ligada ao perfil de ésteres do biodiesel que variam de acordo
com a matéria-prima, causando diferentes mudangas nas caracteristicas fisico-
quimicas.

Quando ha presenca de oxigénio no armazenamento do biodiesel ocorre o que é
intitulado como auto-oxidagao, ou seja, os acidos graxos interagem com o ar, formando
radicais livres e produtos secundarios. Os radicais livres sdo instaveis e podem
acarretar problemas nos motores e equipamentos de injecao de combustiveis devido a
sua degradagao (FARMER;SUNDRALINGAM, 1942; GALVAN et al., 2013; BORSATO
et al., 2014).

A auto-oxidagdo desenvolve-se em uma cadeia dividida em trés fases: iniciagao,
propagacdo e terminacdo, sendo que pode ocorrer de forma ordenada ou
simultaneamente, de acordo com a Figura 1 apresentada a seguir (MENEGHETTI et
al., 2013).
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Figura 1- Reacdo: mecanismo da auto-oxidagao que
ocorre no biodiesel.

INICIACAO RH — R* + H°

PROPAGACAO R* + H— ROO*

ROO* +RH — ROOH + R*

TERMINO ROO®* + R*— ROOR

Produtos
ROO* + ROO* ™ ROOR + O, Estaveis

R* + RR— RR
Fonte: Elaborada pelo autor

Inicialmente a remogao do hidrogénio é realizada com o auxilio de calor ou de
catalisadores da reacdo, gerando, assim, radicais livres (Re).Esses radicais reagem
com o oxigénio de forma esponténea, formando peroxidos (ROO¢) que, por sua vez,
sdo instaveis e atuam no substrato original RH criando hidroperéxidos (ROOH) e novos
radicais livres (R®). Na etapa de término todas as reagdes em cadeia ja ocorerram
sobrando apenas radicais livres, dando origem a produtos secundarios do processo de
oxidagao do biodiesel, tais como: aldeidos, cetonas, acidos e polimeros do biodiesel,
entre outros (FARMER;SUNDRALINGAM, 1942),provocando um aumento da acidez,
da viscosidade e a formacao de residuos que sao os causadores de obstrugdo de
filtros e sistemas de injecdo (CHENDYNSKI et al., 2017; HE et al., 2015).

Para ocorrer a auto-oxidagao € necessaria uma alta fonte de energia para quebrar
a ligacdo RH. Desse modo, novas maneiras para a oxidagao foram propostas, dentre
elas, a fotoxidacdo, que é feita pela radiagcao ultravioleta com aparticipacdo de
sensibilizadores como a clorofila, feoftina, riboflavina ou mioglobina com a presencga do
oxigénio. Na atmosféra encontramos o oxigénio em seu estado triplete, que possui dois
elétrons separados nos orbitais de maior energia, ja o oxigénio singlete tem uma
grande afinidade com as ligagdes insaturadas. Sendo assim, necessita de uma
mudanca de estado de multiplicidade do oxigénio para ocorrer a oxidagao pois
enquanto o oxigénio esta em um estado triplete, os ésteres do biodiesel estdo no

estado singlete.Essa transformacédo de oxigénio triplete em singlete ocorre com a
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presenca de iniciadores nos Oleos, nas gorduras, no biodiesel e nos sistemas
biologicos (AURAND et al., 1977; SILVA et al., 1999; MIN; BOFF, 2002; YAAKOB et
al., 2014).

2.3 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes mais conhecidos, sdo os compostos fendlicos sintéticos , tendo
como exemplo o butil-hidroxianisol (BHA), terc-butil-hidroquinona (TBHQ), butil-
hdroxitolueno (BHT), propil galato (PG). Os mecanismos funcionais podem ser
classificados como primarios, sinergistas, biolégicos, remogao de oxigénio, agentes
quelantes e antioxidantes mistos. Esses antioxidantes provocam a inativagdo ou
remogao de radicais livres formados durante a primeira fase da auto-oxidacéo,
nomeada como iniciacdo e propagacgao da reagéo, através de doagédo de atomos de

hidrogénio, intemrropendo assim o ciclo de reagao em cadeia. (RAMALHO, 2006)

2.4 ANTIOXIDANTES NATURAIS

Os antioxidantes naturais vém sendo cada vez mais utilizados na industria de
alimentos por ndo serem toxicos ao ser humano e ao meio ambiente. Os antioxidantes
naturais ndo sao eficientes apenas para serem utilizados nas industrias de alimentos,
mas em qualquer industria cujo produto pode sofrer o processo de auto-oxidagao
como, produtos farmaceuticos, cosméticos e plasticos. Desta forma a industria de
biocombustiveis também pode utlizar esses antioxidantes naturais.

Segundo Cabrita (2003) as uvas podem ser consideradas como um antioxidante
natural pois apresenta compostos fendlicos, os flavonoides e os nao flavondides. Os
flavondides é onde se encontram um dos principais compostos fendlicos da uva, as
chamadas antocianinas, que sao a cianidina, peonidina, maldivina etc. Os néao
flavondides sdo os acidos fendlicos, hidroxicobenzdico e hidroxicinamicos.

Lafka, Sinanoglou e Lazos (2006) avaliaram o extrato etandlico de bagago da uva
e dos antioxidantes BHT, vitamina E e palmitato ascorbilo, na reacdo de oxidagcao do
Oleo de girassol pelo Rancimat. Os resultados apontaram melhor potencial do extrato
do bagac¢o da uva em comparagao com os outros antioxidantes.

Outros antioxidantes naturais ja foram estudados com dados relevantes para

retardar o processo de auto-oxidagao, como por exemplo os utilizados por Spacino et
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al (2016), o alecrim (Salvia rosmarinus) , manjericao (Ocimum basilicum) e orégano
(Oreganum vulgare), segundo este autor o alecrim se mostrou mais eficiente para
aumentar a estabilidade oxidativa do biodiesel, ja o manjericao e o oréganos

mostraram capacidade antioxidante, porém nao tao efetivo quanto o alecrim.

2.4.1 Cha Verde

O cha produzido por folhas de Camellia sinesis (C. Sinesis) € uma bebida
considerada pelos orientais com uma bebida saudavel e que é utilizada a mais de
3.000 anos, sendo a China seu principal produtor. E também cultivada em grande
escala em paises como India, Japado, Tailandia, Indonésia e Sri Lanka segundo
Rietveld et al. (2003) e Tanaka et al. (2003).

Alguns estudos apontam que as catequinas presentes no cha verde exerce um
papel muito importante como antioxidante para retardar a auto-oxidagao, assim como
os flavondides do cha. (SALGADO, 2009 e CABRERA et al., 2006)

O efeito antioxidante do cha verde pode prevenir a citoxicidade que é provocada
pelo processo oxidativo quando submetida ao estresse, pois esta possui agcdo de
capturar radicais livres, acdo quelante de metais de transicdo como ferro e cobre,
impedindo dessa forma a formacgao de especies reativas de oxigénio pela reacédo de
Fenton.(RIETVELD et al.,2003; BALENTINE et al., 1997) Essa capacidade antioxidante
esta relacionada a estrutura quimica das catequinas, que por sua vez € potencializada
pela presenca de radicais ligados aos aneis e a presenga de grupos hidroxilas nos
aneis (DE LUIS et al., 2008)

Figura 2- Foto da Camellia sinensis

Fonte: Brissago, 2013
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2.4.2 Cha Preto

Segundo Brenelli (2003) dependendo da localizagdo do cultivo do cha a
guantidade de cafeina por exemplo, pode ser modificada. A concentracdo de cafeina
no cha é inferior a do café, porem em ambas as bebidas o fator de concentragdo de
cafeina depende da maneira que foi produzida e onde foi cultivada. fatores
supracitados.

O processo para se obter o cha preto é a oxidacéo das folhas, enquanto cha
verde é apenas as folhas secas, o cha de oolong é oxidado parcialmente e o cha preto
€ oxidado de modo mais brando, sendo essa a diferenca entre: cha-verde, cha de
Oolong e cha preto a oxidacao prolongada. (VALENZUELA, 2004; LIMAet al., 2009).
Este processo ndopode ser considerado fermentativo pois ndo ocorre degradagao por
microorganismos e nao ha formagao de produtos tipicos do processo.

Durante o processo de oxidagdo dos chas de Oolong e pretoo grupo das
catequinas entram em contato com os polifenoloxidases dando origens a teaflavinas,
desta forma o cha verde, oolong e preto sdo formados por estes compostos, porém
com concentragdes diferentes. O cha verde apresenta grande teor de catequinas e

baixo teor de teaflavinas, o cha de Oolong, contem quantidades medianas destes dois

compostos, ja o cha preto contém poucas concentragoes de catequinas e grandes
concetragbes de teaflavinas. (VALENZUELA, 2004)
Figura 3 — Cha preto

Fonte: GreenMe, 2018
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2.4.3 Ameixa Roxa

As Ameixas roxas, sao consideradas agentes naturais com capacidade
antioxidadente. Segundo Lopes et al., (2013) a capacidade antioxidante da ameixa,
com uma diferenca significativa de 5%, € de 6,3 mg/g de compostos fendlicos, ja
estudos formalizados por Gil et al., (2002) foram maiores, chegando de 1631 a 3323
mg/100g, enquanto Bernardes et al. (2011) verificaram que grande parte dos
compostos fendlicos ficam na casca da ameixa (826 mg/100g) e em menor quantidade

na polpa (247 mg/g).

Figura 3- Ameixa roxa

Fonte: Globo Rural, 2018
2.5 RANCIMAT®

O equipamento Rancimat® surgiu para atender as necessidades quando se trata
de andlise da oxidagado, ou seja, ele acelera o processo facilitando,dessa forma, o
estudo do comportamento do combustivel e o método inclui a elevagdo da
temperatura. O principal objetivo é a aplicagao na pesquisa com o objetivo de agilizar o
processo de oxidacao e verificar os resultados com maior facilidade. O funcionamento

dessa ferramenta € demonstrado na Figura 5.
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Figura 4- Funcionamento do Rancimat aplicado no biodisel
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Fonte: Messias (2018, p.21)

O Rancimat injeta uma quantidade de ar em uma amostra de biodiesel a uma
temperatura predefinida e constante no bloco de aquecimento. Os radicais livres séo
formados na etapa de iniciacdo e ocorre a propagagdo com a presenga de oxigénio,
produzindo compostos volateis. Estes, por sua vez, passam para a célula de
condutividade que contém agua ultrapura que absorve compostos como cetonas,
acidos e compostos volateis de aldeidos que,por meio de eletrodo, medem a
condutividade da agua. Com o passar do tempo, a condutividade atinge a fase
exponencial, que foi reproduzida no grafico de condutividade x tempo em horas.Nesse
momento, no ponto de inflexdo, temos o Periodo de Inducéo (P.l.) que aponta o inicio

da fase de oxidacao.
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Figura 5- Grafico gerado apds o funcionamento do Rancimat que relaciona

condutividade versus tempo
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da agao de antioxidantes naturais no biodiesel para retardar

a auto-oxidagéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos naturais com propriedades antioxidantes a partir de produtos
vegetais;

e Caracterizar os extratos naturais com propriedades antioxidantes;

e Estudar a influéncia dos antioxidantes naturais no tempo de estocagem do
biodiesel:

e Determinar a estabilidade oxidativa do biodiesel com adigdo dos antioxidantes
naturais, por meio do método Rancimat®;

e Determinar a constante de velocidade da reacédo de oxidacdo do biodiesel
com e sem os extratos naturais;

e Avaliar a influéncia dos extratos naturais com as propriedades antioxidantes
no tempo de estocagem do biodiesel;

e Aplicar o delineamento de mistura simplex centroide para avaliar o efeito de

cada extrato isoladamente ou em mistura.
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4 METODOLOGIA
4.1 AMOSTRA

O combustivel renovavel utilizado como amostra foi o biodiesel comercial de uma
empresa local no Brasil.Esse material estava dentro das especificacbes estabelecidas
pela legislagdo internacional da European Committeefor Standardization EN n.°
14112/2016, exceto o periodo indugcdo de 7,08 h (amostra controle), conforme a
Resolugao n.° 798, de 1 de agosto de 2019 (BRASIL, 2019).

4.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS ALCOOLICOS

Os extratos naturais das folhas de cha verde (Camellia sinensis) foram realizados
com 10 g de matéria seca, com a devida metodologia estabelecida por Romagnoli et al.
(2017), e 250 mL de etanol (99,5%, Anidrol PA).A amostra foi mantida por 48 h e depois
os extratos foram filtrados. Com a placa de aquecimento a 50° C, o filtrado foi
evaporado, chegando a 50mL A quota foi transferida para um baldo volumétrico de 50
mL e completado o volume com etanol absoluto. O mesmo procedimento foi executado

para o cha preto (Camellia sinensis) e para a polpa de ameixa (Prunus domestica L).

4.3 DETERMINACAO DO PERIODO DE INDUGAO E TAXAS DE REACAO.

O equipamento Rancimat (marca: Metrohm; modelo: 873) acelerou a oxidagédo de
cada amostra por meio da aplicagdo de uma temperatura de 110° C, com um fluxo de ar
de 10 dm3 h-1, seguindo as instrugdes prescritas na norma EN 14122, de 2016. Os
periodos de inducdo foram fornecidos pelos pontos de inflexdo da curva da
condutividade elétrica x tempo gerados no software. Os dados de condutividade até o
ponto de inflexdo foram calculados considerando a reagado de primeira ordem e o valor
das taxas de reagao (k) foram determinadas utilizando o coeficiente angular, de acordo
com a Equagéao 1:

Onde A representa a condutividade no tempo t (h), AO representa a condutividade

inicial, e ti e tf, tempos inicial e final respectivamente (ROMAGNOLI et al., 2017;
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CHENDYNSKI et al., 2020).

4.4 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A analise cromatografica por HPLC-DAD foi realizada com um cromatoégrafo liquido
M10AV Finnigan Surveyor, com detector de diodos (PDA) da Termo-Electro Corporation,
monitorada entre 190 e 800 nm. A separacdo foi realizada em uma coluna
Phenomenex® C18-Luna (250 mm 107 x 4,6 mm, 5 ym), a uma temperatura de 25 °C.
O sistema solvente da fase movel consistia em agua (A) e acetonitrila (B), com um
gradiente de eluicdo de modo 70% B em 28 minutos, 70% B entre 28 e 40 minutos e 70
a 100% B entre 40 e 55 min. Em seguida, foram adicionados 20 yL do extrato em 1980
ML de acetonitrila. As amostras foram injetadas automaticamente (20 pyL) a uma vazao

de 1,0 mL min-" e as andlises foram realizadas em triplicata.

4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Um delineamento experimental simplex-centréide foi utilizado com 29 -1
combinagdes de mistura, onde q € o numero de componentes (extratos) com soma igual

a 1, com duas repeticdes do ponto central (CORNELL, 2019).

4.6 MODELO MATEMATICO

Para este estudo, o modelo matematico utilizado foi:

Yy=x¢

q
1=i=qg Pixi +Z

'15[-_=,l'£qﬁix[xf + & f123X1X2X3

(Eq.2)

Onde Y representa a variavel dependente periodo de indugdo das amostras. As
variaveis independentes x1 x2 € x3 correspondem a proporcao dos extratos de folhas de
cha preto, de folhas de cha verde e de polpa de ameixa roxa, respectivamente, e § é a
estimativa do erro experiemntal (CORNELL, 2019).
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4.7 PREPARO DAS AMOSTRAS

Para avaliar os efeitos da atividade antioxidante, foram adicionados 2 mL de alcool
etilico com extrato em 100 g de biodiesel. Essa concentragao foi determinada por testes
preliminares para atingir o minimo estabelecido pela norma EN14112/2016. As analises
foram realizadas no 1°, 30°, 57° e 91° dias do armazenamento. A Tabela 1 mostra as
propor¢cdes dos extratos no delineamento de mistura simplex-centréide para cada

amostra.

Tabela 1 — Proporgdes de extratos de cha verde, ameixa roxa e cha preto adicionados
em cada amostra de biodiesel.

Ensaio Mistura*
1t (1,0,0)
2 (0,1,0)
3 (0,0,1)
4 ("2, ¥2,0)
5 (%%, 0, ¥2)
6 (0, Y2, ¥2)
7 (%, Vs, Va)
8 (%, Vs, Va)
9 (%, Vs, Va)

Ao controle ==

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a diversidade quimica existente, ha varias contribuicbes para a
protecdo antioxidante do biodiesel. Verifica-se na Figura 7a diferenga de impressao
digital metabdlica entre os extratos de cha preto, de cha verde e de polpa de
ameixa roxa por meio de separacdo cromatografica. As classes metabdlicas sao
diferenciadas através dos picos cromatograficos de variados espectros de
(MARCHEAFAVE 2019; SOARES 2018).

A analise mostrou que o extrato de cha preto (Figura 7A) continha pigmentos

absorcao et al, et al,

provindos de polifendis, flavonoides e cafeina, ja o cha verde mostrou que ha maior
presencga de acidos fendlicos e flavonas (Figura 7B), a ameixa (Figura 7C), por sua
vez, contém acidos organicos em maior quantidade e polifendis.

Figura 6- Cromatogramas de HPLC-PDA correspondentes ao cha preto

(A),ao cha verde (B) e aos extratos etandlicos de ameixa e espectros
de PDA dos principais picos dos respectivos extratos
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Os antioxidantes contém componentes com anéis ou estruturas aromaticas
com ligagdes duplas que permitem a realocagao eletrénica e torna os radicais
menos reativos, impedindo a reagéo radicalar (SHAHIDI et al., 1992).

Algumas plantas oferecem efeito de protecdo a oxidacdo do biodiesel,
retardando ou inibindo as reagdes de formacao de radicais livres (ROMAGNOLI et
al.,, 2017; CHENDYNSKI et al., 2020). Condi¢des ambientais (sazonalidade,
temperatura, disponibilidade de agua, presenga de radiag&o ultravioleta, poluicéo
atmosférica) e agronOmicas (variedade genética, adigdo de nutrientes, danos
mecanicos, presenga de patdogenos) podem alterar a quantidade de compostos
fendlicos nas plantas (LLORACH et al., 2008).

Também vale ressaltar que os métodos de extracido mais citados séo os que
utilizam solventes como cetona, agua, etanol, éter, metanol, etil acetato, extragcéo
em fase solida e extragdo supercritica, sendo que a extragdo de compostos
fendlicos de produtos naturais € influenciada de maneira significativa pelo solvente
usado (GONCALVES et al., 2003). Portanto, a extragéo via etanol é menos tdxica e
mais utilizada na extracdo de polifendis e outros grupos com agéo antioxidante
(SPACINO et al., 2016; ROMAGNOLI et al., 2018).

A Tabela 2 apresenta os valores do periodo de inducdo (h) a uma
temperatura 110°C e as constantes de velocidade (h™') para as amostras de
biodiesel com a adicdo dos extratos (testes um a nove) e para o controle da
amostra (testes 10 e 11). Observa-se que houve atividade antioxidante em todos os
extratos, aumentando o periodo de indugdo quando comparado a amostra controle,
podendo, consequentemente, proporcionar um intervalo mais longo de
armazenamento e comercializagdo de biodiesel. O teste de Tukey mostrou
diferenca significativa, em nivel de 5%, entre as médias das amostras contendo
extrato, com propriedades antioxidantes, e as amostras controle para P.l. e k. O
teste de Tukey indicou que a diferenca aumenta com o periodo de armazenamento

porque o valor da estatistica p diminuiu, variando de 2,62 x 10-4< p <0,04
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Erenio ;F;;(B?a k1(h) IP 2o h) K30 ( h) Pl K57 ( h) ';S”Dr;; ko1 ( h)
30° Dia

1 9,15 0,32 9,48 0,26 9,69 0,27 9,01 0,38
2 6,97 0,36 6,75 0,34 6,43 0,44 5,49 0,60
3 8,43 0,26 7.39 0,32 7,48 0,33 6,94 0,47
4 8.07 0,33 7,50 0,32 7,25 0,38 6,98 0,44
5 8,92 0,26 8.14 0,25 7,82 0,31 7.43 0,44
6 7,80 0,32 7.44 0,26 7.01 0,39 6,59 0,48
7 7,99 0,29 7,58 0,25 7.66 0,36 6,91 0,46
8 8,05 0,30 6,63 0,30 7.62 0,37 7,12 0,48
9 7,72 0,31 6,98 0,28 7.46 0,36 7,54 0,44

Controle 1 7,08 0,44 5,69 0,45 4.57 0,60 3,52 0,90

Controle 2 6,82 0,39 5,51 0,52 4.58 0,61 3,54 0,89

Fonte: elaborado pelo autor
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Os valores dos coeficientes de determinacéo obtidos variaram de 0,90 < R2< 0,99, e
todos os modelos apresentaram falta de ajuste nao significativo (0,47 < p < 0,97). De acordo
com Romagnoli et al. (2017), quando os coeficientes de determinagdo sdo superiores a
0,90, com desvios nao significativos, os modelos podem ser usados para fins preditivos. A

seguir apresentamos as oito equacgdes utilizadas:

Y PI1 =9,15X1+ 6,97 Xo+ 8,43 X3+ 0,04X1 X 2+ 0,52X1 X 3+ 0,40X2 X3- 10,04X1 X2 X 3 (EQ.3)

Y K1 =0,32X1+ 0,36X 2+ 0,26 X 3- 0,03X 1 X2- 0,14X1 X 3+ 0,03X 2 X 3- 0,02X1 X 2 X 3 (Eq.4)
Y PI30 = 9,48X1+ 6,75X 2+ 7.39X 3- 2,46X 1 X 2- 1,18X1 X 3+ 1,48X 2 X 3- 15,39X1 X2 X 3 (Eq.5)
Y K30 =0,26X 1+ 0,34X 2+ 0,32X 3+ 0,09X 1 X 2- 0,15X1 X3- 0,29X2X 3 + 0,28X1X2 X3 (Eq.6)
Y PI157 = 9,69X 1+ 6.43X 2+ 7.48X 3- 0,32X 1 X2- 3.06X1X3+ 0,22X 2 X 3- 10,50X1 X2 X 3 (Eq.7)
Y K57 = 0,27X 1+ 0,44X 2+ 0,34X 3+ 0,11X 1 X 2+ 0,04X1X 3+ 0,03X 2 X 3- 0,16X1X2X 3 (EQq.8)
Y P191 = 9.01X 1+ 5.49X 2+ 6,94X 3- 1.08X 1 X 2- 2,18X1X 3+ 1,50X 2 X3+ 6,45X1X 2 X3 (Eq.9)

Y K91 = 0,38X 1+ 0,60X 2+ 0,47X 3- 0,17X 1 X 2+ 0,08X1X 3- 0,22X 2 X 3+ 0,33X1X 2 X 3 (Eq.10)

As diferencas entre os valores observados e os correspondentes representam a
variacdo que ndo é explicada pelo modelo. E sabido que quanto melhor o ajuste, menores
sdo os valores residuais (STATISTICA FOR WINDOWS SOFTWARE, 2009). A Figura 8
mostra a baixa dispersdo entre os valores previstos e experimentais, do periodo de
inducdo, que também €& uma indicagdo da qualidade dos modelos matematicos
estabelecidos. Resultados semelhantes também foram alcangados para os modelos das
constantes de velocidade da reagao de oxidagao do biodiesel, conforme mostrado na Figura
9.



Figura 7- Graficos de dispersao entre os valores previstos e os experimentais para o
periodo de indugao no (a) 1°, (b) 30°, (c) 57 ° e (d) 91° dias de armazenamento
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Uma regido de contorno é a projecao de uma superficie tridimensional em um plano
bidimensional. Os valores da superficie ajustada, em termos da variavel resposta, podem
ser representados por linhas de varios tons de cor em um grafico contendo as variaveis
independentes. Ao lado dele temos as respostas das variaveis dependentes, que variam de
um valor minimo a um valor maximo. Quanto maior o periodo de indugdo do biodiesel,
maior sera a eficiéncia do antioxidante utilizado, portanto, essa resposta deve ser
maximizada. A constante de velocidade k é um fator de proporcionalidade da equagao que
representa a taxa de reagcdo e possui um valor para cada temperatura de ensaio e para
cada proporg¢ao de antioxidante utilizada. Quanto menor a constante de velocidade, maior
sera o periodo de inducdo da amostra de biodiesel contendo ou nao o extrato. Portanto, a
melhor resposta para essa variavel dependente seria o valor minimo obtido (CHENDYNSKI
et al., 2020;HILL et al., 2006).

As superficies de resposta obtidas por meio de modelos matematicos (Eq. 3, 5, 7 e
9), para o periodo de indugao, para cada dia de armazenamento, sdo mostrados na figura
10.

Figura 9-Superficie de resposta para os periodos de indug¢ao de diferentes propor¢des de
folhas de cha preto, de folhas de cha verde e de extratos de polpa de ameixa no (a) 1°, (b)
30°, (c) 57° e (d) 91° dias de armazenamento

Ché verde Cha preto Cha verde

d)

Fonte: elaborada pelo autor.
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Na Figura 10 pode ser observado que os valores mais altos foram alcangados nas
maiores propor¢des de extrato de folhas de cha preto, sendo que estdo nas regides mais
vermelhas da superficie de resposta. Observa-se também que quanto maior o periodo de
armazenamento, menor € o periodo de indugdo obtido, sabendo que o tempo de
armazenamento acelera o processo de oxidagao do biodiesel, diminuindo a capacidade do
extrato de atuar como antioxidante. A velocidade de degradacao esta relacionada
diretamente ao tempo de armazenamento do biodiesel, quanto maior o tempo de formacéao
de radicais, maior € o estagio de propagacgao da oxidagédo no biodiesel (MANTOVANI et al.,
2018), com um periodo de indugdo mais curto e uma constante de velocidade (k) mais alta.

Por sua vez, na figura 11 é possivel observar que a superficie de resposta para a
constante de velocidade tem o seu minimo atingido com proporgdes do extrato de polpa de
ameixa e de folhas de cha preto, portanto a mistura desses dois antioxidantes naturais
diminuem a degradagdo oxidativa do biodiesel. Com o aumento do tempo de
armazenamento, observa-se que a polpa de ameixa nao contribui para a diminui¢édo do k.
No entanto, o cha verde é o mais indicado entre os antioxidantes avaliados, diminuindo a

constante de velocidade da reacdo de oxidagao por longos periodos de armazenamento.
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Figura 10- Superficie de resposta para constantes de velocidade de diferentes propor¢des
de folhas de cha preto, de folhas de cha verde e de extratos de polpa roxa no (a) 1°, (b) 30°,
(c) 57° e (d) 91° dias de armazenamento
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Fonte: elaborada pelo autor.

Nesse sentido, a relagdo entre as respostas previstas com uma ou mais variaveis
dependentes e a melhor interacdo entre elas é chamada de funcdo de conveniéncia. E
necessario especificar a fungdo de conveniéncia para cada variavel dependente, atribuindo
valores que vao de zero (muito indesejado) a um (muito desejavel), para a sua maximizagao
e determinar a resposta ideal. Ja para minimizar essa relagdo, os valores devem ser
invertidos de maneira que o zero € a resposta mais desejada. As respostas codificadas
desejaveis para os valores previstos, para cada variavel dependente, sdo entdo combinadas
pelo calculo de sua média geométrica (STATISTICA FOR WINDOWS SOFTWARE; HILL et
al., 2006)

Os modelos podem ser otimizados de forma indepedente ou combinados para formar

um conjunto. Esse método permite calcular modelos preditivos para uma melhor capacidade
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de comparagdo de seus dados (STATISTICA FOR WINDOWS SOFTWARE;
HARRINGTON, 2004; DERRINGER; SUICH, 1980).

A Figura 12 mostra a otimizagédo das diferentes proporgdes dos extratos naturais de
folhas de cha verde, de folhas de cha preto e de polpa de ameixa, levando em consideracao
a maximizagcdo do periodo de indugao, para que, assim, haja a possibilidade de maior
tempo de armazenamento e a minimizagdo da constante de velocidade, buscando uma
menor velocidade da reac&o de oxidagdo, ou seja, menor degradagao oxidativa.

O primeiro dia de teste da otimizacdo mostra que a mistura de 50% de folha de cha
preto e 50% de extrato de polpa de ameixa teve um maior periodo de indugdo e uma
constante de velocidade mais baixa. O extrato de cha preto demonstrou que, nos dias
seguintes de armazenamento, deu ao biodiesel um periodo de indugdo maior e uma
constante de velocidade menor. Na otimizagdo realizada nos quatro dias em que foram
realizados os testes, a variacdo do periodo de inducao foi de 8,92 < PI < 9,69 € 0,25 <k <

0,38 para constante de velocidade.
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Figura 11-Otimizagdo com propor¢des de folhas de cha preto, de folhas de cha verde e de
extratos de polpa de ameixa roxa no (a) 1°, (b) 30°, (c) 57° e (d) 91° dias do armazenamento
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6. CONCLUSAO

Os extratos de folhas de cha verde, de folhas de cha preto e de polpa de ameixa
aumentaram o periodo de inducdo em relacdo a amostra de controle, mostrando,
assim,a sua capacidade antioxidante. Podemos afirmar que esses extratos naturais
podem ser utilizados como aditivos antioxidantes no biodiesel, ja que atrasam a reagao
de oxidagao. Os modelos gerados apresentam coeficientes de determinagao superiores
a 90%, apontando a sua eficacia na avaliagado do processo de retardamento da reagcao
de oxidacao. O extrato de folhas de cha preto fornece ao biodiesel maior periodo de
indugcdo e menor constante de velocidade, por isso pode ser utilizado no
armazenamento do biodiesel por longos periodos, sendo o mais adequado para esse

fim.
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