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MANTOVANI, Ana Carolina Gomes. Estudo do processo de degradacdo de
biodiesel com o0 uso da ressonancia paramagnética eletrénica (RPE),
ressonancia magnética nuclear (RMN) e técnicas complementares. 2022. 106 f.
Tese (Doutorado em Fisica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

O biodiesel € produzido a partir de fontes renovaveis, podendo ser obtido a partir de
Oleos vegetais, gorduras animais e graxas residuais. Esse biocombustivel é formado
por ésteres de acidos graxos facilmente degradados através do contato com oxigénio,
variacfes de temperatura, contato com metais ou contaminantes. Assim, 0 processo
de degradacdo oxidativa ocasionado pela reacdo radicalar irreversivel € uma das
grandes preocupacles sobre esse biocombustivel. Na primeira parte do trabalho
investigou-se 0 processo oxidativo do biodiesel a partir da Ressonancia
Paramagnética Eletrénica (RPE), juntamente com a técnica de aprisionamento de spin
(spin trapping), usando a armadilha de spin PBN, acompanhando a formag&o de
radicais livres em amostras de biodiesel e diferentes matérias-primas (soja, milho e
canola), com antioxidantes sintéticos (TBHQ, BHT e BHA) e extratos naturais (alecrim,
orégano e manjericdo). Através dos espectros obtidos por RPE percebeu-se a
existéncia de um antioxidante adequado para cada biodiesel obtido por causa das
diferentes matérias-primas, uma vez que o extrato de orégano mostrou melhor
desempenho nas amostras de biodiesel de canola e soja, enquanto o extrato de
alecrim apresentou maior eficiéncia no biodiesel de milho. O radical "OH foi
caracterizado a partir das simulagcdes computacionais dos espectros de RPE. Assim,
a técnica de RPE, juntamente com a técnica de spin trapping, mostrou-se eficiente na
avaliacdo da atuacdo de moléculas com propriedades antioxidantes no processo
degradativo do biodiesel. Na segunda parte do trabalho foi investigado o processo de
degradacdo do biodiesel comercial, a partir da espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de prétons (*H RMN), observando os sinais dos hidrogénios
olefinicos, alilicos e bisalilicos das ligacdes quimicas. As amostras foram analisadas
na presenca dos ions metalicos Fe3* e Cu?* e com extrato de alecrim. Observou-se
gue 0s metais catalisaram a reacdo de oxidacdo, enquanto o extrato de alecrim
retardou o0 processo degradativo. As andlises de RMN mostraram quedas nas
intensidades dos sinais dos hidrogénios olefinicos, alilicos e bisalilicos e, foi possivel
realizar a identificacdo dos produtos de oxidacdo (aldeidos). A técnica de RMN,
mostrou-se capaz de fornecer informacdes relevantes quanto ao processo
degradativo do biodiesel a partir da deteccdo da formacéo de co-produtos da reacao
e das mudancgas nas intensidades dos sinais dos hidrogénios alilicos, olefinicos e
bisalilicos. Na terceira parte do trabalho foi investigada a termo-oxidacao do biodiesel
usando a 'H RMN. Dois conjuntos de biodiesel foram analisados, um grupo foi
degradado no equipamento Rancimat a 110 °C por 8 horas, e 0 segundo foi degradado
em estufa durante 17 dias a 50 °C. A partir dos espectros foram observadas as
variacdes das intensidades dos hidrogénios olefinicos, alilicos e bisalilicos, obteve-se
as proporcdes dos grupos acil oleico, linoleico, linolénico e saturado, além de observar
e caracterizar alguns produtos de oxidacao. O biodiesel aquecido a 110 °C mostrou
maior grau de oxidacdo. As amostras apresentaram aumento nas proporc¢des de
saturacdes e produtos como hidroperoxidos e aldeidos foram detectados. A RMN
mostrou-se uma boa técnica alternativa para analisar a degradacao do biodiesel.

Palavras-chave: biodiesel; oxidacdo; RPE; RMN; PBN.



MANTOVANI, Ana Carolina Gomes. Study of the biodiesel degradation process
using electronic paramagnetic resonance (EPR), nuclear magnetic resonance
(NMR) and complementary techniques. 2022. 106 p. Thesis (Physics Graduation
Program) — State University of Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Biodiesel is a renewable fuel. It can be obtained from vegetable oils, animal fats and
residual oil. This biofuel is formed by fatty acids esters, easily degraded through
contact with oxygen, temperature variations, contact with metals or contaminants.
Thus, the process of oxidative degradation caused by the irreversible radical reaction
is one of the major concerns about this biofuel. In the first part of the work, the oxidative
process of biodiesel was investigated using Electronic Paramagnetic Resonance
(EPR), together with the spin trapping technique, using the PBN spin trap, following
the formation of free radicals in biodiesel samples from different raw materials (soy,
corn and canola), with synthetic antioxidants (TBHQ, BHT and BHA) and natural
extracts (rosemary, oregano and basil). Through the spectra obtained by EPR, it was
noticed the existence of a suitable antioxidant for each biodiesel obtained from the
different raw materials, since the oregano extract showed better performance in the
canola and soybean biodiesel samples, while the extract of rosemary showed greater
efficiency in the corn biodiesel. The "OH radical was characterized in the samples from
computer simulations of the EPR spectra. Thus, the EPR proved to be efficient in the
performance evaluation of the molecules with antioxidant properties in the biodiesel
degradation. In the second part of the work, the degradation process of commercial
biodiesel was investigated, using Proton Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR)
spectroscopy, observing the chemical bonds signals of the olefinic, allylic and bisalilic
hydrogens. The samples were analyzed in the presence of Fe3* and Cu?* metallic ions
and with rosemary extract. It was observed that the metals catalyzed the oxidation
reaction, while the rosemary extract delayed the degradative process. The NMR
analyses showed decreases in the signal intensities of olefinic, allylic and bisalilic
hydrogens, and it was possible to identify oxidation products as aldehydes. The NMR
technique was able to provide relevant information regarding the degradative process
of biodiesel from the detection of co-products formation and changes in the signals’
intensities of the allylic, olefinic and bisalilic hydrogens. In the third part of the work,
the thermo-oxidation of biodiesel was investigated using *H NMR. Two sets of
biodiesels were analyzed, one group was degraded in the Rancimat equipment at 110
°C for 8 hours, and the second was degraded in an oven for 17 days at 50 °C. From
the spectra, variations in the intensities of olefinic, allylic and bisalilic hydrogens were
observed, the proportions of oleic, linoleic, linolenic and saturated acyl groups were
obtained, in addition to observing and characterizing some oxidation products. The
biodiesel heated at 110 °C showed a higher degree of oxidation. The samples showed
an increase in the proportions of saturations and products such as hydroperoxides and
aldehydes were detected. NMR spectroscopy proved to be a good alternative
technique to analyze the biodiesel degradation.

Key words: biodiesel; oxidation; EPR; NMR; PBN.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente trabalho sera dividido em capitulos, abordando o
referencial bibliogréafico sobre o biodiesel e as técnicas espectroscopicas aplicadas ao
estudo da degradacdo oxidativa desse biocombustivel, tais como a Ressonancia
Paramagnética Eletronica (RPE) e a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), assim
como os resultados encontrados em diferentes tipos de experimentos.

No capitulo 1 serd apresentada uma revisao bibliografica sobre o
biodiesel, as moléculas com propriedades antioxidantes e contaminantes metélicos, o
processo de degradacdo do biocombustivel e as técnicas espectroscopicas aplicadas
(RPE e RMN) em sua andlise. Essas técnicas sao consideradas ndo convencionais,
ou seja, ndo regulamentadas pelas normativas internacionais que regem as
especificacdes do biodiesel mundialmente.

O capitulo 2 apresenta o estudo da degradacdo de biodiesel
proveniente de diferentes matérias-primas, sob a acdo de extratos alcéolicos com
propriedades antioxidantes como alecrim, manjericdo e orégano, durante o processo
de estocagem a temperatura ambiente, aplicando analises de Ressonancia
Paramagnética Eletrénica (RPE) usando a técnica de spin trapping. Os dados do
capitulo 2 foram publicados em um artigo na revista Fuel e suas informacdes sao
mostradas no anexo A.

No capitulo 3 é mostrada a avaliagdo do processo de oxidacdo de
biodiesel comercial, com a agdo de contaminantes metalicos como cobre (Cu?*) e ferro
(Fe®*) e extrato de alecrim, aplicando a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os
dados do capitulo 3 foram publicados em um artigo na revista Journal of the Brazilian
Chemical Society (JBCS) e suas informacdes sdo mostradas no anexo 2. Além disso,
o pedido de uma patente junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI)
foi feito a respeito do processo de quantificacéo da degradacao do biodiesel com ions

de cobre usando a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). As informa¢fes séo
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mostradas no anexo C.

Por fim, no capitulo 4 é mostrada a avaliacdo do processo de termo-
oxidacao de biodiesel comercial aplicando a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
e investigando a partir da técnica a proporcao de grupos acil presente nas amostras.
Os dados do capitulo 4 foram publicados em um artigo na revista Fuel e suas

informacdes sdo mostradas no anexo D.

1.1 BIODIESEL

Atualmente, a comunidade internacional tem voltado sua atencdo aos
diversos problemas ambientais, tais como a presenca da chuva &cida, surgimento do
aguecimento global, intensificacdo do efeito estufa, etc. Dentre os principais fatores
responsaveis por tais problemas encontra-se o uso excessivo de produtos derivados
do petréleo. Em 1992, houve a implementacao do protocolo de Quioto, com o objetivo
de mobilizar, em modo conjunto, a diminuigcdo nas emissdes de gases considerados
como causadores do efeito estufa (BREIDENICH et al., 1998). Desde ent&o surgiu
uma preocupacdo mundial sobre uso e desenvolvimento de fontes energéticas
alternativas.

O Brasil ndo é considerado um pais com grandes niveis de emissdes
de gases poluentes, quando comparado a RdUssia, Estados Unidos e China.
Entretanto, o pais vem ao longo dos anos desenvolvendo medidas a fim de diminuir a
emissdo de tais poluentes a partir da geracdo de energia através de modos
alternativos, usando biomassa, residuos urbanos, 6leos vegetais, Oleos de
reciclagem, entre outros (RAMOS et al., 2003).

Particularmente, o Brasil dirigiu suas pesquisas e investimentos na
producdo de biocombustiveis, dentre eles o biodiesel, biogas e bioetanol. Uma das
grandes vantagens acerca do biodiesel € que esse biocombustivel é considerado uma
alternativa para a substituicdo, total ou parcial, do diesel proveniente do petréleo
(KIMURA et al., 2019; RAMOS et al., 2003). No ano de 2004, foi lan¢cado no Brasil 0
Programa Nacional de Producao e Uso de Biodiesel (PNPB), fomentado pelo Governo
Federal. O programa tem como principal objetivo incentivar a producdo e o uso do
biodiesel, considerando um desenvolvimento econémico sustentavel em toda sua

cadeia produtiva, desde o produtor até a industria e comercializagdo (BRASIL, 2022).
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No ano de 2005, a Lei 11.097 (BRASIL, 2005) incluiu o biodiesel na
matriz energética brasileira, realizando projecdes futuras de adicdo de biodiesel ao
diesel comercializado no pais. Entre os anos de 2005 e 2007 a adigéo era autorizada
e a partir de 2008 tornou-se obrigatéria, com a adi¢do de 2 % de biodiesel ao diesel
(B2). Com o decorrer dos anos, o percentual de mistura obrigatoria do biodiesel foi
alterado. Em 2014 era de 7 % (B7), atingindo os 8 % (B8) em 2017, 10 % em marcgo
de 2018 (B10), 11 % (B11) em de marco de 2019 e em margo de 2020 atingiu os 12
% (B12). Devido aos problemas gerados pela pandemia do COVID-19 o governo
reduziu temporariamente o percentual para 10 % (BRASIL, 2022). Estima-se que
cerca de 80 % do biodiesel brasileiro é obtido a partir do 6leo de soja, uma vez que o
pais apresenta uma cadeia produtiva bem estabelecida dessa oleaginosa (FERRARI;
OLIVEIRA; SCABIO, 2005).

Muitas vezes a producao do biodiesel pode apresentar-se como nao
favoravel, principalmente pelo alto custo de fabricagdo em determinadas regides,
guando comparado ao diesel. Todavia, a producéo do biodiesel proporciona melhorias
em questdes socioculturais, gerando empregos em regides carentes, atraindo méo de
obra especializada, e se tornando um apoio a agricultura em geral, tanto para os
pequenos quanto para os grandes produtores. Além disso, ha vantagens quanto aos
aspectos ambientais, pois, com seu uso ocorre a diminuicdo da emissdo de
compostos de enxofre, principal responsavel pelo fenbmeno da chuva acida
(DABDOUB; BRONZEL; RAMPIN, 2009; HASSAN; KALAM, 2013; RAMOS et al.,
2003).

O biodiesel constitui-se, em sua maioria, por ésteres metilicos,
podendo ser produzido usando diferentes matérias-primas. E principalmente obtido
através da reacdo de transesterificacdo de Oleos e gorduras (SALUJA; KUMAR,;
SHAM, 2016; YAAKOB et al., 2014). Na Figura 1 é apresentada a reacao global de
transesterificacdo de triacilglicerideos.

Na literatura encontram-se diversas op¢cOes de matérias-primas tais
como: oOleo de soja, 0leo de girassol, 6leo de milho, dleo de algodao, sebo bovino,
gordura de aves, Oleos de reciclagem, entre outros (BUSSLER et al., 2019;
CHENDYNSKI et al., 2016; KNOTHE, 2010; SOUZA et al., 2014).
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Figura 1- Reacédo global de transesterificacdo de triacilglicerideos
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Fonte: a prépria autora (2022).

As diferentes matérias primas de producdo do biodiesel geram
diferencas em suas propriedades. Essas diferencas podem ser tanto nas propriedades
fisicas quanto quimicas, interferindo por exemplo na composi¢do de acidos graxos
saturados e insaturados e, consequentemente, na estabilidade oxidativa, assim como
diferencas no ponto de fulgor e no ponto de entupimento de filtro a frio (CREMONEZ
et al., 2015; SALUJA; KUMAR; SHAM, 20186).

Algumas propriedades das matérias-primas sdo consideradas
indesejadas. E o caso das insaturacdes presentes nas cadeias carbénicas dos 6leos
vegetais, que sao as principais responsaveis pela maior susceptibilidade de
degradacédo, ocasionando uma menor estabilidade oxidativa do biodiesel produzido.
Esse fato ocorre devido a maior disponibilizacéo de sitios reativos com a molécula de
oxigénio, favorecendo processos oxidativos (CHENDYNSKI et al., 2020; MANTOVANI
et al., 2018; SORATE; BHALE, 2015). Existem varios tipos de acidos graxos que
podem compor o biodiesel, tais como: laurico, miristico, palmitico, esteérico, oleico,
linoleico, linolénico, entre outros (YAAKOB et al., 2014). Na Tabela 1 s&o mostrados
os diferentes tipos de ésteres que compdem as amostras de biodiesel obtidas a partir

dos 6leos de soja, milho e canola.
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Tabela 1 — Composicéao dos biodiesel de 6leo de soja, biodiesel de 6leo de milho e

biodiesel de 6leo de canola (%)

Acido Graxos Biodiesel de Biodiesel de Biodiesel de
Oleo de soja O0leo de milho 6leo de Canola
Palmitico C16:0 10,7 12,6 4.9
Estearico C18:0 3,3 2,3 2,0
Oleico Ccis8:1 23,5 33,4 60,9
Linoleico C18:2 53,6 48,6 22,4
Linolénico C18:3 6,3 1,3 57

Fonte: adaptado de (CARVALHO et al., 2012).

Diferentes fatores influenciam na degradacdo do biodiesel,
principalmente durante o armazenamento, dentre eles a oxidagcdo ocasionada pelo
oxigénio do ar, incidéncia de radiacdo UV, influéncia da temperatura, contaminacao
microbioldgica, contaminacdo com compostos metalicos, presenca de agua, dentre
outros. As contaminacBes metalicas podem ser originadas nos tanques usados na
producdo, armazenamento e transporte do biocombustivel (ANGILELLI et al., 2017;
COMIN et al., 2017; KUMAR, 2017).

Existem diversas técnicas mencionadas na literatura com o objetivo
de determinar a estabilidade oxidativa de 6leos e gorduras. Dentre elas destacam-se
as técnicas de avaliacdo de indice de iodo e perdxido, Rancimat, PetroOxy,
calorimetria gasosa, cromatografia liquida e gasosa, espectrometria por fluorescéncia,
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), entre outras
(KUMAR, 2017; SALUJA; KUMAR; SHAM, 2016; YAAKOB et al., 2014).

Grande parte das analises dos fendmenos de degradacdo sé&o
realizadas por testes acelerados, com o uso de aquecimento e/ou oxigenagao das
amostras, uma vez que a degradacdo a temperatura ambiente é lenta e ndo seria
adequada ao controle de qualidade industrial (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

A anélise da estabilidade oxidativa usando o equipamento Rancimat
€ um dos testes acelerados que se destaca no meio, principalmente por ser o método
regulamentado pelas normas internacionais de avaliacdo de qualidade do produto
como a EN 14112 (EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2016).
Nesse método, o valor de estabilidade oxidativa é obtido através do aquecimento das
amostras a temperaturas fixas e, entdo, a oxidagéo é induzida por um fluxo continuo
de ar. Os produtos volateis produzidos na degradacdo sdo medidos através do

aumento da condutividade num recipiente com agua deionizada. Assim, a estabilidade
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oxidativa das amostras, ou periodo de inducéo, € determinada pelo ponto de inflexao
da curva entre a condutividade e tempo fornecidos pelo software do equipamento
(CREMONEZ et al., 2016; DWIVEDI; SHARMA, 2014; PULLEN; SAEED, 2012). Uma
das principais desvantagens do uso da técnica de aquecimento acelerado
empregando o equipamento Rancimat € o longo tempo de analise necessario,
podendo ultrapassar 12 h (BRASIL, 2019). O tempo esta diretamente relacionado a
qualidade do produto avaliado, sendo obtidos baixos periodos de inducdo para
amostras degradadas ou com alta susceptibilidade a oxidacao.

A respeito da reacdo de oxidacdo dos componentes presentes no
biodiesel que pode ocorrer por processos de foto-oxidacéo, termo-oxidacdo ou auto-
oxidacao. No processo foto-oxidativo ha acdo da radiacdo e oxigénio, enquanto a
termo-oxidacdo é ocasionada pela acdo de temperatura e oxigénio e o processo de
auto-oxidacdo é catalisada pela presenca de oxigénio (JAIN; SHARMA, 2012a;
YAAKOB et al., 2014).

A reacdo de auto-oxidacao € utilizada para explicar as etapas do
processo degradativo. A reacdo radicalar é irreversivel com trés principais etapas:

iniciacdo, propagacao e terminacao (Reacao 1).

Reacdo 1 — Etapas da reacao de oxidagao do biodiesel

Iniciagao RH-> R +H
Propagacéo R+ O2 > ROO’
ROO’ + RH - ROOH + R’
Terminacgao ROO*' + R*> ROOR
ROO" + ROO® > ROOR + 02
R'+R 2> RR

Onde RH representa a molécula de éster insaturado, R é o radical livre formado, ROO*

€ o radical peroxido, ROOH é o hidroperoxido e RR o produto final.

Na primeira fase da reacgéo radicalar, ocasionada pela influéncia da
temperatura, luz ou oxigénio, ocorre a formacdo de radicais livres do éster.
Posteriormente, ha o surgimento dos produtos primarios de oxidacdo como o0s
hidroperoxidos e peroxidos, exercendo a funcédo de propagadores da reacdo. Na fase

de terminacédo, fase final, dois radicais livres se combinam, formando produtos
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estaveis. Também existe a presenca de reacdes secundarias como 0 rearranjo e
quebra de peroxidos, formando varios produtos secundarios de oxidacdo (KUMAR,
2017; YAAKOB et al., 2014).

Diversos produtos podem ser formados a partir da propagacédo dos
radicais livres. Os hidroperéxidos formados na reacdo podem ser decompostos
resultando na formacéo de uma variedade de produtos como alcoois cetona, acidos
organicos, aldeidos, etc (JAIN; SHARMA, 2010, 2012a). Os produtos gerados na
degradacdo também podem se polimerizar, formando gomas e causando danos aos
motores de veiculos automotivos (JAIN; SHARMA, 2010).

Moléculas com propriedades antioxidantes sdo adicionadas com a
finalidade de minimizar essa degradacdo e aumentar o periodo de armazenamento

desse biocombustivel.

1.2 SUBSTANCIAS ANTIOXIDANTES NATURAIS E SINTETICAS

O processo degradativo gera radicais livres que propagam a reacao
de forma irreversivel. Ou seja, uma vez iniciada essa rea¢ao nao ha a possibilidade
de interrompé-la, pois os radicais livres sdo muito reativos. Desse modo, 0 uso de
antioxidantes, sintéticos ou naturais, faz-se necessario com o objetivo de inibir ou
retardar o processo de degradacdo. Atualmente, o emprego de antioxidantes é o
método que apresenta maior eficacia quanto ao aumento do periodo de inducao do
biodiesel (YAAKOB et al., 2014).

Os antioxidantes podem ser classificados em algumas categorias,
como primarios, agentes quelantes, sinergistas, removedores de oxigénio, bioldgicos
e antioxidantes mistos (BAILEY, 1996).

Os antioxidantes primarios, também conhecidos como antioxidantes
fendlicos, removem ou deixam o radical livre inativo nos estagios de iniciacdo ou
propagacédo da reacdo radicalar, a partir da doacdo de um elétron ou atomo de
hidrogénio nas moléculas (RAMALHO; JORGE, 2006).

O mecanismo de agdo dos antioxidantes proposto por Frankel é
mostrado na reacgao 2 (FRANKEL, 2005).
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Reacdo 2 — Mecanismo de acao dos antioxidantes

ROO" + AH > ROOH + A’
R+ AH > RH + A’

Onde ROO’ e R’ representam os radicais livres, RH a molécula do
éster restaurada, AH o antioxidante juntamente com um atomo ativo de hidrogénio e
A’ representa um radical inerte, ou seja, ndo reativo (FRANKEL, 2005; RAMALHO;
JORGE, 2006).

O atomo de hidrogénio é abstraido do antioxidante para a formacao
dos radicais livres, formando espécies inativas e um radical inerte A® originado do
antioxidante, geralmente estabilizado por ressonancia. Por sua vez, é importante a
escolha da molécula para que esse radical seja inerte, ndo possuindo capacidade de
iniciar ou até mesmo propagar as reacdes de oxidacdo (RAMALHO; JORGE, 2006).

Antioxidantes tais como butil-hidroxitolueno (BHT), butil-hidroxianisol
(BHA) sado conhecidos como antioxidantes fendlicos. Eles atuam na inibicao da reacao
de oxidacdo (RAMALHO; JORGE, 2006). Os agentes quelantes, como o &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), atuam na formacao de complexos estaveis com
diversos ions metdlicos, reduzindo assim a disponibilidade desses ions na reacéo de
oxidacao (SINDHI et al., 2013).

Os sinergistas possuem pouca atividade antioxidante. Sdo usados na
combinagcdo com antioxidantes primarios podendo aumentar a atividade antioxidante
(BORSATO et al., 2014; MAIA et al., 2011; RAMALHO; JORGE, 2006).

O BHA é um antioxidante eficiente no combate a oxidagéo de acidos
graxos de cadeia carbonica. O BHT possui propriedades similares a ele. O terc-butil-
hidroguinona (TBHQ) apresenta o melhor desempenho em 6éleos vegetais quando
comparado ao BHA e ao BHT pois possui o dobro de hidroxilas em sua estrutura
(RAMALHO; JORGE, 2006).

Além dos antioxidantes sintéticos existem também os antioxidantes
naturais. Moléculas com propriedades antioxidantes podem ser obtidas a partir de
extratos de plantas ou ja estdo presentes nas proprias matérias-primas usadas na
sintese do biodiesel (CHENDYNSKI et al., 2019; YAAKOB et al., 2014).

Algumas vitaminas como o acido ascorbico, tocoferois, vitamina E,

atuam como antioxidantes naturais. O tocoferol dos seus hidrogénios fendlicos aos
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radicais livres, interrompendo a reacdo em cadeia. Eles sdo frequentemente usados
para inibir a oxidacdo de 6leos e gorduras (SARIN et al., 2010).

Os antioxidantes naturais atuam como agentes redutores, além
aumentarem o tempo de armazenamento, sem odores de compostos oxidados em
Oleos (SINDHI et al., 2013). Diversos extratos naturais com propriedades
antioxidantes com acidos fendlicos tém sido testados com o objetivo de substituir os
antioxidantes sintéticos. Entre os antioxidantes destacam-se o alecrim (BAO et al.,
2020; CHENDYNSKI et al., 2020), o orégano (COPPO et al., 2013), o cha verde
(LORENZO; MUNEKATA, 2016; POLOVKA, 2006), o cha preto (MAGDALENA
SKOTNICKA, JOANNA CHOROSTOWSKA-WYNIMKO, JERZY JANKUN, 2011;
POLOVKA, 2006), o hibisco (CID-ORTEGA; GUERRERO-BELTRAN, 2012;
ROMAGNOLI et al.,, 2020), a amora (CHENDYNSKI et al.,, 2019; JACQUES;
ZAMBIAZI, 2011), entre outros.

A gquantidade de compostos fendélicos presente nas plantas pode ser
modificada por fatores ambientais como temperatura, umidade, radiacdo UV e
condi¢des agronémicas como variacao genética, nutrientes dentre outros (LLORACH
et al., 2008).

1.3 COMPOSTOS METALICOS

A presenca de contaminantes metalicos também é um dos grandes
responsaveis pela degradacdo do biodiesel. Quando em contato com o biodiesel,
alguns metais atuam como catalisadores da reacdo de oxidacdo, formando
sedimentos insoluveis (YAAKOB et al., 2014).

Os contaminantes metéalicos podem ser derivados de diversas fontes,
mas no caso do biodiesel, sdo originados principalmente no processo de transporte e
armazenamento. Os tanques de armazenamento e transporte de combustiveis sao
fabricados a partir de ligas metalicas, que podem ter em sua composicao ferro,
cobalto, cobre, manganés, entre outros (KUMAR, 2017).

Jain e Sharma (2012b), em estudos com biodiesel, mostraram que o
cobre apresenta maior efeito catalitico, enquanto que o aluminio ndo apresenta
nenhuma influéncia. Além disso, avaliaram o efeito catalitico de outros metais
frequentemente usados na produgao de tanques de armazenamento, concluindo

assim que o cobre possui maior efeito catalitico no biodiesel, seguido de cobalto,
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manganés, niquel e ferro.

Alguns metais de transicdo sdo 0s responsaveis pela iniciacdo da
oxidacdo dos Oleos, pois mesmo pequenas concentracdes sdo suficientes para
catalisar a reacdo de oxidacdo. Além do mais, apenas 0s metais de transicdo que
transferem um elétron por vez sdo considerados catalisadores ativos, como por
exemplo o cobre, manganés, ferro e cobalto (SHAHIDI, 2005).

Chendynski et al. (2019) estudaram diferentes ligas metélicas, como
aco prata, aco carbono, cobre, reportando que a presenca de cobre implica em uma
influéncia mais expressiva na degradacdo do biodiesel, quando comparado com

outros ions metalicos.

1.4 RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA

A Ressonancia Paramagnética Eletrbnica (RPE) é uma técnica
espectroscopica importante para o estudo de moléculas e ions que possuem elétrons
desemparelhados em sua estrutura, chamados de espécies paramagnéticas (BUNCE,
1987; WEIL; BOLTON, 2007).

Dentre as espécies paramagnéticas frequentemente encontradas
estdo alguns complexos metdlicos, estados excitados tripletos de moléculas
diamagnéticas, assim como moléculas do tipo NO, NO2z que séo considerados radicais
livres estaveis, assim como os radicais livres *OH e *CHsz (BUNCE, 1987).

O elétron possui dois estados de spin eletrdnicos possiveis ms=+£1/2.
Ambos estados de spin possuem a mesma energia quando ndo sofrem a interferéncia
de um campo magnético externo. Porém, a partir da aplicacdo de um campo
magnético no sistema, ha a separacao dos dois estados como mostrado na Figura 2
a seguir (BUNCE, 1987).
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Figura 2 — Representacdo esquematica da separacao dos estados de spin eletrénico

submetidos a um campo magnético
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Fonte: a prépria autora (2022).

A variacdo de energia AE dos dois possiveis niveis de energia dos
estados do elétron depende diretamente do campo magnético Ho, do magneton de

Bohr (B) e do fator de proporcionalidade g, mostrados na equacao 1:

AE = gBH, (1)

Quando ha a incidéncia de radiacdo em uma determinada amostra, a
uma frequéncia v, na qual os niveis de energia foram separados pelo do campo
magnético, tanto a condi¢do de absorcdo quanto emissao sao estimuladas, nomeada
como condicdo de ressonancia que acontece quando AE = hv. O valor absoluto de
AE é geralmente pequeno, desse modo, os espectros de RPE sdo comumente
medidos através da primeira derivada da curva de absor¢do, com o objetivo de reduzir
o0 ruido do sinal medido (BUNCE, 1987; WEIL; BOLTON, 2007).

O fator espectroscopico g € considerado um dos principais fatores
para extrair informacdes sobre as espécies observadas pela RPE. Ele pode até
mesmo ser considerado a impressao digital da espécie. Sabe-se que os radicais livres
organicos com carbono centrado possuem valores de g proximos de 2,0026 (BUNCE,
1987).

As constantes de desdobramento hiperfinas sao parametros

fundamentais para obter informacdes do espectro de RPE. As interagdes hiperfinas
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surgem devido a mudancas na forca efetiva do campo magnético sentida pelo elétron
livre, resultante das influéncias magnéticas dos nucleos vizinhos que possuam algum
momento nuclear. O numero de linhas geradas depende do spin nuclear e do spin
eletrdnico, uma vez que essas interacdes resultam no desdobramento dos niveis de
energia associados ao sistema (WEIL; BOLTON, 2007).

Os padrdes do espectro de RPE apresentam uma analise do nimero
e tipo de nucleo magnético adjacente ao radical livre. Frequentemente é possivel obter
uma identificagdo ndo ambigua do radical analisado (BUNCE, 1987). A quantidade de
linhas hiperfinas depende dos niumeros de spin eletrdnico (S) e nuclear (1), possuindo
valores inteiros ou semi-inteiros. Assim, 0s numeros dos niveis de energia sdo dados
por (2S+1) x (21+1), respeitando a regra de selecdo Ams=t1 e Ami=0, onde Ams
corresponde as possiveis transi¢ées, enquanto que Amiindica as transi¢des possiveis
dos estados de energia dos spins nucleares. A regra de selecao indica que apenas
momentos magnéticos das amostras na mesma direcdo do campo magnético externo
- perpendicular ao campo magnético criado pelas microondas - séo detectaveis (WEIL;
BOLTON, 2007).

Na Figura 3 é mostrado o desdobramento oriundo da interacdo
hiperfina de um radical livre com um atomo de hidrogénio, sendo que nesse caso a
constante possui valor A(H) = 507 G. Duas linhas espectrais sdo observadas, pois
devido a regra de selecdo, nem todas as transi¢cdes sao possiveis (BUNCE, 1987,
WEIL; BOLTON, 2007).
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Figura 3 — Desdobramento hiperfino da interacédo entre um radical livre e um atomo

de hidrogénio

|2 H

Fonte: a prépria autora (2022).

Os radicais livres organicos, em sua maioria, S0 espécies reativas
com baixa concentracdo em seu estado estaciondrio, possuindo uma pequena
concentragdo ou tempos de vida muito curtos, tornando dificil sua deteccéo direta pela
RPE, de modo que se faz necessario o uso da técnica de spin trapping. (DAVIES,
1987; FUJINO; UKAI, 2013; PINGRET et al., 2012; VELASCO; ANDERSEN;
SKIBSTED, 2004)

1.4.1 Tecnica de Spin Trapping

A técnica de spin trapping baseia-se na adicdo de uma espécie
diamagnética, chamada de spin trap (armadilha de spin), que aprisiona o radical livre
presente na amostra, formando um radical aduto ou spin aduto, uma molécula estavel
e, consequentemente, detectavel por RPE. Apenas a armadilha de spin ndo é
detectavel no equipamento uma vez que nao possui elétron desemparelhado. Desse
modo, a técnica de spin trapping possibilita a deteccdo indireta do radical livre

presente na amostra, uma vez que observamos no espectro o radical/spin aduto
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formado (SWARTZ; KHAN; KHRAMTSOQV, 2009). A partir do spin aduto detectado é
possivel obter informacdes sobre o radical aprisionado e até mesmo, em alguns
casos, a caracterizacdo desse radical (DAMIAN; PETRISOR; MICLAUS, 2007,
REINKE et al., 1987).

A técnica de spin trapping € considerada eficiente na deteccédo e
estudo de radicais livres. Dentre suas vantagens encontram-se: simples uso
experimental, facil preparacdo das amostras, menor tempo de analise quando
comparada a outras técnicas que visam o estudo de radicais livres, além de permitir a
deteccao indireta dos radicais livres, impossiveis de serem detectados somente por
RPE (DAVIES, 1987; REINKE et al., 1987). A técnica tem sido aplicada na deteccéo
de radicais livres em diversos estudos, como em amostras biolégicas (BUETTNER;
MASON, 1990; YIM; CHOCK; STADTMAN, 1990), 6leos e gorduras (OTTAVIANI et
al., 2001; PAPADIMITRIOU et al., 2006; VELASCO; ANDERSEN; SKIBSTED, 2005),
estudos in vivo (BOLLI et al., 1988; REINKE et al., 1987) e, atualmente, aplicada ao
estudo do processo degradativo do biodiesel (CHENDYNSKI et al., 2019;
MANTOVANI et al., 2018).

Existem diversos tipos de armadilha de spin, dentre eles se destacam

os do tipo nitrona e nitrosos (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura quimica dos compostos nitrosos (a) e nitronas (b)
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Fonte: a propria autora (2022).

Os compostos nitrosos podem fornecer informacdes sobre os radicais
aprisionados de uma maneira mais simples, quando comparado as nitronas, e podem
ser aplicados a analises em 6rgéos de animais ou humanos (DAMIAN; PETRISOR,;
MICLAUS, 2007). Uma de suas desvantagens é que alguns reagentes podem

competir com a armadilha de spin nitrosa na captura dos radicais livres, diminuindo a
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concentracdo das espécies devido a reacdes paralelas que nao sao seletivas e/ou
especificas. Caso ndo seja possivel a deteccdo e quantificacdo usando esse tipo de
armadilha de spin, ndo se pode concluir a inexisténcia de radicais livres no meio,
necessitando de uma investigacdo mais aprofundada (DAVIES, 2013). O solvente
pode interferir na deteccao dos radicais livres a partir dos compostos nitrosos uma vez
gue os radicais livres detectados podem ser oriundos do proprio solvente, fornecendo
informagdes equivocadas. Assim, recomenda-se ndo usar solvente em amostras em
que isso seja possivel, como em substancias em estado liquido a temperatura
ambiente (LAGERCRANTZ, 1971).

As armadilhas de spin do tipo nitronas apresentam uma melhor
eficiéncia no estudo de radicais livres, além de apresentarem maior estabilidade
fotolitica e térmica (DAMIAN; PETRISOR; MICLAUS, 2007; LAGERCRANTZ, 1971).
Porém, os radicais livres aprisionados apenas podem ser identificados e
caracterizados a partir das constantes de acoplamento do nitrogénio e préton beta e
gama (DAMIAN; PETRISOR; MICLAUS, 2007).

Os spins traps do tipo nitronas mais usados nos trabalhos abordados
na literatura sdo o PBN (N-t-butil-a-fenilnitrona) e o DMPO (5,5-dimetil-1-pirrolina-N-
oxido), onde ambos possuem um hidrogénio beta que possibilita a extracdo de
informacdes sobre o radical (REINKE et al., 1987).

A formacéo dos spins adutos esta diretamente correlacionada ao tipo
de armadilha de spin utilizada, uma vez que dependendo da reatividade do radical,
variacdes significativas na estrutura do radical aduto formado podem surgir. Estudos
apontam que as armadilhas de spin possuem taxas de aprisionamento diferentes. Em
um estudo abordando a taxa de aprisionamento de radicais do tipo *OH, usando a
armadilha de spin PBN, mostrou-se que para uma reacao gerando uma taxa de
radicais de 7,3x10° Ms™t, cerca de 7,0x107 M's™? dos radicais foram aprisionados, ou
seja, nem todos os radicais formados na reacao a ser estudada sao efetivamente
aprisionados pelo armadilha de spin (DAVIES, 2013). Porém, em alguns meios, como
0 biodiesel, esse é o unico modo de estudar e analisar o sistema através da RPE.

A armadilha de spin PBN aparece em diversos estudos na literatura
(BUETTNER, 1987; DAMIAN; PETRISOR; MICLAUS, 2007; JACOB; BHUGRA;
MANN, 1997; JERZYKIEWICZ; CWIELAG-PIASECKA; JEZIERSKI, 2013;
PAPADIMITRIOU et al.,, 2006; VELASCO; ANDERSEN; SKIBSTED, 2005), sendo

preferencialmente escolhido no estudo de radicais livres em meios apolares (DAVIES,
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2013).

Na Figura 5 sdo mostrados algumas armadilhas de spin, onde: DMPO
(5,5-dimetil-1-pirrolina-N-oxido), PBN-SOsNa (N-tercbutil-a-(2-sulfofenil)nitrona de
sédio), DBN BS (3,5-dibromo-4-nitrosobenzenosulfonato) e 4-POBN (a-piridil-1-oxido-
N-terc-butilnitrona) sé@o armadilhas de spin solliveis em agua; MNP (2-metil-2-
nitrosopropano) e NB (nitrosobenzeno) sédo solaveis em lipidios; PBN e PBN-NO2 (N-

terc-butil-a-(4-nitrofenil)nitrona) sdo sollveis tanto em agua quanto em lipidios.

Figura 5— Estrutura quimica de moléculas que atuam como armadilhas de spin
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Fonte: a propria autora (2022).

Determinados fatores sédo de extrema importancia para a eficiéncia do
uso da armadilha de spin, como a taxa de aprisionamento dos radicais e a taxa de
decaimento do spin aduto formado. Interferéncias externas podem inativar alguns
tipos de spin adutos, devido sua natureza instavel. Assim, o sinal do spin aduto
detectado pela RPE pode apresentar variacdes. Frequentemente o sinal observado
possui crescimento inicial, estabilizacdo e decaimento (DAMIAN; PETRISOR;
MICLAUS, 2007; DAVIES, 2013). Além disso, a taxa de decaimento do sinal dos

radicais adutos é diretamente dependente da estrutura da armadilha de spin usada,
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natureza do solvente e até mesmo do pH da amostra e do solvente (DAVIES, 2013).

Na maioria dos estudos sobre 6leos apresentados na literatura a
armadilha de spin PBN é usada. Na Figura 6 é mostrado a reacao do aprisionamento
do radical livre, formando o radical aduto a partir da armadilha de spin PBN.

Figura 6 — Reacéao de aprisionamento do radical livre usando a armadilha de spin
PBN

o !
|+ CH R N CH3
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Fonte: a propria autora (2022).

O radical livre aprisionado na molécula de PBN apenas possibilita a
identificacdo dos radicais a partir das constantes de acoplamento do nitrogénio e do
préton B, proveniente do hidrogénio. Desse modo, qualquer radical que seja
aprisionado por essa armadilha de spin devera ser analisado a partir das constantes
de acoplamento A(N) e A(H) (DAMIAN; PETRISOR; MICLAUS, 2007).

Jerzykiewicz e colaboradores (2013) estudaram degradacao lipidica
a partir da RPE. Eles avaliaram que o efeito do a-tocoferol adicionado em amostras
de 6leo de canola e 6leos de descarte dependia da quantidade de antioxidante usado.
Para quantidades de até 0,35 mg/1 g (a-tocoferol/ &cido graxo ou triglicerideo) ocorria
a inibicdo da formacédo de spin adutos (PBN/ adutos lipidicos), enquanto que para
quantidades superiores a formacdo de spin adutos aumentava. Bao et al. (2020)
investigaram a quantidade de radicais presentes em amostras de coxa de frango
assada, peito de frango, carnes de porco e bife, com e sem a adicédo de substancias
antioxidantes como polifendis de cha e alecrim. Eles observaram decaimento
expressivo na formacao de radicais livres nas carnes assadas quando adicionado os
polifendis de cha, enquanto que a adi¢do de alecrim ndo diminuiu de maneira eficiente
a formacgéo de radicais livres nas amostras.

Jiang et al. (2020) também avaliaram a estabilidade oxidativa de oleos
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a partir da RPE, concluindo que a RPE € um método sensivel para avaliar a
estabilidade oxidativa de 6leos. Zhao et al. (2020) estudaram os efeitos de
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina na estabilidade oxidativa de 6leo de amendoim
usando RPE. Além disso, diversos estudos tém sido desenvolvidos sobre estabilidade
oxidativa usando a técnica de spin trapping (JERZYKIEWICZ; CWIELAG-PIASECKA;
JEZIERSKI, 2013; JERZYKIEWICZ; CWIELAG; JERZYKIEWICZ, 2009; OTTAVIANI
et al., 2001; PAPADIMITRIOU et al., 2006; THOMSEN; JACOBSEN; SKIBSTED,
2000; THOMSEN; KRISTENSEN; SKIBSTED, 2000; VELASCO; ANDERSEN;
SKIBSTED, 2004, 2005), mas ha poucos trabalhos na literatura sobre analises de

amostras de biodiesel por RPE.
1.5 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear € considerada
uma técnica eficiente na analise e identificacdo de substancias organicas e bioldgicas,
ajudando a elucidar suas estruturas quimicas. Possui a vantagem de ser uma técnica
altamente confiavel e rapida (HWANG, 2017).

A espectroscopia RMN permite analisar a estrutura molecular de
materiais observando e medindo as interacbes dos spins nucleares das amostras
submetidas a um forte campo magnético externo. Quando ha aplicacdo do campo
externo, ocorre o alinhamento dos spins nucleares a favor ou contra o campo. Além
disso, uma energia de transferéncia (4E se torna possivel entre o estado fundamental
do sistema e o estado excitado. Quando o spin retorna ao seu estado fundamental, a
energia de radiofrequéncia absorvida é emitida ha mesma frequéncia, dando origem
ao sinal no espectro de RMN sobre determinado ndcleo, de modo que a
radiofrequéncia emitida é diretamente proporcional ao campo magnético aplicado,
como mostrado na equacao 2 (AKITT; MANN, 2000).

AE = hy =% )

Onde Ho € 0 campo magnético externo aplicado e sentido pelo proton;
y é a razdo giromagnética (razdo entre 0 momento magnético nuclear e o momento
angular, constante caracteristica para cada nucleo) e h € a constante de Planck.

A técnica permite o estudo de uma variedade de nucleos que
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possuem estados de spin nuclear £1/2 tais como: H, 13C, °F 3P (AKITT; MANN,
2000; MOOLENAAR; ENGELKE; WEVERS, 2003).

A frequéncia de ressonancia de um nucleo € determinada pelo seu
ambiente quimico. Assim, ndo apenas moléculas diferentes, mas também grupos
qguimicos diferentes podem ser identificados pelo espectro de RMN. A diferenca entre
a frequéncia de ressonancia e a frequéncia de referéncia do sistema é dada como o
deslocamento quimico, expresso em ppm (parte por milhdo), que na maioria dos
casos usa o tetrametilsilano (TMS) como padréo interno. Os deslocamentos quimicos
podem ser usados para avaliar e analisar diferentes moléculas, mesmo que suas
estruturas quimicas sejam ligeiramente diferentes (MOOLENAAR; ENGELKE;
WEVERS, 2003), indicando pequenas diferencas nas posi¢cdes de ressonancia.

Os sinais de RMN sé&o gerados a partir dos hidrogénios equivalentes
na estrutura da molécula analisada, podendo ser divididos em duas ou mais
componentes (dubleto, tripleto) fornecendo maiores informacdes sobre a estrutura do
composto analisado. Esse desdobramento, chamado desdobramento spin-spin, €
causado pela interacéo entre os hidrogénios vizinhos. O desdobramento spin-spin néo
ocorre entre hidrogénios equivalentes (HWANG, 2017; MOOLENAAR; ENGELKE;
WEVERS, 2003).

A intensidade do sinal de ressonancia (ou a area do pico) é
proporcional ao numero de hidrogénios contribuindo para o surgimento desse sinal e,
consequentemente, € proporcional a concentracdo da molécula a ser estudada
(MOOLENAAR; ENGELKE; WEVERS, 2003).

A espectroscopia de RMN de hidrogénios, também chamada *H RMN,
tem sido aplicada ao estudo de 6leos e gorduras de maneira eficiente, juntamente com
técnicas padrdes, para analisar 6leos e suas respectivas composi¢cdes a respeito de
acidos glicerol, ésteres alquilicos de acidos graxos e coprodutos (ANDERSON;
FRANZ, 2012; GUILLEN; GOICOECHEA, 2007; TYL; BRECKER; WAGNER, 2008).
E possivel analisar os 6leos e gorduras, assim como a quantidade dos grupos
linoleicos, linolénicos, oleicos e saturados a partir das areas de alguns sinais
presentes no espectro de 'H RMN (ANDERSON; FRANZ, 2012). Na Figura 7 é

mostrada a estrutura do triacilglicerol com alguns dos mais comuns acidos graxos.

Figura 7- Estrutura das cadeias de acidos graxos do triacilglicerol onde (a) representa

os hidrogénios olefinicos, (b) os hidrogénios gliceril metinos, (c) os hidrogénios gliceril
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metilicos, (d) os hidrogénios bisalilicos, (€) os hidrogénios metilicos na posicdo a em
relacdo a carbonila, (f) os hidrogénios alilicos, (g) os hidrogénios metilicos na posicao

B em relacado a carbonila e (h) os outros hidrogénios metilicos

2 h h h h h
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Fonte: (ANDERSON; FRANZ, 2012).

Martinez-Yusta e Guillén (2019) estudaram o processo de
degradacéo acelerado em 6leo de girassol. Howell e Ostrander (2019) investigaram a
estabilidade térmica de componentes presentes no 6leo de ricino. Recentemente, a
técnica foi aplicada ao estudo do processo de transesterificacdo da producdo do
biodiesel, monitorando os produtos de reacdo como ésteres metilicos de acidos
graxos, triglicerideos, monoglicerideos e diglicerideos (GALVAN et al., 2020) mas,
existem poucas pesquisas usando a espectroscopia RMN no estudo da degradacao
do biodiesel.

A presenca de compostos olefinicos, bisalilicos e alilicos em uma
amostra pode estar relacionada com o seu processo de degradagéo. Sabe-se que os
compostos alilicos séo produtos de oxidacao primarios, instaveis e que formam uma
variedade de produtos de oxidacdo secundarios (JAIN; SHARMA, 2010). A taxa do
processo de oxidacdo dos acidos graxos insaturados pode estar relacionada ao
namero de carbonos bisalilicos presentes no biocombustivel (JAIN; SHARMA, 2010).
Além disso, os compostos olefinicos sdo relacionados a quantidade de ésteres

insaturados presente na matéria-prima (DE FREITAS et al., 2019).
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CAPITULO 2

Rastreamento da formacao de radicais livres no
processo de degradacao do biodiesel em misturas com
antioxidantes por Ressonancia Paramagnética
Eletronica (RPE)
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Resumo
O biodiesel é considerado um combustivel renovavel visando a substituicdo do diesel.
Porém, sua degradacdo, causada por uma reacdo radicalar, € uma das grandes
desvantagens sobre esse biocombustivel. A técnica de spin trapping pode ser um
recurso Util para avaliar e acompanhar a formacao de radicais livres nas amostras. No
presente trabalho, o processo de degradacdo do biodiesel de canola, milho e soja,
com antioxidantes sintéticos (BHA, BHT, TBHQ) e extratos naturais (alecrim, orégano,
manjericdo) foram analisados por Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE). As
analises foram realizadas a temperatura ambiente, aplicando a técnica de spin
trapping, empregando a armadilha de spin PBN (N-t-butil-a-fenilnitrona). A partir dos
dados obtidos foi possivel avaliar o processo degradativo das amostras e
estabilidades oxidativas, assim como identificar a presenga do radical hidroxil em
todas as amostras. Dentre as amostras de biodiesel analisadas, o biodiesel de soja

apresentou maior estabilidade a oxidacao.

Palavras-chave: Spin-trapping, RPE, N-t-butil-a-fenilnitrona, oxidagéo,

espectroscopia.
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2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho propde analisar o processo oxidativo do
biodiesel comercial (B100) em temperatura ambiente, com o uso de antioxidantes
sintéticos e naturais, por espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica
(RPE).

2.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a eficiéncia de antioxidantes sintéticos e naturais na
inibicdo do processo de degradacéo do biodiesel produzido a partir
de diferentes matérias primas (canola, milho e soja) por RPE.

e Quantificar a formacao de radicais livres durante o processo de
degradacdo das diferentes amostras de biodiesel durante
estocagem a partir da técnica de spin trapping.

e Inferir informagdes sobre o tipo de radical/ spin aduto formado nas
amostras com o uso da armadilha de spin PBN.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Producao das Amostras de Biodiesel

Para a preparacdo das amostras de biodiesel foram pesados
individualmente 100 g de 6leo de soja (Suavit®), canola (Suavit®) e milho (Suavit®). As
amostras foram produzidas usando 50 mL de metanol P. A. (Anidrol®, 99,8 %) e 0,8 g
de hidréxido de sédio (NaOH, F. maia®: 97 %) como catalisador.

As misturas foram submetidas a agitacao lenta, sob refluxo a 65 °C
durante 2 h. O produto obtido foi colocado em funil de decantacdo para separar o
glicerol do biodiesel. As amostras de biodiesel foram entdo neutralizadas com 0,1 %
(v/v) de solucéo de &cido cloridrico (HCI, F. maia®: 36,5 %) a 80 °C com o objetivo de
minimizar a formagdo de emulsdes. Posteriormente as amostras foram lavadas com
agua destilada a 80 °C até atingir pH 7. Entdo, a desumidificacdo foi realizada
adicionando 8 g de sulfato de soédio anidro P.A. (Na2SOas, Dinamica®, 99 %),
previamente seco em estufa a 120 °C durante 30 minutos. As misturas foram agitadas
e filtradas em papel de filtro quantitativo azul (Quantity®, ~8 ym) no vacuo. As
amostras de biodiesel produzidas foram entdo estocadas na auséncia de luz e a

temperatura ambiente.

2.2.2 Preparacédo dos Extratos Alcodlicos de Alecrim (Rosmarinus officinalis),

Orégano (Origanum vulgare) e Manjericao (Ocimum basilicum)

Os extratos alcodlicos de alecrim (Rosmarinus officinalis), orégano
(Origanum vulgare) e manjericdo (Ocimum basilicum) foram produzidos seguindo a
metodologia de Romagnoli et al. (2020). Foram usados 10 g de folhas secas de
alecrim, orégano e manjericao para a producdo dos extratos. Apés a pesagem das
folhas, foram adicionados 250 mL de etanol (99,5 %, Anidrol PA) as mesmas e
misturado com bastdo de vidro. As misturas foram mantidas na auséncia de luz
durante 48 horas e entdo filtradas a vacuo. Os filtrados foram evaporados com uma
chapa aquecedora a 60 °C até atingir um volume de 50 mL. As aliquotas foram
transferidas em baldes volumeétricos de 50 mL e aferiu-se com etanol absoluto.

Antes do uso de cada aliquota dos extratos, foi retirado o etanol para



40

gue nao interferisse na degradacdo das amostras de biodiesel por meio de um leve

aguecimento na chapa aquecedora.

2.2.3 Preparagéo das Amostras

Os extratos de alecrim, orégano e manjericao, isentos de alcool, foram
adicionados as amostras de biodiesel em uma concentracdo de 2 % (v/v), misturados
até completa homogeneizacéo, seguindo a metodologia de Romagnoli et al. (2020).

Os antioxidantes sintéticos BHA (butil hidroxianisol; marca Synth, 98,5
% pureza), BHT (butil hidroxitolueno; marca Sigma-Aldrich, 99 % pureza) e TBHQ
(terc-butil-hidroquinona; Sigma-Aldrich marca, 97 % pureza) foram adicionados nas
concentracbes de 7 % (m/m), 7 % (m/m) e 3,5% (m/m), respectivamente. Os
antioxidantes sintéticos foram adicionados as amostras de biodiesel e entéo
misturados manualmente durante 20 minutos. Posteriormente as amostras foram
deixadas em repouso por 15 minutos e entdo misturadas novamente por mais 20
minutos. As concentracfes foram definidas seguindo o trabalho de Kimura et al.
(2019), no qual mostra que o fator de protecéao relativa (FPR) do antioxidante TBHQ é
superior ao BHA e BHT. Essa diferenca pode ser justificada devido as estruturas
guimicas dos antioxidantes sintéticos, uma vez que o TBHQ possui dois grupos
hidroxila ligados ao seu anel aromatico enquanto que o BHA e BHT apenas possuem
um.

De acordo com a descricdo no paragrafo anterior, 21 diferentes
amostras foram preparadas de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2— Nomenclatura usada nas 21 amostras preparadas

Canola Milho Soja

Controle CC MC SC
TBHQ CTBHQ MTBHQ STBHQ
BHT CBHT MBHT SBHT
BHA CBHA MBHA SBHA

Orégano CcoO MO SO

Manjericao CM MM SM

Alecrim CA MA SA

Fonte: a propria autora (2022).
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2.2.4 Ressonancia Paramagnética Eletronica

2.2.4.1 Incubacéo com a armadilha de spin

As amostras dos extratos foram previamente testadas com o
PBN, porém néo foi determinado nenhum sinal, indicando que os sinais obtidos foram
da degradacéo do biodiesel. Ainda, ndo foi obtido sinal para amostras de biodiesel
sem PBN, sendo necessario o uso da técnica de spin trapping. As 21 amostras de
biodiesel de canola, milho e soja, com o0s extratos naturais e os antioxidantes
sintéticos, foram incubadas usando a armadilha de spin PBN (pureza = 98 %),
adquirido da empresa Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Alemanha) e usado
como recebido. 1 g de cada amostra de biodiesel foi coletada e adicionado 0,1 mg de
armadilha de spin PBN. Entdo, as amostras foram agitadas manualmente, por
aproximadamente 2 minutos até a total solubilizacdo do PBN. Apds a solubilizacao,
cerca de 0,05 g de cada amostra incubada, foram pesadas nos tubos de quartzo
préprios para analise no equipamento de RPE com 4 mm de diametro, seguindo a
metodologia previamente estabelecida por Mantovani et al. (2018).
A armadilha de spin PBN foi escolhida pois € soluvel tanto em 6leos

guanto em meios polares, facilitando sua solubilizacdo no processo de incubacao.

2.2.4.2 Andlises de RPE a temperatura ambiente

As medidas de RPE foram realizadas em um espectrémetro JEOL
(JES-PE-3X) operando na banda X (~9,5 GHz), com poténcia de microondas de 1
mW, com scans de 4 minutos. As amostras foram incubadas com a armadilha de spin
PBN uma Unica vez e, entéo, foram seladas no primeiro dia de anélise e, monitoradas
por RPE a aproximadamente cada 7 dias, a temperatura ambiente. Durante o periodo
de analise, as amostras foram armazenadas na auséncia de luz e a temperatura

ambiente.

2.2.4.3 Quantificacdo das espécies paramagnéticas do padrdo marcador
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de campo de 6xido de magnésio dopado com manganés (MgO:Mn?*)

A quantificacdo das espécies paramagnéticas do padrao marcador de
campo de 6xido de magnésio dopado com manganés (MgO:Mn?*) foi previamente
estabelecida por Mantovani et al. (2018) em trabalhos anteriores.

Uma analise prévia entre dois padrdoes do equipamento foi realizada.
Foram colocados na cavidade ressonante dois padrdes paramagnéticos de
parametros espectroscopicos conhecidos. O marcador de campo de oOxido de
magnésio dopado com manganés (MgO:Mn?*) e o marcador de campo de cromo
dopado com éxido de magnésio (Cr3*:MgO) cujo nimero de espécies paramagnéticas
€ conhecido. Desse modo, em medidas prévias, foram gerados espectros desses dois
marcadores simultaneamente. Por comparacdo entre as areas obtidas através de
integracdo matematica dos espectros, fez-se possivel a determinagdo do numero de
espécies existentes no padrdo de manganés (MgO:Mn?*). Apés essa determinacéo, o
marcador de campo de 6xido de magnésio dopado com manganés (MgO:Mn?*) foi
usado em todas as medidas de RPE realizadas, obtendo seu espectro juntamente
com os espectros do biodiesel, a fim de proporcionar a padroniza¢cao necessaria para

realizar a quantificacdo das espécies aprisionadas nas amostras de biodiesel.

2.2.4.4 Quantificacdo das espécies paramagnéticas aprisionadas

Em todas as medidas de RPE realizadas o marcador de campo de
manganés dopado com 6xido de magnésio (MgO:Mn?*) foi usado. O padrdo possui

um momento de spin resultante de g De acordo com a fisica quantica, seis estados
(21+1=6) de spin nucleares existem para o niumero quantico de spin magnético (m).
Assim, os possiveis valores de m séo: + g + %,i % gerando um espectro caracteristico
com seis linhas de ressonancia, ou seja, seis diferentes campos magnéticos internos
para o spin eletrénico (EIDELS-DUBOVOI; BELTRAN-LOPEZ, 1987; IKEYA, 1993).
Além disso, sua terceira e quarta linhas espectrais apresentam valores de gs = 2,0340
e ga = 1,9810, respectivamente (IKEYA, 1993).

Sabe-se que a area sob uma curva de absorcdo € proporcional ao

namero de spins desemparelhados que uma amostra possui (POOLE, 1987). Desse

modo, a partir do software Origin 9.0 realizou-se a integracdo matematica dos
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espectros de RPE de cada amostra de biodiesel a fim de realizar a determinacdo da

quantidade de radicais livres aprisionados pela armadilha de spin PBN. Assim, o

namero de espécies paramagnéticas do biodiesel foi determinado pela comparagéo

entre as areas do radical detectado e da quarta linha espectral do padrdo de

manganés, como mostrado na equacao a seguir:

manganeés;

Aradical*Nmanganés
Npiodieset = — - (3)
manganés

Onde:

Nbiodiesel iNndica 0 nUmero de espécies aprisionadas;

Nmanganes € 0 numero de espécies paramagnéticas do padrdo de

Aradical € @ area do espectro do radical observado;

Amangangs € a area do espectro da quarta linha do padrédo de manganés.

Para a determinacéo do numero de espécies aprisionadas pelo PBN

por grama de biodiesel, o valor Nbiodiesel fOi dividido pela massa de cada amostra

colocada nos tubos de RPE.

2.2.4.5 Simulacdo computacional dos espectros

Os espectros de RPE foram simulados usando o software Matlab

(MATHWORKS, 2012), usando a funcéo garlic da ferramenta EasySpin (SPIN, 2006),

disponivel online de modo gratuito.

2.2.4.6 Calculo do tempo de correlacao rotacional (Z?;)

Os tempos de correlagéo rotacional (Zc) foram calculados seguindo a

metodologia descrita por Jerzykiewicz; Cwielag-Piasecka; Jezierski, (2013) e

Vasilescu, Caragheorgheopol, Caldararu (2001).
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2.3 RESULTADOS E DiscussAo

Uma analise cinética de RPE foi realizada em todas as amostras de
biodiesel, observando a formacgé&o de spins adutos nas amostras durante o periodo de
armazenamento. As Figuras 8, 9 e 10 mostram o numero de spins adutos (espécies
aprisionadas) detectadas a partir das medidas de RPE das amostras de biodiesel
(canola, milho e soja) misturadas com antioxidantes sintéticos (TBHQ, BHT, BHA) e
com extratos naturais com propriedades antioxidantes (alecrim, manjericédo, orégano),
ao longo das semanas e a temperatura ambiente. As Tabelas 3, 4 e 5 mostram o
namero maximo de radicais adutos detectados em todas as amostras de biodiesel

analisadas.
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Figura 8 — Numero de espécies aprisionadas detectadas por grama de biodiesel no

processo de degradacao das amostras de biodiesel de canola: (a) CC, (b) CTBHQ,
(c) CBHT, (d) CBHA, (e) CA, (f) CM, (g) CO
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Fonte: a propria autora (2022).
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Figura 9 — Numero de espécies aprisionadas detectadas por grama de biodiesel no
processo de degradacdo das amostras de biodiesel de milho: (a) MC, (b) MTBHQ, (c)
MBHT, (d) MBHA, (e) MO, (f) MM, (g) MA
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Figura 10 - Numero de espécies aprisionadas detectadas por grama de biodiesel no
processo de degradacao das amostras de biodiesel de soja: (a) SC, (b) STBHQ, (c)
SBHT, (d) SBHA, (e) SA, (f) SM, (g) SO
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Tabela 3 — NUmero maximo de radicais adutos detectados nas amostras de

biodiesel de canola

Biodiesel de canola Numero de espécies aprisionadas por
unidade de massa (10%%)

cC 20+5
CTBHQ 21+5
CBHT 33+5
CBHA 30+5
co 740 £5
CM 154 + 5
CA 344 £5

Fonte: a propria autora (2022).

Tabela 4 - NUmero maximo de radicais adutos detectados nas amostras de biodiesel

de milho

Biodiesel de milho NuUmero de espécies aprisionadas por
unidade de massa (10%%)

MC 61+5
MTBHQ 553 +5
MBHT 91+ 5
MBHA 108 £5
MO 164 £5
MM 131+5
MA 342 +5

Fonte: a propria autora (2022).

Tabela 5 - Nomero maximo de radicais adutos detectados nas amostras de biodiesel

de soja

Biodiesel de soja Numero de espécies aprisionadas por
unidade de massa (10%%)

e 270+ 5
STBHQ 169 + 5
SBHT 848 +5
SBHA 725+5

SO 408 5

SM 120+ 5

SA 197 + 5

Fonte: a propria autora (2022).
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A partir da Figura 8 pode-se observar que a deteccéo dos spins adutos
da amostra CC aconteceu até o 14° dia de analise (Gltimo dia com sinal), enquanto
que nas amostras CTBHQ, CBHT, CBHA, CA, CM, CO, a deteccao foi observada até
0 35° 63°, 56°, 77°, 175° e 324° dias, respectivamente. O mais alto nimero de spin
adutos detectados ocorreu, em geral, nos primeiros 15 dias de analise. A amostra CO
(Figura 8g) apresentou o periodo mais longo de deteccdo de radicais adutos,
ultrapassando 300 dias. Além disso, a mesma amostra (CO — Figura 8g) apresentou
0 maior numero de radicais adutos detectados (Tabela 3).

A partir da Figura 9, nota-se que a deteccdo de spins adutos da
amostra MC ocorreu também até o 14° dia de andlise, enquanto que nas amostras
MTBHQ, MBHT, MBHA, MA, MM, MO, a deteccao foi observada até o 324°, 28°, 77°,
209°, 63° e 35° dias, respectivamente. O maior numero de spins adutos detectados
ocorreu, em geral, nos 15 primeiros dias de analise. A amostra MTBHQ (Figura 9b)
apresentou o periodo mais longo de deteccédo dos radicais adutos, ultrapassando 300
dias. A mesma amostra (MTBHQ — Figura 9b) apresentou o maior nimero de radicais
adutos detectados (Tabela 4).

A partir da Figura 10, um comportamento diferente € observado. A
amostra controle apresentou deteccdo dos spin adutos até o 77° dia de andlise. De
modo geral, todas as amostras de biodiesel de soja apresentaram periodos de
deteccdo mais longos quando comparadas as amostras de biodiesel de canola e
milho. As amostras STBHQ, SBHT, SBHA, SO, SM e SA apresentaram deteccéo de
spin adutos até 175°, 324°, 324°, 324°, 141° e 161° dias, respectivamente. As
amostras SBHT, SBHA e SO (Figuras 10c, 10d, 10g) apresentaram o0 mesmo periodo
de deteccao, mais de 300 dias, variando em suas respectivas intensidades de sinal.
Além disso, a amostra SBHT (Figura 10c) apresentou o maior nimero de radicais
adutos detectados (Tabela 5).

Vale ressaltar que o numero de radicais adutos detectados pode néo
representar a quantidade total de radicais presente nas amostras, uma vez que a
armadilha de spin PBN possui uma taxa de aprisionamento menor que a producao de
radicais livres. Além disso, a variagdo do sinal dado por um crescimento inicial,
estabilizacdo e decaimento, é frequentemente observada em sinais de RPE de spins
adutos (DAVIES, 2013).

A degradacédo do biodiesel pode ser explicada através da reacao

radicalar com trés principais etapas: iniciacdo, propagacao e terminacgéo. A producao
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de radicais livres a partir dos acidos graxos ocorre na etapa de iniciacao, seguida pela
etapa de propagacéo, na qual ha a formacao de outros tipos de radicais livres, como
peroxidos e hidroperdxidos, propagando a reacdo. No final, na etapa de terminacéo,
os radicais livres estabelecem ligag6es entre eles, formando produtos estaveis. Assim,
guanto mais longa a etapa de propagacdo nas amostras, mais longo é o processo de
degradacédo e, consequentemente, maior € a estabilidade do biodiesel, uma vez que
maior é o periodo para ocorrer a degradacdo (CHENDYNSKI et al., 2019;
MANTOVANI et al., 2018).

A partir das Figuras 8a, 8b, 8c, 8e, 9a, 9c, 9e, 9f e 10a, observa-se
um comportamento de decaimento ap0s o dia de analise que apresenta 0 maximo
namero de radicais adutos detectados. Por outro lado, nas Figuras 8d, 8f, 8g, 9b, 9d,
9g, 10b-g h& variacdo na quantidade de espécies aprisionadas, mostrando um
comportamento oscilatério durante o processo de degradacdo, até atingir uma
tendéncia de decaimento.

Todas as amostras controle apresentaram comportamento de
decaimento apos a maxima detecc¢do de radicais adutos. De modo geral, quase todas
as amostras que apresentaram um comportamento de decaimento também
apresentam o0s mais curtos tempos de degradacdo (Figura 8d). Além disso, as
amostras com os tempos de degradacdo mais longos foram as que apresentaram
comportamento oscilatério dos radicais adutos detectados durante o processo
degradativo.

Para o biodiesel de canola, o extrato de orégano apresentou atividade
antioxidante durante maior tempo, com mais longa propagacéao de radicais livres entre
as amostras analisadas, mostrando-se até mesmo mais eficiente que os antioxidantes
sintéticos, bem estabelecidos e usados nas industrias. O extrato natural de orégano
apresenta uma concentracdo de fendis totais variando de 3,57 a 11,01 mgEAG /g-peso
seco (SPACINO et al., 2015).

Para o biodiesel de milho, o antioxidante sintético BHT apresentou
melhor atividade antioxidante, entretanto o extrato de folhas de alecrim também
mostrou uma boa resposta, ajudando na propagacdo da reacdo até o 209° dia. O
extrato de alecrim apresenta a maior quantidade de fendis, variando de 11,60 a 34,57
MQYEAG /g 1peso seco (SPACINO et al., 2015).

Considerando o biodiesel de soja, ele apresenta melhor estabilidade

oxidativa, conclusdo baseada no fato que sua amostra controle levou maior periodo
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para se degradar. Em geral, todos os antioxidantes usados apresentaram interferéncia
positiva em atrasar a reacdo de degradacdo. Entre eles, os antioxidantes que se
destacaram sdo: BHT, BHA e extrato de folhas de orégano (Figuras 10c, 10d, 10g).

Nas Figuras 8d, 8f, 8g, 9b, 9d, 9g, 10b-g, a variacdo do sinal dos
radicais adutos € observada, como mencionado anteriormente. Essa variacdo pode
ser associada a boa atividade antioxidante no biodiesel. Durante a oxidacdo ha a
producdo de radicais livres. Entdo, o antioxidante atua inativando o radical livre
formado e, consequentemente, o numero de radicais adutos detectados decresce.
Entretanto, a formacéo de radicais livres continua, elevando o niumero de radicais
adutos. Em seguida, o antioxidante atua na reacado inativando os radicais livres.
Assim, a reacao continua apresentando esse comportamento oscilatorio, até o término
da atividade antioxidante dessa molécula presente no meio.

Os comportamentos diversos observados pelos seis antioxidantes
estudados sugerem a existéncia de um antioxidante adequado para cada biodiesel
obtido a partir de diferentes matérias-primas, uma vez que eles apresentaram
eficiéncias diferentes dependendo da amostra analisada.

Barclay (2000) estudou a atividade da armadilha de spin PBN como
um possivel antioxidante para interrupcao da reacéao radicalar. Conclui-se que o PBN
ndo atua como um antioxidante de quebra de cadeia radicalar pois, quando um
antioxidante ativo esta presente na amostra, ele ira aprisionar os radicais,
aproximadamente 5 a 10 vezes mais rapido que o PBN. Velasco, Andersen, Skibsted
(2005) em estudos realizados com Oleos, apresentam que o efeito de interacéo
antioxidante-lipidio-PBN depende diretamente do antioxidante e do tipo de dleo
utilizados. Quando o PBN foi combinado com o antioxidante natural a-tocoferol, o
antioxidante atuou nos radicais de um modo que o PBN apenas comecou a atuar na
amostra apos a total perda de atividade antioxidante, excluindo a possibilidade do
PBN interagir com os grupos fendlicos.

Velasco, Andersen, Skibsted (2005) estudaram a degradacdo de
oleos de canola, girassol e peixe a partir da RPE. No estudo, eles investigaram a
quantidade de tocoferol, observando uma maior concentracdo nas amostras com a
armadilha de spin PBN quando comparadas as amostras controle. Além disso,
encontrou-se que quanto menor a estabilidade oxidativa do 6leo, maior € o efeito do
PBN na oxidacao lipidica, apresentando um efeito de inibir a degradacdo de

determinados 6leos. A armadilha de spin PBN apresenta diferentes capacidades de
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interacdo com os radicais peroxidos em diferentes amostras de 6leos, também afetada
pela concentracdo de tocoferol (VELASCO; ANDERSEN; SKIBSTED, 2005). Alguns
estudos consideram também uma possivel degradacdo do PBN durante andlises. A
degradacdo do PBN tem sido sugerida em reagir com radicais peréxidos, formando
radicais adutos que se decompdem, criando radicais livres secundarios (DIKALOV;
MASON, 1999).

Jerzykiewicz, Cwielag-Piasecka, Jezierski (2013) estudaram o efeito
do a-tocoferol na reacédo de oxidacdo em lipidios, usando a espectroscopia RPE e a
armadilha de spin PBN. A partir dos espectros de RPE eles observaram diferentes
propriedades dos radicais lipidicos, dependendo das insaturacfes presentes nas
amostras. Os 6leos com maiores quantidades de insaturacdes apresentaram spins
adutos mais estaveis, enquanto que em Oleos com maiores quantidades de
saturacoes, seus radicais eram mais instaveis e foram detectados por RPE durante
periodos mais curtos.

As analises de biodiesel apresentadas nesse trabalho mostram o
mesmo comportamento. Em geral, o biodiesel com maiores quantidades de
insaturacdes (soja) apresentou spin adutos mais estaveis que os biodiesel de canola
e milho, com menores quantidades de insaturacdes. Segundo a Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos, o 6leo de canola é formado por 62,6 % de acidos graxos
monoinsaturados e 28,4 % de acidos graxos poliinsaturados, o 6leo de milho por 33,4
% e 50,9 %, e o 6leo de soja por 23,3 % e 60 %, respectivamente.

Considerando que cada insaturacdo corresponde a um sitio de reacao
com o oxigénio, quanto maior o teor de insaturacdes totais, maior a susceptibilidade a
reacdo de oxidacdo. De acordo com Ma & Hanna (1999), o 6leo de soja possui maior
teor de insaturacdes totais, com a presenca de duas (55,53 %) e trés (6,31 %) duplas
ligacdes na cadeia carbonica.

O numero de iodo é diretamente proporcional a gquantidade de
insaturacdes na molécula, consequentemente, pode ser diretamente correlacionado
ao periodo de inducdo (SOARES; ROCHA, 2018). As pesquisas relatam que o indice
de iodo para o 6leo de soja € superior ao determinado para o 6leo de canola e de
milho, concordando com os dados obtidos de que o 6leo de soja se degrada mais
rapidamente devido ao maior teor de insaturacdes totais (SHIMAMOTO; FAVARO;
TUBINO, 2015; SOARES; ROCHA, 2018; ZULETA et al., 2012).

Foram realizadas simulagdes computacionais dos espectros de RPE
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de todas as amostras e analisadas com o objetivo de caracterizar os radicais adutos
detectados. A Figura 11 mostra os espectros experimentais e simulados de todas as
amostras de biodiesel de canola, milho e soja.

As interagbes hiperfinas originam-se a partir da interagdo entre o
ndcleo, que apresenta momento nuclear e um elétron desemparelhado presente na
amostra. Quando analisamos amostras com a armadilha de spin PBN, os nudcleos
vizinhos que apresentam contribuicdes importantes sdo o Nitrogénio (N) e o
Hidrogénio (H). Assim, as constantes de acoplamento hiperfinas A(N) e A(H) podem
ser usadas para caracterizar o radical aprisionado pela armadilha de spin PBN. Desse
modo, na Tabela 6 sdo apresentadas todas as constantes de acoplamento hiperfinas
A(N), A(H), fator g e largura de linha de cada amostra estudada e simulada (WEIL;
BOLTON, 2007).

Figura 11 — Espectros experimentais e simulados das amostras controle dos

biodiesel de (a) canola, (b) milho e (c) soja

—— Espectro experimental
Espectro simulado

T T T T T T T T T T T
3260 3280 3300 3320 3340 3360

Campo Magnétice (G)

Fonte: a propria autora (2022).
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Tabela 6 — Valores das constantes de acoplamento hiperfinas, fator g e largura de

linha das espécies radicalares simuladas para todas as amostras de biodiesel

Amostras A(N) (G) A(H)(G) Fator g Largura de linha (G)

cC 15,4 4,4 2,006 6,0
@ CTBHQ 152 4,5 2,006 6,0
s © CBHT 153 4,4 2,007 6,0
2 CBHA 153 4,5 2,007 6,0
S 3 CA 15,2 4,5 2,007 6,0
a CM 15,0 4,2 2,006 6,0

CO 15,3 4,4 2,007 6,0

MC 15,2 4,6 2,006 6,0
@ MTBHQ 15,4 4,4 2,007 6,0
s o MBHT 151 5,1 2,007 6,0
$= MBHA 142 4,8 2,006 7,0
S E MO 15,3 4,9 2,007 7,0
@ MM 15,3 4,5 2,007 6,0

MA 15,3 4,4 2,007 6,0
o sc 15,2 4,7 2,006 6,0
) STBHQ 15,3 4.4 2,006 6,0
v SBHT 15,2 4,2 2,006 6,0
> SBHA 15,1 4,2 2,006 6,0
3 ) 14,5 4,3 2,006 6,0
8 SM 15,4 4,3 2,007 6,0
0 SA 14,7 3,9 2,006 7,0

Fonte: a propria autora (2022).

O espectro do radical detectado nas amostras, apresentados na
Figura 11. A partir da interacdo com o PBN espera-se que o espectro do radical
apresente um total de seis linhas. Alguns autores sugerem que essa sobreposicao de
linhas, indicado pelo alargamento delas, deve-se ao acumulo dos radicais detectados
nas amostras (MANTOVANI et al.,, 2018; PINGRET et al., 2012; VELASCO;
ANDERSEN; SKIBSTED, 2005), assim como na realizagdo das analises em uma
temperatura que ndo seja a temperatura Otima para cada 6leo (THOMSEN;
KRISTENSEN; SKIBSTED, 2000). Além disso, o efeito de alargamento de linhas pode
ser ocasionado a partir de restricbes na mobilidade rotacional das amostras,
proporcionando uma média espectral parcial de RPE, relacionada as diferentes
orientacbes dos radicais livres em relacdo ao campo magnético (VELASCO,;
ANDERSEN; SKIBSTED, 2005).
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Pode-se observar que os espectros simulados e experimentais
apresentaram boa concordancia entre si. Os valores do fator g, em todas as amostras,
é caracterizado por radicais livres organicos (GERSON; HUBER, 2004). A partir das
constantes de acoplamento hiperfinas obtidas através das simulagées computacionais
realizadas em todas as amostras, elas podem ser atribuidas ao radical *CH(OH)CH3
(HAIRE et al., 1988; REINKE et al., 1987, 1991). Os dados obtidos estdo de acordo
com trabalhos realizados anteriormente em analises de biodiesel a 70 °C
(MANTOVANI et al, 2018) e, na presenca de extrato natural de amora e
contaminantes metalicos a 110 °C (CHENDYNSKI et al., 2019).

A presenca do radical *OH, identificado partir das constantes de
acoplamento hiperfinas das linhas do espectro, confirma a degradacdo do biodiesel
durante o periodo de armazenamento, concordando com o mecanismo de degradacéo
estabelecido na literatura, mostrado na Figura 12 (FRANKEL, 2005).

Figura 12 — Reacao de decomposicao do hidroperoxido

R — H — R ——> R cH R+ -OH
o Radical hidroxi
Radical alcoxi

Fonte: a prépria autora (2022).

Os tempos de correlacao rotacional (Tc), em segundos, dos adutos

formados nas amostras (armadilha de spin PBN + radicais do biodiesel), foram
calculados considerando os parametros das linhas hiperfinas do 14N dos espectros de
RPE obtidos. Os tempos de correlacéo rotacional iniciais e finais das amostras séo

mostrados nas Tabelas 7, 8 e 9.



Tabela 7 - Tempos de correlacao rotacional iniciais e finais (tc) para as amostras de

biodiesel de canola

Biodiesel de

Tempo de correlagéo

canola rotacional (tc) (x107)
CCinicial 1,35+0,14
CCiinal 1,32 +0,13
CTBHQinicial 1,19+ 0,12
CTBHOQfinal 0,73 +£0,07
CBHTinicial 1,31+0,13
CBHTfinal 1,17+0,12
CBHAinicial 1,13+0,11
CBHAfinal 1,03 +0,10
CAinicial 1,22 +0,12
CAfinal N&o determinado
CMinicial 1,31 +0,13
CMeinal 0,88 £ 0,08
COinicial 1,26 + 0,13
COfinal 1,25+ 0,13

Fonte: a propria autora (2022).

Tabela 8 - Tempos de correlacao rotacional iniciais e finais (tc) para as amostras de

biodiesel de milho

Biodiesel de

Tempo de correlagéo

milho rotacional (tc) (x10°)
MCinicial 1,22 +0,12
MClfinal 1,31 +0,13
MTBHQinicial 1,20+ 0,12
MTBHQfinal 1,09+0,11
MBHTinicial 1,14+ 0,11
MBHTtinal 1,22 +0,12
MBHAinicial 1,38+ 0,14
MBHA¥final 1,10+ 0,11
MAinicial 1,26 + 0,13
MAfinal 1,10+ 0,11
MMinicial 1,36 £ 0,14
MMeinal 0,77 £ 0,08
MOinicial 1,21 +0,12
MOfinal 1,15+ 0,12

Fonte: a propria autora (2022).
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Tabela 9- Tempos de correlacao rotacional iniciais e finais (tc) para as amostras de

biodiesel de soja

Biodiesel de Tempo de correlagéo

soja rotacional (tc) (x10°)
SCinicial 1,36 £ 0,14
SCfinal 1,06 £ 0,11
STBHQinicial 1,07+0,11
STBHQfinal 1,02 +0,10
SBHTinicial 1,20+ 0,12
SBHTiinal 1,18 +0,12
SBHAinicial 1,23+0,12
SBHAfinal 1,19+0,12
SAinicial 1,31 +0,13
SAtinal 0,67 £ 0,07
SMinicial 1,20+ 0,12
SMeinal 0,95+0,10
SOinicial 1,31 +0,13
SO¥inal 1,12 + 0,11

Fonte: a propria autora (2022).

Quando consideramos o tempo de correlagéo rotacional, valores altos

de T¢ indicam um movimento molecular mais vagaroso enquanto que baixos valores
de T¢indicam alta mobilidade molecular dos adutos formados. A partir das Tabelas 7-

9, observa-se que 0 T¢ decresce, principalmente, em algumas amostras de biodiesel

de soja (considerando principalmente a amostra controle SC). Apenas algumas

amostras apresentaram mudancas significativas durante a reacao de oxidagcéo. Desse
modo, uma melhor investigacéo acerca dos T se faz necessaria, o que sera abordado

em trabalhos futuros.

2.4 CONCLUSOES

A técnica de RPE mostrou-se eficiente na avaliacdo da reacdo de
degradacéo de diferentes amostras de biodiesel, produzidos a partir de diferentes
matérias-primas, observando a formacao de radicais adutos com a armadilha de spin

PBN no decorrer do tempo. Os diferentes antioxidantes aplicados nas amostras
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apresentaram comportamentos diferentes, ocasionados principalmente devido a
diferente resposta entre as matérias-primas usadas na producao do biodiesel e no tipo
de extrato com propriedades antioxidantes usado. Em geral, as amostras obtidas a
partir do 6leo de soja apresentaram degradacdo mais longa, quando comparadas as
demais amostras. O antioxidante sintético BHT apresentou melhor eficiéncia no
biodiesel de canola, enquanto que o TBHQ foi mais eficiente no biodiesel de milho, os
antioxidantes BHT/BHA apresentaram melhor eficiéncia no biodiesel de soja. O
extrato natural de folhas de orégano apresentou melhor eficiéncia nos biodiesel de
canola e soja, enquanto o extrato de folhas de alecrim apresentou melhor eficiéncia
no biodiesel de milho. O comportamento diverso entre os seis antioxidantes usados
nas amostras sugere a existéncia de um antioxidante adequado para cada biodiesel
obtido a partir de diferentes matérias-primas. Os radicais adutos observados na
degradacédo de todas as amostras foram caracterizados como o radical *CH(OH)CHzs,
0 mesmo radical aduto observado em trabalhos realizados previamente. Além disso,
a RPE juntamente com a técnica ndo convencional de spin trapping mostrou-se
eficiente para avaliar a atuacdo de moléculas com propriedades antioxidantes na

inibicdo da degradacéo do biodiesel.
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CAPITULO 3

Avaliacao do processo de oxidacao do biodiesel a partir

da Ressonancia Magnética Nuclear (*H RMN)
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Resumo

O biodiesel é considerado uma alternativa para a substituicdo do
petro-diesel. Ele é formado por ésteres insaturados, que sao facilmente degradados
através da interferéncia de oxigénio, temperatura, contato com metais e
contaminantes. O objetivo dessa pesquisa foi investigar o processo de degradacao do
biodiesel através da espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de protons
(*H RMN), observando os sinais dos hidrogénios olefinicos, alilicos e bisalilicos das
ligacbes quimicas e, também, através do periodo de inducdo (Pl) fornecido pelo
equipamento Rancimat. Foram analisadas amostras de biodiesel com ions metalicos
de Ferro [Fe®] e Cobre [Cu*?] e também com extrato de alecrim. Os ions
apresentaram um efeito catalitico nas amostras, enquanto que o extrato de alecrim
mostrou-se ser eficiente na diminuicdo da constante de velocidade da reacédo de
oxidacdo. A atuacao antioxidante do extrato mostrou-se ineficiente na presenca dos
fons metalicos. Através dos espectros de 'H RMN foi possivel observar mudancas nas
intensidades dos sinais dos hidrogénios olefinicos, alilicos e bisalilicos, assim como a
formacdo de produtos de oxidacdo provenientes do processo de degradacéo do

biodiesel.

Palavras-chave: Biodiesel, RMN, degradacéo, oxidacao, espectroscopia.
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3.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho propde analisar as substancias formadas

pela reacdo de oxidagdo de biodiesel comercial (B100) a partir da espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear de prétons (*H RMN).

3.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar o processo de degradacdo do biodiesel a partir da
intensidade das areas referentes aos hidrogénios olefinicos,
bisalilicos e alilicos;

Inferir informacdes acerca das influéncias de ions metalicos de
Ferro [Fe3*] (FeCls.6H20) e Cobre [Cu*?] (CuCl2.2H20) na catélise
da reacao de oxidag&o do biodiesel comercial (B100);

Inferir informacgdes sobre a influéncia do extrato natural de alecrim,
com propriedades antioxidantes, no processo de degradacdo do
biodiesel comercial (B100);

Comparar as informa¢cdes obtidas do processo degradativo do
biodiesel comercial (B100) a partir das analises de RMN com o

método de estabilidade oxidativa do equipamento Rancimat.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Amostras

Para as andlises foi usada uma amostra de biodiesel comercial
(B100) fornecida por uma empresa local no estado do Parana — (Bs- Bios®) Brasil. O
laudo do biodiesel utilizado encontra-se no Anexo E. O Biodiesel estava dentro das
especificacoes estabelecidas pela legislacdo internacional EN 14112 (EUROPEAN
COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2016).

3.2.2 Preparacao do Extrato Alcoodlico de Alecrim (Rosmarinus officinalis)

O extrato alcodlico de alecrim (Rosmarinus officinalis) foi
produzido usando 10 g de folhas secas de alecrim, seguindo a metodologia
estabelecida por Romagnoli et al. (2020). O uso do extrato de alecrim foi determinado
baseando-se em resultados prévios e pesquisa na literatura (LEE et al., 2019; RAITIO;
ORLIEN; SKIBSTED, 2011; SOUZA et al., 2014). Cerca de 10 g de folhas secas de
alecrim foram adicionadas a 250 mL de etanol (99,5 %, Anidrol PA, Diadema, Brasil)
e misturados com um bastéo de vidro. A mistura foi entdo mantida durante 48 h na
auséncia de luz e, entdo, o extrato foi filtrado. O filtrado foi evaporado a 60 °C, usando
uma placa de aguecimento, até obter-se, aproximadamente, uma aliquota de 50 mL.
A aliquota foi entdo transferida a um baldo volumétrico de 50 mL e aferiu-se com

etanol absoluto.

3.2.3 Preparagédo das Amostras

Foram preparadas seis diferentes amostras: Controle (B100) [B.C.],
B100O+extrato [B.E], B100+Cu [B.Cu], B100+Cu+extrato [B.Cu.E], B100+Fe [B.Fe],
B100+Fe+extrato [B.Fe.E]. Os ions metdlicos Fe3* (FeCls.6H20; marca Synth,
Diadema, Brasil; 99,5 %,) e Cu?* (CuCl2.2H20; marca Vetec; Rio de Janeiro, Brasil;
99,0 %), foram adicionados nas concentragdes de 1x104 mol L't (27,3 mg Lt e 17,0
mg L, respectivamente). O extrato de alecrim, isento de alcool, foi adicionado na

concentracdo de 2 % (v/v) e misturado até atingir total homogeneizacéo, seguindo a
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metodologia de Romagnoli et al. (2020). A quantidade de ions metalicos foi
determinada de acordo com testes preliminares, de modo que as concentracdes nao
gerem uma degradacdo muito rapida ou muito devagar, uma vez que em pequenas
quantidades (~1 mg L) os ions metalicos ja podem catalisar a reacéo (SARIN et al.,
2009). Além disso, ions de cobre apresentam um efeito catalitico maior que os ions
de ferro (SARIN et al., 2009). As amostras foram preparadas 24 h antes de serem

analisadas, mantidas fechadas a temperatura ambiente e na auséncia de luz.

3.2.4 Determinacao do Periodo de Inducéo e Constantes de Velocidade das

Reacdes e Degradacao das Amostras

Em cada uma das amostras preparadas foi realizado o teste de
degradacdo acelerada a uma temperatura de 110 °C, usando 0 equipamento
Rancimat (marca Metrohm; modelo 873), com taxa de fluxo de ar de 10 dm?3 h'%,
seguindo a metodologia descrita pelo padrdo e norma internacional EN 14112
(EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION, 2016). Os periodos de
inducdo foram fornecidos a partir do ponto de inflexdo da curva de condutividade
elétrica em funcao do tempo, gerada pelo software do equipamento.

Considera-se a reacao radicalar do biodiesel de primeira ordem. As
constantes de velocidade das reacfes (k), para cada uma das amostras, foram
determinadas através do ajuste linear do logaritmo natural em funcdo do tempo dos
dados obtidos a partir do equipamento Rancimat (CHENDYNSKI et al., 2017).

Antes de realizar as andlises de 'H RMN, as amostras foram
degradadas usando o método de aquecimento acelerado. Foram divididas em 8
analises de cada uma das 6 principais amostras ([B.C.], [B.E.], [B.Cu], [B.Cu.E], [B.Fe],
[B.Fe.E]) no equipamento Rancimat. Posteriormente, as oito analises de cada amostra
principal foram submetidas ao aquecimento acelerado, a uma temperatura de 110 °C,
com retiradas em 8 diferentes intervalos de tempo. A Ultima amostra foi mantida até a
obtencéo do ponto de inflexao da curva de condutividade elétrica em fung&o do tempo.
Entéo, as amostras foram colocadas em tubos de vidro, resfriadas e armazenadas
sob refrigeracdo para posteriores analises de *H RMN. Os intervalos de retirada de

cada uma das amostras foram determinados a partir de testes preliminares.
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3.2.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (*H RMN)

Para a aquisicao dos espectros de RMN foi usado um espectrémetro
operando a 9,4 T, 400 MHz (marca Bruker), do Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear da Universidade Estadual de Londrina. As amostras foram preparadas
dissolvendo 50 L de biodiesel em 600 uL de cloroférmio deuterado (CDCls 99,8 %
com 0,05 % (v/v) de Tetrametilsilano — TMS, marca Sigma Aldrich; Saint Louis, EUA).
Os parametros aplicados nas analises foram: pulso simples, largura espectral de 8012
Hz, nimero de varreduras de 16 scans, tempo de relaxacdo de 1 s, largura de pulso
de 90 ° e tempo de aquisicdo de 4,089 s. Os deslocamentos quimicos S840 expressos
em ppm, usando como padréo interno o TMS.

Todos os espectros foram alinhados em uma fase de ordem zero e,
as corregdes de linha base foram feitas para o intervalo de & = -2.00 ppm a 10.00 ppm,
usando o software TopSpin (3.6.1). As regifes de integracdo do sinal espectral
correspondendo aos carbonos metilicos na posi¢cao a em relagéo a carbonila (2,2-2,4
ppm), hidrogénios olefinicos (5,0-5,7 ppm), hidrogénios alilicos (1,8-2,2 ppm) e
hidrogénios bisalilicos (2,6-3,0 ppm) foram realizadas usando uma rotina elaborada
no software Matlab (2015). A area dos carbonos metilicos na posi¢cao a em relagao a
carbonila (2,2-2,4 ppm), que apresentam um sinal caracteristico com 6 proétons,
originalmente na molécula de triglicerideos, foi usada como pico padrdo para a
realizacdo das normalizagbes dos resultados obtidos. Os intervalos de integracao
foram previamente descritos na literatura (ANDERSON; FRANZ, 2012) e sdo usados

no presente trabalho com adaptacoes.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 10 sdo mostrados os periodos de inducdo (Pl) e as
constantes de velocidade (k) das amostras analisadas. Pode-se observar que o
extrato de alecrim apresentou uma atuagao antioxidante eficiente, apresentando Pl de
9,61 h e k de 0,30 h'l, desacelerando a reacdo radicalar do biodiesel, quando
comparada a amostra controle (k= 0,44 h'). Por outro lado, a presenca de Cu?* no
biodiesel colaborou com a aceleracdo da reacdo, atuando como catalisador,
apresentando valor de Pl de 1,15 h e valor de k de 2,01 ht. Quando foi analisada a

presenca dos ions de ferro no biodiesel, a reacdo de oxidacéo apresentou uma sutil
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mudanca no periodo de inducéo, indicando que o extrato de alecrim néo € eficiente

qguando ha a presenca de Fe3* na amostra.

Tabela 10 — Valores dos periodos de inducgéo (PIl) e das constantes de velocidade

(k) das amostras analisadas

Amostras Pl (h) k (h'1)

B.C 7,01 0,44
B.E 9,61 0,30
B.Cu 1,15 2,01
B.Cu.E 1,38 1,85
B.Fe 1,60 1,71
B.Fe.E 1,68 1,58

Fonte: a propria autora (2022).

Sabe-se que diversos sinais de RMN podem fornecer diferentes
informacdes sobre grupos funcionais em moléculas organicas, representando bons
pontos para analisar o processo de oxidacao em 0leos, uma vez que esses compostos
podem causar mudancas espectrais. Desse modo, no presente trabalho, analisamos
as intensidades dos hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos durante o processo de
oxidacdo das amostras de biodiesel. Os deslocamentos quimicos caracteristicos
usados foram: 5,30-5,43 ppm para os hidrogénios olefinicos (-CH=CH-), 2,74-2,79
ppm para os hidrogénios bisalilicos (=CH-CH>—CH=) e 1,98-2,04 ppm para 0s
hidrogénios alilicos (-CH>—CH=CH-) (ANDERSON; FRANZ, 2012; PARKER et al.,
2014). O espectro de *H RMN do biodiesel analisado, antes da degradagéo, com os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos € mostrado

na Figura 13.
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Figura 13 — Espectro de 'H RMN do biodiesel (400 MHz, CDCLs, temperatura
ambiente) dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios olefinicos (a), hidrogénios

bisalilicos (b) e hidrogénios alilicos (c). As regides apresentadas sdo as que foram

integradas
— CH =CH —
(a)
5,5 5,0 4,5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0 ppm

Deslocamento Quimico

Fonte: a propria autora (2022).

As regides dos hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos dos
espectros de 'H RMN obtidos para as amostras de biodiesel com ions metélicos e

extrato de alecrim s&o apresentados na Figura 14.
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Figura 14 — Sinais iniciais (i) e finais (f) dos hidrogénios olefinicos (a), hidrogénios
bisalilicos (b) e hidrogénios alilicos (c) detectados por *H RMN (400 MHz, CDCLs,
temperatura ambiente) para as amostras B.C, B.E, B.Cu, B.Cu.E, B.Fe e B.Fe.E.

_,,»"u (b) (c)
B.Fe.E,; AW

E,

i

B‘FM\P)\L N
B.Fe.,
B.Cu.E.;
B.Cu.E,
B.Cu.;
B.Cu,
B.E

P
B

o

5,45 5,40 5,35 5,30 5,25 2,85 2,80 2,75 2,70 2,10 2,05 2,00 1,95
Deslocamento quimico (ppm)

Abreviacdo: B.C (biodiesel controle); B.E. (biodiesel+extrato); B.Cu.(biodiesel+Cu); B.Cu.E.
(biodiesel+Cu+extrato); B.Fe (biodiesel+Fe); B.Fe.E. (biodiesel+Fe+extrato);

Fonte: a prépria autora (2022).

Visualmente as regides de integragcdo mostradas na Figura 14 nao
apresentaram uma larga variagdo em seus sSinais espectrais para 0S ensaios
analisados. Desse modo, as regides de integracdo foram apresentadas em gréficos,
onde sdo mostradas as intensidades dos sinais em fun¢ao do tempo de analise.

A Figura 15 apresenta a variagdo das intensidades de sinais dos
hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos para as amostras analisadas, através do
processo de degradacdo em funcéo do tempo de andlise. A Figura 15a mostra todos
os dados para as seis amostras estudadas e, do lado direito, a Figura 15b apresenta
os dados com um corte na escala em 3,5 h, para possibilitar melhor visualizacdo e

analise grafica.
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Figura 15 — Mudanca nas intensidades dos sinais dos hidrogénios olefinicos,
bisalilicos e alilicos para as amostras B.C, B.E, B.Cu, B.Cu.E, B.Fe e B.Fe.E: (a)
gréfico em escala normal e (b) Escala ampliadaem 3,5 h..
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Fonte: a propria autora (2022).

A partir da Figura 15 pode-se observar que as intensidades dos
hidrogénios olefinicos para a amostra B.C. permaneceu aproximadamente constante
até 6 h de analise, decaindo a partir da proximidade do tempo correspondente ao seu
periodo de inducdo de 7,01 h. Para a amostra B.E., contendo o extrato antioxidante
de alecrim, a intensidade do sinal permaneceu aproximadamente constante até as 8
h de analise, decaindo perto do seu periodo de inducéo de 9,61 h.

A intensidade dos hidrogénios olefinicos para a amostra com cobre
permaneceu constante, até aproximadamente 1,5 h, decaindo apds esse tempo.
Entretanto, a amostra B.Cu.E, com um periodo de indu¢cdo maior, mostrou um
decaimento em sua respectiva intensidade de sinal desde o inicio da andlise,
apresentando uma maior variagao na intensidade do sinal. As amostras B.Fe e B.Fe.E
mostraram comportamentos bastante similares, além de periodos de inducgéo
préximos. Ambas amostras permaneceram com suas intensidades aproximadamente
constantes até 1 h de andlise, com uma queda subsequente, apresentando,

praticamente, a mesma varia¢ao na intensidade do sinal.
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A respeito das intensidades dos hidrogénios bisalilicos e alilicos
(Figura 15), o comportamento de todas as seis amostras foram similares aqueles
apresentados no paragrafo anterior em relagdo aos hidrogénios olefinicos, mostrando
apenas algumas variacdes nas intensidades dos sinais. Em geral, observou-se que
as amostras contendo 0 extrato apresentaram maiores variagbes em suas
intensidades. Tais variaces de intensidades, nos trés grupos analisados, indicam que
eles sofrem preferencialmente o ataque durante o processo de oxidacao (TYL,
BRECKER; WAGNER, 2008).

Tyl, Brecker e Wagner (2008) estudaram as mudancas no perfil
espectral de acidos graxos de 6leos de peixe usando 'H RMN. As intensidades dos
sinais dos hidrogénios olefinicos e bisalilicos tiveram queda durante o processo de
degradacdo de suas amostras, enquanto que as intensidades dos hidrogénios alilicos
permaneceram constantes, sem mudancas. De modo geral, sabe-se que a
probabilidade da oxidacéo lipidica aumenta de acordo com o numero de hidrogénios
alilicos presente no 6leo (COSGROVE; CHURCH; PRYOR, 1987). Entretanto, nas
amostras de biodiesel analisadas no presente trabalho, observou-se uma queda nas
intensidades dos hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos (Figuras 14 e 15). Tyl,
Brecker e Wagner (2008) estudaram a degradacéo do 6leo a uma temperatura de 40
°C e, no presente trabalho, a degradacdo foi realizada a 110 °C. Assim, ha a
possibilidade da ruptura das trés ligacdes quimicas analisadas no biodiesel, formando
uma maior quantidade de produtos secundarios, implicando na queda das
intensidades dos sinais.

Os hidrogénios olefinicos estao relacionados com a quantidade de
ésteres insaturados presente nas amostras (DE FREITAS et al., 2019). Em todas as
amostras a intensidade do sinal desses hidrogénios diminui durante a degradacéo do
biodiesel. Sabe-se também que as cadeias de acidos graxos sao reativas com a
molécula de oxigénio (KNOTHE, 2007), confirmando a degradacédo das amostras. Os
grupos bisalilicos sado susceptiveis a abstracdo do hidrogénio, e também possuem
uma alta probabilidade a iniciacdo da reacdo de peroxidacdo (DEVI; DAS; DEKA,
2019). A variacdo na intensidade também corrobora a degradacdo do biodiesel. A
dissociacao das ligacdes C-H nas posic¢des alilicas é maior que nas regides bisalilicas,
sendo 332 kJ mol?! e 272 kJ mol?, respectivamente. Assim, os ésteres de acidos
graxos com ligacdes duplas interrompidas com metileno sdo mais susceptiveis a

oxidacao que os metis ésteres monoinsaturados (AKHLAGHI et al., 2015).
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A presenca de moléculas com propriedades antioxidantes deveria
prevenir a oxidacdo e manter a composicao de acidos graxos das amostras constante
(TYL; BRECKER; WAGNER, 2008). Esse comportamento foi observado na amostra
B.E (Figura 15), na qual as intensidades dos hidrogénios olefinicos, bisalilicos e
alilicos permaneceram aproximadamente constantes até as 8 h de degradacéo,
indicando a eficiéncia do extrato de alecrim como um antioxidante natural para o
biodiesel, concordando com os dados obtidos a partir do equipamento Rancimat.
Assim como informado na literatura, a agéo do extrato como antioxidante, retardando
0 processo de oxidacao, pode ser ocasionado devido aos seus compostos fendlicos,
tais como: carnosol, rosmanol, acido ursélico, etc (SOLIMAN et al.,, 2016). Os
compostos do extrato podem doar elétrons a radicais reativos, tornando-0s menos
reativos e mais estéveis, prevenindo-os de atingir as moléculas e assim retardando o
processo de oxidacéao (SOLIMAN et al., 2016).

As amostras B.Fe e B.Fe.E (Figura 15) ndo apresentaram mudancas
substanciais, indicando a ineficiéncia do extrato na presenca dos Fe3*. Chendynski et
al. (2019) observaram um comportamento similar quando investigando a degradacao
do biodiesel com adicéo de extrato de amora na presenca de ions de ferro originados
pela corrosédo de acgo-prata.

O extrato ndo manteve a composicao de ésteres metilicos constante,
embora os dados obtidos pelo equipamento Rancimat indiguem uma melhor
estabilidade oxidativa nessa amostra. Pode-se observar que 0 extrato estava
interferindo na amostra até 1 h de degradacao, tentando estabilizar a queda das
intensidades.

A formacao da maioria dos componentes secundarios no processo de
oxidagao também foi investigada usando a técnica de *H RMN. Tyl, Brecker e Wagner
(2008) observaram a formacgéao de produtos de oxidacdo como propanal e 2-propenal,
em Oleos de capelin, apds 30 dias de degradacgéo. O propanal possui deslocamentos
quimicos em aproximadamente 9,8 ppm e, o 2-propenal possui deslocamentos
quimicos em 9,5 — 9,6 ppm e entre 6,2 e 6,5 ppm. Martinez-Yusta, Guillén (2014)
estudaram alimentos fritos em azeite de oliva com o objetivo de observar mudancgas
nas concentracdes de grupos acil e de alguns componentes formados como aldeidos,
grupos epoxi estearil, alcoois primarios e secundarios. Pode-se observar que no inicio
dos experimentos as amostras nao apresentaram sinais de produtos de oxidacédo mas,

durante o processo de degradacao, os sinais de —CHO((E)-2-alcenos) a 9,49 ppm, —
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CHO((E,E)-2,4-alcadienos) a 9,52 ppm e —CHO (n-alcanos) a 9,75 ppm apareceram,
indicando a formacao de aldeidos, produtos da oxidacao.

A Figura 16 mostra os sinais dos produtos de oxidacéo formados nas
amostras de biodiesel durante o processo de degradacdo. O indice i representa o

tempo inicial e o indice f indica o tempo final para cada amostra analisada.

Figura 16 — Sinais de *H RMN (400 MHz, CDCLs, temperatura ambiente) dos produtos
de oxidacdo formados nas amostras de biodiesel com ions metélicos e extrato natural

de alecrim durante o processo de degradacéo
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Fonte: a propria autora (2022).

Na Figura 16 sdo mostradas as mesmas regides relacionadas aos
produtos de oxidacao observados por Tyl, Brecker e Wagner (2008) e Martinez-Yusta,
Guillén (2014). Pode-se observar que para todas as amostras no tempo inicial (indice
i) nenhum sinal é apresentado, exceto na amostra B.Cu.E. Quando analisando os
tempos finais (indice f), quando as amostras estdo degradadas, para todas as 6

amostras, os deslocamentos quimicos dos produtos de oxidacdo estédo presentes. Tal
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fato confirma a degradacao do biodiesel.

Assim, ha uma correlacdo entre os PI, k e as intensidades dos
hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos, mostrando que os Pl de cada amostra
foram obtido perto do decaimento das intensidades dos componentes das amostras,
e além disso, a variacdo das intensidades pode indicar o estagio da reacdo de
oxidacao, assim como a formacao de produtos de degradacdo. Logo, a analise por
espectroscopia RMN pode adicionar informacdes relevantes na compreensdo das

reacoes de oxidacéo do biodiesel.

3.4 CONCLUSOES

As amostras de biodiesel mostraram queda nas intensidades dos
hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos durante o processo de degradacédo do
biodiesel. Os ions metalicos, ferro e cobre, atuaram como catalisadores na
degradacédo das amostras e 0 extrato de alecrim mostrou-se um bom antioxidante
natural, retardando a degradacédo do biodiesel e inibindo a propagacéo radicalar. O
extrato natural de alecrim mostrou-se ineficiente em melhorar a estabilidade oxidativa
do biodiesel com as concentracfes de metais usadas. Em concentracfes de ions
metalicos préximas de 1 mg L, o extrato poderia ter apresentado maior eficiéncia.
Além disso, foi possivel encontrar uma relacéo entre os Pl e as intensidades de
decaimento dos hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos. A espectroscopia de RMN
mostrou-se eficiente, fornecendo informacdes relevantes a respeito da reacdo de

oxidacao do biodiesel e da formacéo de produtos secundarios da reacao de oxidacao.
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CAPITULO 4

Estudo da termo-oxidacao do biodiesel a partir da

Ressonancia Magnética Nuclear (*H RMN)
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Resumo
O biodiesel é considerado um biocombustivel adequado para a substituicdo do diesel.
Ele possui em sua composicao 4cidos graxos insaturados, o que o torna facilmente
suscetivel a degradacdo. O objetivo do presente trabalho foi investigar a termo-
oxidacao do biodiesel a partir da espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(*H RMN). A partir da RMN foi possivel analisar a intensidade dos sinais das ligacdes
quimicas dos hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos, obter as propor¢des dos
grupos acil oleico, linoleico, linolénico e saturado além de observar e caracterizar
alguns produtos de oxidac&o. Dois conjuntos de biodiesel foram analisados, o primeiro
foi oxidado no equipamento Rancimat a 110 °C durante 8 h e, o segundo, foi oxidado
em estufa durante 17 dias a uma temperatura de 50 °C. O biodiesel oxidado a 110 °C
apresentou um maior grau de degradacao quando comparado as amostras oxidadas
a 50 °C. As amostras apresentaram um aumento nas proporcdes de saturacdes. Foi
possivel observar a formacdo de produtos de oxidacdo como hidroperdxidos e

aldeidos.

Palavras-chave: Biodiesel, RMN, degradacéo, termo-oxidacao, espectroscopia.
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4.1 OBJETIVOS

4.1.2 Objetivo Geral

O presente trabalho propde analisar o processo oxidativo de
biodiesel comercial (B100), em temperaturas e periodos de oxidacdo diferentes,

usando a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de prétons (*H RMN).

4.1.3 Objetivos Especificos

e Extrair informacgdes sobre o processo de degradacao do biodiesel
a partir da presenca de hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos,
a temperaturas de 110 °C e 50 °C;

e Inferir informacdes sobre a proporcgéo de grupos acil presentes nas
amostras (oleico, linoleico, linolénico e saturado).

e Inferir informacdes sobre a formacado de produtos de oxidacéo
gerados na degradacdo do biodiesel via RMN, sendo esta uma
técnica ndo convencional, rapida e com alta sensibilidade de

deteccao.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Amostras

Para as analises, foi usada uma amostra de biodiesel comercial
(B100) fornecida pelo Laboratério de Analise de Combustiveis (LPAC), da

Universidade Estadual de Londrina (UEL), dentro dos parametros de conformidade.

4.2.2 Termo-Oxidagcdo das Amostras

As amostras de biodiesel B100 (110°C-1h), B100 (110°C-3h), B100
(110°C-5h) e B100 (110°C-8h) foram degradadas a partir do método de aquecimento
acelerado. Elas permaneceram no equipamento Rancimat em intervalos de tempo
diferentes, sendo que B100 (110°C-1h) permaneceu por 1 hora, B100 (110°C-3h) por
3 horas, B100 (110°C-5h) por 5 horas e B100 (110°C-8h) por 8 horas. Apds a retirada
das amostras do Rancimat, elas foram colocadas em tubos de vidro para analises
posteriores de *H NMR. A amostra controle B100 (110°C) foi mantida no equipamento
Rancimat até obter-se o ponto de inflexdo da curva.

As amostras de biodiesel B100 (50°C-3d), B100 (50°C-7d), B100
(50°C-11d) e B100 (50°C-17d) foram degradadas em estufa a 50 °C durante 17 dias.
A amostra B100 (50°C-3d) foi mantida na estufa durante 3 dias, a amostra B100 (50°C-
7d) por 7 dias, a amostra B100 (50°C-11d) por 11 dias e a amostra B100 (50°C-17d)
por 17 dias. Em cada dia especificado, as amostras foram coletadas e colocadas em
tubos de vidro para andlises posteriores de *H RMN. A amostra B100 (50°C) foi
mantida como amostra controle.

Para cada grupo de analises uma amostra controle foi mantida — B100

(110°C) e B100 (50°C) — sem qualquer termo-oxidacéo.

4.2.3 Determinacao dos Periodos de Inducédo (PI) e Constantes de Velocidade

(k)

As amostras B100 (50°C), B100 (50°C-3d), B100 (50°C-7d), B100
(50°C-11d), B100 (50°C-17d) e B100 (110°C) foram submetidas ao aquecimento
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acelerado a 110 °C, usando o equipamento Rancimat (Marca Metrohm; Modelo 873),
com taxa de insuflagcdo de ar de 10 dm3h-1, segundo a norma internacional EN 14112.
Os periodos de inducéo (PI) foram fornecidos pelo ponto de inflexdo da curva da
condutividade elétrica em funcdo do tempo, gerada pelo software e, as constantes de
velocidade foram determinadas através do ajuste linear do logaritmo natural como
funcdo do tempo, dos dados obtidos - em triplicatas - no Rancimat.

As amostras B100 (110°C-1h), B100 (110°C-3h), B100 (110°C-5h),
B100 (110°C-8h) nao tiveram seus respectivos periodos de inducao obtidos uma vez
gue elas foram degradadas no proprio equipamento e, desse modo, ndo obteve-se
curva de condutividade completa para as mesmas. Assim, apenas a amostra controle

possui valor de periodo de inducéo.

4.2.4 Analise de Ressonéancia Magnética Nuclear

Para a aquisicdo dos espectros de RMN foi usado um
espectrometro operando a 9,4 T, 400 MHz (marca Bruker), da Universidade Estadual
de Londrina. As amostras foram preparadas dissolvendo 50 pL de biodiesel em 600
pL de cloroférmio deuterado (CDCls 99,8 % com 0,05 % (v/v) de Tetrametilsilano —
TMS, marca Sigma Aldrich; Saint Louis, EUA). Os parametros aplicados nas andlises
foram: pulso simples, largura espectral de 8012 Hz, niumero de varreduras de 16
scans, tempo de relaxacdo de 1 s, largura de pulso de 90 ° e tempo de aquisi¢cao de
4,089 s. Os deslocamentos quimicos sao expressos em ppm, usando como padrdo
interno o TMS.

Todos os espectros foram alinhados em uma fase de ordem zero e,
as correcdes de linha base foram feitas para o intervalo de & = -2,00 ppm a 10,00 ppm,
usando o software TopSpin (3.6.1). As regides de integracdo do sinal espectral
correspondendo aos carbonos metilicos na posi¢gao a em relagao a carbonila (2,2-2,4
ppm), hidrogénios olefinicos (5,0-5,7 ppm), hidrogénios alilicos (1,8-2,2 ppm),
hidrogénios bisalilicos (2,6-3,0 ppm), grupo metilico do grupo acil saturado w-6 e w-9
(i.e. linoleico e oleico) (0,83-0,93 ppm) e hidrogénios dos grupos metil acil w-3 (0,93-
1,03 ppm), foram realizadas usando uma rotina elaborada no software Matlab (2015).
A area dos carbonos metilicos na posicao a em relagao a carbonila (2,2-2,4 ppm), que

apresentam 6 protons, presente originalmente na molécula de triglicerideos, foi usada
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para a realizacdo das normalizacdes dos resultados obtidos. Os intervalos de
integracado foram previamente descritos na literatura (ANDERSON; FRANZ, 2012) e

séo usados no presente trabalho com adaptagoes.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sinais de RMN s&o uma ferramenta adequada para analisar a
degradacdo do biodiesel pois podem fornecer informacdes especificas sobre
componentes de grupos funcionais dos acidos graxos. Analisando a variacdo das
intensidades e deslocamentos quimicos dos hidrogénios olefinicos, bisalilicos e
alilicos, pode-se obter informacgdes sobre a degradacao do biodiesel. Os hidrogénios
olefinicos (-CH=CH-) possuem deslocamento quimico caracteristico em 5,30-5,43
ppm, os hidrogénios bisalilicos (=CH-CH2—CH=) em 2,74-2,79 ppm e, os hidrogénios
alilicos (-CH>—CH=CH-) em 1,98-2,04 ppm (ANDERSON; FRANZ, 2012; PARKER et
al., 2014).

A Tabela 11 e a Figura 17 apresentam a intensidade dos sinais dos
hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos das amostras controle e das duas amostras

com maior grau de degradacéo dos dois conjuntos de experimentos.

Tabela 11 — Intensidade dos sinais dos hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos das
amostras controle e das duas amostras com maior grau de degradacdo dos dois

conjuntos de experimentos

Amostras Olefinicos Bisalilicos Alilicos
(5,0-5,7 ppm) (2,6-3,0 ppm) (1,8-2,2 ppm)

B100 (50°C) 7,55 3,08 8,96

B100 (50°C-17d) 7,54 3,06 8,86

B100 (110°C) 8,00 3,60 9,46

B100 (110°C-8h) 6,75 2,92 8,23

Fonte: a propria autora (2022).
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Figura 17 — Sinal dos hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos das amostras
controle e das duas amostras com maior grau de degradacédo dos dois conjuntos de

experimentos
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Fonte: a prépria autora (2022).

Pode-se observar que as amostras B100 (50°C) e B100 (110°C)
apresentaram uma queda na intensidade dos trés sinais analisados, conforme é
mostrado com 0s espectros sobrepostos a direita da figura 17. Em geral, a amostra
B100 (50°C-17d) apresentou uma pequena variacdo nas intensidades dos sinais
guando comparada a amostra controle e, a amostra B100 (110°C-8h) apresentou uma
maior diferenga no decréscimo das intensidades.

Os hidrogénios olefinicos sdo associados com os ésteres insaturados
presentes nos 6leos (DE FREITAS et al., 2019). Os hidrogénios bisalilicos possuem
maiores chances de peroxidacdo (AKHLAGHI et al., 2015). Além disso, a quebra das
ligacbes C-H nas posicdes alilicas € maior que nas bisalilicas (AKHLAGHI et al.,
2015). Assim, essas diferencas nas intensidades dos sinais sédo originadas pela
degradacéo do biodiesel, mostrando que a amostra B100 (110°C-8h) sofreu maior

degradacédo do que a amostra B100 (50°C-17d). Além disso, o0 equipamento Rancimat
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possui um fluxo de ar atmosférico, colaborando para um nivel de degradacéo oxidativo
mais elevado.

O biodiesel € produzido principalmente a partir de 6leos vegetais e
gorduras animais, sendo entdo composto por acidos graxos insaturados e saturados.
A instabilidade do biodiesel esta diretamente correlacionada com a quantidade de
cadeias insaturadas presente em sua estrutura, tais como grupos acil, oleicos,
linoleicos e linolénicos. Durante o processo oxidativo as insaturacdes reagem
formando compostos saturados (PULLEN; SAEED, 2012; YAAKOB et al., 2014).

De acordo com Guillén & Ruiz (2003) a determinacgéo das propor¢des
dos graus de insaturacdo dos diferentes grupos acil podem ser determinados por H
RMN, uma vez que a area de cada sinal do espectro de *H RMN é proporcional ao
ndamero de hidrogénios presente em cada amostra. Assim, a porcentagem das
propor¢cdes dos grupos acil Linolénico (Ln), Linoleico (L), Oleico (O) e Saturado (S),
de todas as amostras, foram calculados a partir das equacdes apresentadas por

Guillén & Ruiz (2003) e sao mostrados nas Tabelas 12 e 13.

Tabela 12 — Porcentagens das proporc¢des dos grupos acil Linolénico (Ln), Linoleico
(L), Oleico (O) e Saturado (S), periodos de inducéo (PI) e constantes de velocidade

(k) das amostras degradadas a 50 °C

Amostras Ln (%) L (%) O (%) S (%) P1 (h)* k (h'1)*

B100 (50°C) 7,30 37,00 32,10 23,60 9,09+0,09 0,34+0,01
B100 (50°C-3d) 7,40 36,60 32,30 23,70 7,66+0,12 0,40+0,02
B100 (50°C-7d) 7,40 36,50 32,40 23,70 7,31+0,20 0,34+0,02

B100 (50°C-11d) 7,40 36,20 32,40 2400 6,00+0,20 0,45+0,02
B100 (50°C-17d) 7,20 36,20 32,40 24,20 4,64+0,0/ 0,61+0,01

* desvio padréo.

Fonte: a propria autora (2022).
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Tabela 13 — Porcentagens das proporc¢des dos grupos acil Linolénico (Ln), Linoleico

(L), Oleico (O) e Saturado (S), das amostras degradadas a 100 °C no equipamento

Rancimat
Amostras Ln (%) L (%) O (%) S (%)
B100 (110°C)* 4,50 50,10 27,30 18,10
B100 (110°C-1h) 4,50 48,70 26,90 19,90
B100 (110°C-3h) 4,50 48,20 26,80 20,50
B100 (110°C-5h) 4,40 47,60 26,80 21,20
B100 (110°C-8h) 2,60 37,40 27,60 32,40

A amostra controle B100 (110°C) apresentou um Pl de 9,61 h e constante de velocidade k de
0,44 ht,

Fonte: a propria autora (2022)

Pode-se observar que para as amostras oxidadas em estufa a 50 °C,
as mesmas nao apresentaram mudancas substanciais quando analisado as
porcentagens de acidos graxos insaturados, mas, um aumento de aproximadamente
0,6 % € notado quanto aos componentes saturados. Para essas amostras, 0s
periodos de inducéo (PI) no equipamento Rancimat foram obtidos assim como suas
respectivas constantes de velocidade da reacao (k), para cada dia de analise. Embora
nao seja extremamente preciso avaliar o processo de degradacdo para essas
amostras a partir do célculo das porcentagens dos grupos acil, mencionados acima,
via 'H RMN, os resultados do equipamento Rancimat mostraram que a degradacéo
realmente ocorreu na amostra, uma vez que os periodos de inducéo (PI) diminuiram
ao longo dos dias enquanto as constantes de velocidade (k) aumentaram, indicando
a oxidacao das amostras.

Entretanto, quando considerando as amostras degradadas no
equipamento Rancimat, expressivas mudangas sdo observadas. A composi¢céo dos
grupos acil linolénico e linoleico decresceram 1,9 % e 12,7 %, respectivamente,
enquanto o grupo acil saturado apresentou acréscimo de 14,3 %. A partir desses
dados é possivel inferir que o biodiesel a temperatura de 110 °C apresentou niveis de
degradacéo elevados quando comparado as outras amostras (degradadas a 50 °C),
principalmente ocasionado devido ao alto aumento dos compostos saturados, pois
estes séo produtos do processo de degradacao.

Sabe-se que a formacao dos produtos da reacdo de oxidagdo pode

ser investigada a partir da espectroscopia 'H RMN, analisando os diferentes
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deslocamentos quimicos. Existem algumas pesquisas sobre possiveis produtos de
oxidacao gerados em degradacéao de 6leos. Tyl et al. (2008) investigaram a formacéo
dos produtos de oxidacao propanal e 2-propenal em 6leo de Capelin, apds 30 dias de
degradacdo. Martinez-Yusta & Guillén (2019) estudaram alimentos fritos em azeite de
oliva, para observar a evolucdo da concentracdo de alguns compostos durante a
oxidacao, como por exemplo aldeidos. Apos a degradacao, eles observaram produtos
como —CHO((E)-2-alcenos), —-CHO((E,E)-2,4-alcadienos), —CHO (n-alcanos). Alonso
et al. (2011) estudaram a estabilidade do azeite de oliva por RMN, especificando
alguns produtos de degradacdo, como a formacéo de hidroperéxidos. Guillén & Ruiz
(2005) também observaram a formacao de hidroperoxidos na degradacédo de trés
diferentes 6leos.

Analisando os espectros das amostras B100 (110°C-8h) e B100
(50°C-17d), foi possivel observar apenas dois sinais de deslocamentos quimicos
similares entre elas, 4,25-4,10 ppm e 7,95-8,25 ppm. O primeiro deslocamento
quimico mencionado é caracteristico de 1,3 diacilglicerol (-CH-) (ANDERSON;
FRANZ, 2012) e, o segundo, é possivelmente derivado de hidroperoxidos (GUILLEN;
RUIZ, 2005), diretamente relacionado a degradacéo do biodiesel. Porém, a amostra
degradada a 110 °C, durante 8 horas, apresentou diferentes deslocamentos quimicos
em seu espectro de *H RMN. Tais deslocamentos quimicos sdo mostrados na Tabela
14 e Figura 18.
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Figura 18 — Espectro de 'H RMN da amostra B100 (110°C-8h) e os produtos

formados durante sua termo-oxidagao
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Fonte: a prépria autora (2022).
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Tabela 14 — Deslocamentos quimicos dos produtos de oxidacao presentes na amostra

B100 (110°C-8h)

Molécula S (ppm) Referéncia

(1) >CH-OOH (préton metino do grupo hidroperdxido) 4,25-4,40 (ALONSO-
SALCES;

HOLLAND;

(2) -CH=CH-CH=CH- (hidroperéxidos)

(3) -CH=CH-CH=CH- (hidroperoxidos)

(4) Propanal e 2-propenal (C3sHsO/ C3H40)

(5) -OOH (derivados de hidroperdxidos)
(6) -OOH (derivados de hidroperoxidos)

(7) Propanal e 2-propenal (C3sHsO/ C3H40)

GUILLOU, 2011)
5,90-5,65 (ALONSO-
SALCES;
HOLLAND:;
GUILLOU, 2011)
6,16-5,90 (ALONSO-
SALCES;
HOLLAND:;
GUILLOU, 2011;
GUILLEN; RUIZ,
2005)
6,48-6,20* (TYL;
BRECKER;
WAGNER, 2008)

6,55-6,50 (GUILLEN;

RUIZ, 2005)
8,40-8,35 (GUILLEN;

RUIZ, 2005)
9,80-9,50* (TYL;

BRECKER;

WAGNER, 2008)

*Existem outros dois deslocamentos quimicos para esses componentes no espectro de RMN

(2,45 ppm e 1,1 ppm) mas, nas amostras de biodiesel esses deslocamentos quimicos estao

sobrepostos com outros sinais do biodiesel.

Fonte: a propria autora (2022).

A partir dos deslocamentos quimicos analisados na amostra B100

(110°C-8h) pode-se observar a formacdo de compostos de hidroperéxidos. Esses

produtos sao formados no processo degradativo do biodiesel e, s&o bem
estabelecidos na literatura (KUMAR, 2017; SORATE; BHALE, 2015). O processo de

oxidacgao inicia-se com a peroxidagcédo, removendo um hidrogénio ligado ao carbono,

gerando radicais livres. Os radicais livres peroxidos séo altamente reativos a extracao
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do hidrogénio, formando outro radical e o hidroperéxido (JAIN; SHARMA, 2010;
KUMAR, 2017). Os compostos propanal e 2-propenal sdo produtos volateis formados
durante a oxidacdo de &cidos graxos polinsaturados (PUFA) (TYL; BRECKER;
WAGNER, 2008).

Mantovani et al. (2018) e Chendynski et al. (2019) estudaram a
formacdo de radicais livres em amostras de biodiesel durante termo-oxidagao via
Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE), a temperaturas de 70 °C e 110 °C,
respectivamente. Segundo seus trabalhos, nota-se que as amostras degradadas a
110 °C possuem maiores quantidades de radicais livres no processo degradativo,
indicando que, nesta temperatura, o biodiesel sofre maior degradacdo. O mesmo
comportamento foi observado nas amostras estudadas neste trabalho.

As andlises de biodiesel via espectroscopia 'H RMN é mais rapida
gue os métodos tradicionais usando o equipamento Rancimat, no qual demora horas
para a realizacdo de uma analise, e, também, usa uma pequena quantidade de
amostra. Assim, a espectroscopia 'H RMN se apresenta como uma possivel
alternativa para o estudo da oxidacao do biodiesel.

4.4 CONCLUSOES

As amostras de biodiesel apresentaram queda nas intensidades dos
hidrogénios olefinicos, bisalilicos e alilicos durante o processo de termo-oxidacdo. A
amostra degradada a 110 °C mostrou decaimento mais expressivo nas intensidades,
indicando maior grau de degradacdo. Observou-se um aumento nas proporcdes do
grupo acil saturado em ambas as amostras, mas a amostra degradada a 110 °C
apresentou niveis superiores. Essa mesma amostra apresentou diferentes
deslocamentos quimicos em seu espectro de RMN, indicando a formacéo de produtos
como hidroperdéxidos, propanal e 2-propenal. Além disso, a determinacdo dos grupos
acil mostrou-se util no monitoramento do processo degradativo do biodiesel a altas

temperaturas em presenca de oxigénio.
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ANEXO A
Artigo publicado na revista Fuel referente ao Capitulo 2
Doi: https://doi.org/10.1016/].fuel.2020.119531

Fusl 2B7 (2021) 119531

Contents lsts available at SclenceDirect

Fuel

ELSEVIER journal homepage: wwssw_elseviar.comdlocatelfual

Full Length Article
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Influence of antioxidants in biodiesel degradation: Electronic paramagnetic
resonance tracking of free radicals

Ana Carolina Gomes Mantovani >, Leticia Thais Chendynski b, Vinicius Tadeu Santana ©,
Dionisio Borsato, Eduarde Di Mauro®

* Snmie Unshveersity of Lomdring, Physics Deparrment. Bod. Celso Garcke C4d, PR 445, km 380, 2P Code S6057-970, Londring, PR, Bronf
® Fadersl Instirse of Parand, Campes Polwes, Palmes, PR, Bresil

© Central European fessitute of Technology, B Universtty of Technology, Brme, Coech Republic

‘Mmmnyﬁfurﬂm Chemistry Departmens. Bod. Cefso Garcig Cid, FR 445, km 380, ZIF Code 86057570, Loadring, FR, Bresil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Kepwarids: Biodiesel is considersd a renewable fuel that has been replacing diesel. However, its degradation, cansed by a

Epin wrapping radical resction, & ane of the biggest concerns about this fuel. Spin trapping is a uwsefol resource to evalaate the

-Pheenyl-N-gert-butylnitrone radical farmation in a sample In the present work, the biodiesel degradation from cannila, corn and soybean oils,

];;Im with synthetic antioxidants {BHA -butylated hydroxyanizcle; BHT- butylated hydroxytoluens; TEBHQ- feree

EFE butylhydroquinone) and extracts [rossmary; oreganc; basil), were measured by Electron Paramagnetic Reso-
nance (EPRL The measurements were performed at room temperature, applying the spin trapping techniquoe,
uwsing the o-phenyl-N-tert-butylnitrone (FBEN) as the spin trap. The analyzed data allowed evaluating the
degradation of the samples and their stability. Besides, the presence of the hydroxyl radical in all samples in the
degradation process was identified. The biodiese]l from soybean oil presented the greatest stability compared to
the others, with all anticcdidants tested. The onegano extract proved to be the most efficient natural antioxidant in
the canola and soybean biodiesel, with more than 300 days of free radical detection, while the rosemary extract
was more efficient in the comn biodiess], achieving free radical signals until the 2059th day of analysis.
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ANEXO B
Artigo publicado na revista Journal of the Brazilian Chemical Society referente ao
Capitulo 3
Doi: http://dx.doi.org/10.21577/0103-5053.20200052

hatpcifidx.dotorg/10.21577001 03.5053. 20200052

- 1. Braz. Chem. Soc., Vol. 00, No. 00, 1.7, 2020
AI' t ! C l e Printed in Brml’-uOZOZDmSmi:dxk Brasileira de Quimica

Evaluation of the Oxidation Degradation Process of Biodiesel via 'H NMR Spectroscopy

Ana Carolina G. Mantovani,* Leticia Thais Chendynski,* Diego Galvan, "«
Dionisio Borsato" *< and Eduardo Di Mauro*

“Laboratério de Ressondncia Paramagnética Eletronica (LARPE), Departamento de Fisica,
Universidade Estadual de Londrina, 86057-970 Londrina-PR, Brazil

*Instituto Federal do Parand, Campus Palmas, 85555-000 Paimas-PR, Brazil

“Laboratdrio de Pesquisa ¢ Andlise de Combustiveis (LPAC), Departamento de Quimica,
Universidade Estadual de Londrina, 86057-970 Londrina-PR, Brazil

Biodiesel is a suitable alternative to replace the petro-diesel. The biodiesel is formed by
unsaturated esters casily degraded by interferences of oxygen. temperature, contact with metals
or contaminants. The aim of this rescarch was to investigate the biodiesel degradation process via
*H nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy. observing the olefinic, bis-allylic and allylic
protons signals of the chemical bonds and the by the induction period of the Rancimat. Biodiesel
samples with metallic 1ons (Fe and Cu) and with rosemary natural extract were analyzed. The
metal compounds showed a catalytic effect in the samples and the rosemary natural extract showed
to be efficient by retarding the degradation process. The extract was incffective in the presence
of iron. Through the '"H NMR spectra was possible to observe changes in the signal intensities of
the olefinic, bis-allylic and allylic protons as well as the formation of oxidation products in the
biodiesel in the degradation process.

Keywords: NMR, biodiesel, degradation, oxidation, spectroscopy
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ANEXO C

Depésito de patente

A partir das pesquisas realizadas no capitulo 3 uma patente foi
requisitada sobre o processo de quantificacdo da degradacéo do biodiesel com ions
de cobre usando a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). O pedido de depdsito da
patente consta no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI).

INS 'nruro
' NACIO
A DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL

100172020  S1oa0004618

T

29409161912270179

Pedido nacional de Invengéo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicao de Invengéo e entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processo:

Dados do Depositante (71)

BR 10 2020 000616 9

Depositante 1 de 1

Nome ou Raz&o Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagdo Juridica:
Endereco:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA
Pessoa Juridica

78640489000153

Brasileira

Instituicdo de Ensino e Pesquisa

RODOVIA CELSO GARCIA CD, KM 380 S/N CAMPUS
UNIVERSITARIO

Londrina

PR

86055-900

Brasil

(043) 3371 5812

(043) 3371 5812

aintecpi@uel.br

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 10/01/2020 as

ELETRONICO

Petigio 870200004618, de 10/01/2020, pag. 1/43

15:09, Peticédo 870200004618



Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invengéo (PI)

Titulo da Invengdo ou Modelo de PROCESSO PARA QUANTjFICAQAO DA'DEGRADAQAO DO
Utilidade (54): BIODIESEL POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR EM

PRESENGA DE iONS DE COBRE

Resumo: A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) possibilita analisar a
degradacao do biodiesel a partir das intensidades de prétons
olefinicos, bis-alilicos e alilicos a medida que a reacgédo de oxidagéo
progride, sendo possivel correlaciona-las com os periodos de

inducao fornecidos pelo Rancimat. Desse modo, a presente invengao

mostra um processo para a quantificagdo da degradagao oxidativa
do biodiesel através das intensidades dos prétons olefinicos, bis-
alilicos e alilicos. O processo apresenta um tempo curto de analise
quando comparada as convencionais, € uma técnica néo destrutiva,

além de permitir a observacéo dos produtos de degradagao gerados.

Figura a publicar: FIG 1
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ANEXO D
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Doi: https://doi.org/10.1016/].fuel.2020.117833

Pl 274 (202015 117H13
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Gty miers making it eauely degraded. The oijective of the present work was o investigate biodiosd ghermal-
oaidatiog by "H MM spectnocogsy. Lhing the KSR wa pomible o aralyas the sigesl inemities of the olefinic,
Eisallylic and alylic protoas of the chemical bonds, cbiain te olric, Eaolex, okenic and st acyd grougs
propdion, cleerve and clawify some cadabion progducty. Two set of beodssel were aralyzmd, the Aot was
oxidize = the Karcsmat ecpipeesi ab 100 °C during § b, snd the seeond was oxidized in an oeen o2 50 °C duoring

1¥ daya. The biodiesd codized =t 110 'C bad 2 mom g ¥ whem pazed o the mmglo
oxidiced a2 58 "C. The shex ml an = the P It won pre bl 2o obwserer the
for of oxidelion prod an rypdeop des and aldehydes as propanal snd 2-propemal



https://doi.org/10.1016/j.fuel.2020.117833

103

ANEXO E

Relatério de Ensaio do Biodiesel Comercial Usado

BS BIOS RELATORIO DE ENSAIO

: “CERTIFICADO DA QUALIDADE"
ENERGIA RENOVAVEL LABORATORIO DE CONTROLE DA QUALIDADE BSBIOS MARIALVA

Bocumento de origem: FO-CQ:MVA-053 rev. 1€

Data de emisséo:

. L . o
09/03/2018 Relatério de Ensaio N° 031-2018 Pagina 1 de 1

1. Dados do Solicitante
Nome:  BSBIOS Industria e Comércio de Biodiesel Sul Brasil S/A
Endereco: Estrada Fruteira, s/n° Lote 212 A/B

Cidade:  Marialva ) UF: PR ~ CEP:  86990-000

Namero Lote / Ordem de Servico:  031-2018

2. Dados da Amostra
Identificacéo da Amostra: 031-2018 N° Lacre da amostra testemunho: ~ 2119/65

Data de producéo do Biodiesel:  06/03/2018 a 07/03/2018 B
L rim e _mri - Watanol + Oleo de Soja (89%) + Gordura Bovina (2%) + Gordura de Porco (4%) + ditivo'  nac icavel
Matérias-primas: Oleo de aves (4%) + Oleo de Algodéo (1%) Aditivo: néo aplicavel

3. Dados da Coleta

_Responsavel pela Coleta: __Jorge ] _ Data da Coleta:  08/03/2018
Local da Coleta: Tanque estacionario 3 Volume do Lote:  1.500.000 Litros

Procedimento utilizado na coleta: PG-CQ-MVA-013

Item Analitico Método Especificagao? Unidade Resultado
Aspecto ! PE-CQ-MVA-001 HH Hmeto s = - LIl (1) a 32,6°C
Massa Especifica a 20°C ! ASTM D 4052 850 a 900 kg/m? 879,9
Viscosidade Cinematica a 40°C ' ASTM D 445 3,0a6,0 mme/s 4437
Teor de agua ' (procedimento A) ASTM D 6304 max. 200,0 mglkg 1911
Contaminacéo Total ! EN 12662 max. 24 mglkg 21,9
Ponto de Fulgor ! (procsdimento ) ASTM D €3 min. 100,0 °C 151,5
Teor de Ester ° EN 14103 min. 96,5 % massa 99,8
Cinzas Sulfatadas ¢ ASTM D 874 max. 0,020 % massa NN
Enxofre Total ° .NBR 15867 max. 10 mg/kg 4.4
Sodio + Potassio ! NBR 15553 méx. 5 mg/kg <1,0
Calcio + Magnésio ! NBR 15553 méx. 5 mg/kg <1,0
Fésforo NBR 15553 méax. 10 ma/ka <1,0
Corrosividade ao Cobre a3 he 50 °C * ASTM D 130 max. 1 - NN
Ponto de Entupimento de Filtro a Frio ! ASTM D 6371 = °C 1
indice de Acidez ! ASTM D 664 max. 0,50 malg 0,44
Glicerina Livre ' ASTM D 6584 max, 0,02 % massa 0,015
Glicerina Total ! ASTM D 6584 méx. 0,25 % massa 0,217
Monoglicerideos ASTM D 6584 méx. 0,7 % massa 0,700
Diglicerideos ' ASTM D 6584 max. 0,20 % massa 0,108
Triglicerideos ASTM D 6584 max. 0,20 % massa 0,067
Metanol 37 EN 14110 max. 0,20 % massa NN
indice de lodo 1 EN 14111 Anotar % massa 107
Estabilidade & Oxidagdo a 110°C * EN 14112 min. 8 horas 9,5

*Para os meses cilados, o limite maximo & de: JAN/ FEV / MAR / NOV / DEZ: max. 14 °C; ABR / QUT: max. 10 °C; MAI/ JUN / JUL / AGO  SET: méx. 5 °C.
1 Realizado pelo Laboratério BSBIOS Ind. e Com. de Biodiesel Sul Brasil S/A , localizado em Marialva, cadastrade na ANP pelo n° 044 e no CRQ-IX pelo n* 04702. Boletim de analise n® 031-2018.
2 Cenforme Regulamento Técnico ANP N° 3/2014 - DOU 26.08.2014.
3 Quando a andlise de Ponto de Fulgor resultar em um valor superior a 130°C fica dispensada a anzlise de Metanol !
4 Estes parémetros s&o analisadas a cada trimestre civil, temando uma amostra do biodizsel comercializado no trimestre 47 q \ N ——
12018

5 Realizado pelo Laboratério BSBIOS, localizado em Passo Fundo/RS, cadastrado na ANP pelo n® 007 € ne ‘CRAV palo n° 051906626 Relatorio de Ensaio n” Of ‘I —

}M\ OO
AXAAAS NN

\,é'igna\%'a’v(ﬁt;/ .l\\/uto}izadc:

Luciana Languila Aniceto

A unidade % massa expressa neste relalério equivale a unidade g/100g do SI.
CRQ 02101116 - 8° Regido

Os apr valem urica e exclt para a amostra ensaiada

Laboratério de Centrole da Qualidade - BSBIOS Industria e Cemércic de Biodiesel Sul Brasil S/A - e-mail lcq mrv@bsbics.com - Fone (¢4) 3112-1061 / 3112-1060
Estrada Fruteira, s/n® Lote 212 A/B - Distrito Industrial - Marialva - Parand - Brasil - 55 44 3112-1000 - www.bsbies.com
Este documento s9 pade ser reproduzida por infeiro, Reprodugio de partes requer aprovagao escrita do laboratdrio.
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ANEXO F

Patrimonio Genético

Para utilizagcdo das plantas orégano, manjericdo e alecrim em

pesquisas cientificas, faz-se necessario o cadastro das mesmas no Conselho de

Gestdo do Patrimbnio Genético do Ministério do Meio Ambiente. Desse modo, tais

cadastros sdo mostrados a seguir.

Ministério do Meio Ambiente
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n2 AC32015

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n° 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patriménio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificagdo e nado foi objeto de requerimentos admitidos de verificagdo de indicios de imegularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagé@o néo foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro:

Usuario:

CPF/CNPJ:

Objeto do Acesso:

Finalidade do Acesso:
Espécie

Origanum vulgare

Titulo da Atividade:

AC32015

DIONISIO BORSATO
201.912.869-15
Patriménio Genético

Pesquisa

Determinacao do Fator de Protecdo Relativo dos Extratos naturais em
mistura com Biodiesel (orégano)

Equipe
DIONISIO BORSATO UEL
Leticia Thais Chendynski UEL

Resultados Obtidos

Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicacao

Identificagdo do meio onde foi Congressos nacionais e publicagdes em periéc

divulgado:

Data do Cadastro:
Situagdo do Cadastro:

17/09/2018 19:26:43

Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situagdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 8:39 de 30/09/2020.

\NA\Y/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO
W E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
IANAN ASSOCIADO - SISGEN



Ministério do Meio Ambiente ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n2 AF7ECF3

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n°® 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patrimonio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificacdo e ndo foi objeto de requerimentos admitidos de verificagdo de indicios de imegularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagdo nao foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro: AF7ECF3

Usuario: DIONISIO BORSATO

CPF/CNPJ: 201.912.869-15

Objeto do Acesso: Patrimoénio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Ocimum basilicum

Titulo da Atividade: Determinacgao do Fator de Protecdo Relativo dos Extratos naturais em
mistura com Biodiesel B100 (manjericao)

Equipe

DIONISIO BORSATO UEL

Leticia Thais Chendynski UEL

Resultados Obtidos

Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicacao

Identificagdo do meio onde foi Congressos e periédicos

divulgado:
Data do Cadastro: 17/09/2018 19:22:03
Situagdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situag@o cadastral conforme consulta ao SisGen em 8:38 de 30/09/2020.

YA/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO
W E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
IANIAN ASSOCIADO - SISGEN
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Ministério do Meio Ambiente ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n2 A31C9F7

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n°® 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patrimonio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificacdo e ndo foi objeto de requerimentos admitidos de verificagdo de indicios de imegularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagdo nao foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro: A31C9F7

Usuario: DIONISIO BORSATO

CPF/CNPJ: 201.912.869-15

Objeto do Acesso: Patrimoénio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Rosmarinus officinalis

Titulo da Atividade: Estudo da estabilidade oxidativa de biodiesel com éxidos e metais de ferro e

cobre em mistura de extrato de alecrim

Equipe

DIONISIO BORSATO UEL

Leticia Thais Chendynski UEL

Erica Signori Romagnoli UEL

Kelly Roberta Spacino’ UEL

Gabriel Benassi Messias UEL

Resultados Obtidos
Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicacao
Identificagdo do meio onde foi Publicagdo em Periédico internacional: Energy

divulgado:
Data do Cadastro: 17/09/2018 10:07:57
Situagdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situag@o cadastral conforme consulta ao SisGen em 8:38 de 30/09/2020.
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