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RESUMO

WITT, Elaine P. Avaliacédo da estabilidade oxidativa do biodiesel (B100) comercial
na presenca de antioxidantes naturais da casca de roma. Dissertacdo (Mestrado em
Bioenergia) — Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), Toledo — Pr.
2018. Orientadora: Profa. Dra. Tatiana Rodrigues da Silva Baumgartner

Biodiesel é um combustivel sensivel a oxidacdo devido a sua composi¢do quimica. Para
elevar sua estabilidade termo oxidativa é necessario acrescentar antioxidantes sintéticos
ou naturais. Dentre os antioxidantes naturais existe uma variedade de plantas que podem
ser utilizadas com a finalidade de evitar ou retardar reacbes de oxidacdo. Estes séo
capazes de promover ou inativar os radicais livres interrompendo a reacdo em cadeia de
oxidacdo do biocombustivel. Na casca de romé é possivel encontrar compostos fendlicos,
compostos antioxidantes além de diversos compostos bioativos, com mecanismo de acédo
semelhante ao da vitamica C, Vitamina E e betacaroteno. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a estabilidade oxidativa do Biodiesel na presenca de antioxidantes naturais
extraidos da casca da roméa pelo método de extragdo convencional (Soxhet e extrator de
Oleos e gorduras-Goldfish) e pela extracdo Supercritica com CO; supercritico em
condicGes de pressdo constante (200 bar) e variacdo de temperatura (35, 45 e 55 °C) e
cossolvente etanol (0 mL, 2,5 mL e 5 mL). Os extratos foram avaliados quanto a atividade
antioxidante pela inibi¢do do radical DPPHe, sendo 0 extrato obtido pelo método Soxhlet
com acetato de etila o que apresentou 94,16% de inibicdo na concentracdo de 1000
ug.mL?. O Teor de Compostos Fenodlicos utilizando o reagente FolinCiocalteu foi
avaliado para os extratos e a amostra obtida pelo equipamento extrator de Oleos de
gorduras-Goldfish com solvente etanol apresentou uma concentracdo de 98,62 mg de
EAG/g de extrato. O biodiesel comercial foi aditivado com os extratos de casca de roma
e com os antioxidantes sintéticos BHA e BHT e submetidos ao teste de estabilidade
oxidativa em Rancimat e teste para indicar o tempo de oxidacdo em equipamento de
Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC). Foram avaliados os efeitos da temperatura
e da adicdo de cossolvente etanol no rendimento do extrato. Os melhores tempos de
inducdo obtidos foram para o Biodiesel aditivado com os extratos obtidos pelo método
convencional, ambos com solvente acetato de etila, sendo 11,13 horas para o extrato
obetido no extrator de 6leos e gorduras (ExtAcet) e 11,01 horas para 0 SoxAcet. Ainda
verificou-se que esses valores sdo superiores aos encontrados para o biodiesel aditivado
com os antioxidantes sintéticos BHA (6,91 h) e BHT (7,86 h). Entre os extratos
supercriticos destacou-se a condi¢do de 35 °C com 5 mL de etanol (8,01 h) e 55 °C com
5 mL de etanol (7,77 h). Com excecdo do extrato supercritico na temperatura de 35 °C
sem adicdo de etanol, todos os extratos apresentaram um tempo de indugdo superior ao
obtido no controle (4,38 h), no entanto apenas trés extratos aditivados ao biodiesel
apresentaram valor superior ao exigido pela Resolucéo 45/2014 a qual prevé estabilidade
oxidativa de 8 horas para o teste em Rancimat. Para o teste DSC, as amostras que
apresentaram maior tempo de oxidagdo foi para o ExtAcet (31,42 min) e extracdo
supercritica na condicdo de 35 °C com 5 mL de etanol (31,25 min). A estabilidade
oxidativa do biodiesel foi, em sua maioria, superior quando acrescido dos extratos de
casca de romd, em comparacao ao biodiesel puro, mostrando eficiéncia na sua utilizagédo
como antioxidante natural.

Palavras-chave: Biodiesel, Extracdo Supercritica, Soxhlet, Casca de romd (Punica
granatum L.), a-Tocoferol. .
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ABSTRACT

WITT, Elaine P. Estimate of oxidative stability of commercial biodiesel (B100) in the
presence of natural antioxidants from pomegranate peel. Dissertacdo (Programa de
Pds-graduacdo em Bioenergia - Mestrado) — Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE), Toledo — Pr. 2018.Orientadora: Profa. Dra. Tatiana Rodrigues da Silva
Baumgartner.

Biodiesel is a sensible fuel to the oxidation, because it presents in its chemical
composition some free radicals. To raise its oxidative stability it is necessary to add
synthetic or natural antioxidants. Among the natural antioxidants there is a variety of
plants that may be used with the function to avoid or to detain the chain reactions of
oxidation, which are capable to promote or inactivate the free radicals interrupting the
reaction in the biofuel chain. In the pomegranate peel is possible to detect some phenolic
compounds and antioxidants compounds beyond several bioactive compounds with some
mechanisms of action that are similar to the vitamin C, vitamin E and beta-carotene. The
aim of this study was to evaluate the biodiesel oxidative stability in the presence of some
natural oxidants which were extracted from the pomegranate peel by the conventional
method of extraction (Soxhlet and the grease and oils extractor — Goldfish) and by the
supercritical extraction with COz2 in a condition of constant pressure (200 bar), some
variation in the temperature (35, 45 and 55 °C) and in the presence of the cosolvent
ethanol (0, 2,5 and 5 mL). The extracts were measured in relation to the antioxidant
activity by the DPPHe radical inhibition. The extract obtained by the Soxhlet method with
ethyl acetate presented 94,16% of inhibition in the 1000 pg.mL? concentration. The
phenolic compound content was used with the FolinCiocalteu reagent, which was
evaluated for the extracts. The sample obtained by the grease and oils extractor — Goldfish
with an ethanol solvent, showed a density of 98,62mg of EAG/g of the extract. The
commercial biodiesel was additive with some extract of the pomegranate peel and with
the synthetic antioxidants BHA and BHT and submitted to the oxidative stability test in
the Rancimat. A test that indicates the time of the oxidation in the Exploratory Differential
Calorimetry (DSC) equipment. It was analyzed the effects in the temperature and the
addition of the ethanol cosolvent in the extract yield. The best tenses of induction obtained
were for the additive biodiesel with some extracts obtained by the conventional method,
both with the ethyl acetate solvent, which took 11,13 hours for the extract obtained in the
grease and oils extractor (ExtAcet) and 11,01 hours for the extract obtained in the Soxhlet
(SoxAcet). It was checked that these values are higher than the other ones which were
found for the additive biodiesel with the synthetic antioxidants BHA (6,91h) and BHT
(7,86). Among the extracts obtained by the supercritical extraction, it was highlighted the
condition of 35 °C with 5 mL of ethanol (8,01 h) and 55 °C with 5 mL of ethanol (7,77
h).Except the supercritical extract in the temperature of 35 °C without the addition of
ethanol, all the extracts presented a time of induction higher than the obtained in the
control (4,38 h), however only threeextracts that were added to the biodiesel showed a
higher value which is demanded in the Resolution n°45/2014 and it predicts oxidative
stability of 8h for the test in Rancimat. For the DSC test, the samples that presented a
higher time of oxidation were for the ExtAcet (31,42 min) and the supercritical extraction
in the condition of 35 °C with 5mL of ethanol (31,25 min). The biodiesel oxidative
stability was in the most part higher when it was added to thepomegranate peel in
comparison to the pure biodiesel showing efficiency in its utilization as a natural

antioxidant.
KEYWORDS: Biodiesel. Supercriticalextraction. Sohhlet.Pomegranatepeel. Alpha-tocopherol.
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1. INTRODUCAO

A importéncia de biocombustiveis vem ganhando reconhecimento tanto no
setor econdmico quanto no ambiental, por poluir menos o meio ambiente quando
comparado aos combustiveis de origem fosseis, pois aléem de ser biodegradavel é de
origem renovavel, obtido a partir de plantas oleaginosas ou gordura animal. Dentro os
biocombustiveis, o biodiesel vem sendo amplamente estudado.

Segundo o Art. 2° da resolugdo da ANP n° 207 de 19 de marco de 2008,
quimicamente o biodiesel € definido como: “Um combustivel composto de alquil ésteres
de dcidos graxos de cadeia longa, derivados de déleos vegetais ou gorduras animais”. E
obtido principalmente a partir da reacdo de transesterificacdo, que converte um
triacilglicerideo em éster de acido graxo (LOMANOCO et al., 2012). No Brasil, a
principal fonte de producdo de biodiesel é da Glicyne max L (soja) (BORSATO et al.,
2017).

Os &cidos graxos insaturados presentes na matéria-prima para o biodiesel,
favorecem o processo de oxidagdo, que ocorrem, seja pela acdo do ar, da luz, da
temperatura e/ou da umidade (FOCKE et al., 2012). O 6leo extraido dos graos da Glicyne
max L apresentam cerca de 76% de triacilglicerol formados por acidos graxos insaturados,
0 que acarretam em um biocombustivel com baixa estabilidade oxidativa (BORSATO et
al., 2010).

Com o intuito de melhorar a estabilidade oxidativa do biodiesel, estudos vém
sendo feitos, em que a adicdo de antioxidantes sintéticos ou naturais € utilizada com a
finalidade de aumentar a estabilidade do mesmo, retardando a formacdo de compostos
como aldeidos, cetonas, dimeros e polimeros que prejudicam as propriedades dos
combustiveis, além de retardar a deterioracdo por rancificacdo (REGINATO NETO et
al., 2013). Plantas que possuem antioxidantes naturais apresentam atividade antioxidante,
e podem ser extraidos por diferentes técnicas e serem utilizados para controlar o processo
de oxidacéo do biodiesel.

Segundo a resolucdo ANP n°45/2014 a estabilidade a oxidacdo do biodiesel
a 110 °C é de 8 horas (ANP, 2014). Na literatura é possivel encontrar diversos trabalhos
que avaliam a eficiéncia dos antioxidantes sintéticos, entre eles os autores Karavalakis e

Stournas (2011) avaliaram o PG (propilgalato), PA (pirogallol), BHT (butil-hidroxi-
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tolueno), BHA (butil-hidroxi-anisol) e o TBHQ (terc-butil-hidroquinona) demonstrando
aumento no tempo de indugdo a oxidacdo, além de obter o melhor desempenho entre os
antioxidantes analisados.

Quanto aos antioxidantes naturais, encontra-se na literatura estudos
relacionados as propriedades antioxidantes do cha verde, cha preto, plantas medicinais,
vitaminas, temperos e hortalicas, frente a uma variedade de espécies reativas
(WETTASINGHE, SHAHIDI; 1999; OLIVEIRA et al., 2009; SHYU et al.,2009;
NIVETHA; ROY, 2013; NAJARAN et al.,2016). Algumas especiarias como alecrim
(Rosmarinus officinalis L.), manjericdo (Ocimum basilicum L.) e orégano (Origanum
vulgare) foram estudados por Spacino, et al., 2015). Frutos como a romd, segundo
Werkman et al., 2008 apresentam compostos fendlicos como antocianinas, quercetina,
acidos fenolicos e compostos antioxidantes que captam facilmente radicais livres, no
entanto ndo ha estudos que a utilizem como antioxidante em biodiesel.

Este projeto visa desenvolver estudos que possam melhorar o comportamento
dos biocombustiveis perante agentes como umidade, temperatura e oxigénio, que causam
a degradacdo do mesmo, bem como buscar melhoria no comportamento dos
biocombustiveis. Extratos da casca de roma foram utilizados para melhorar a estabilidade
oxidativa do biodiesel, levando em consideragdo sua boa atuagdo perante testes

preliminares além do reaproveitamento desse residuo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como principal objetivo estudar a estabilidade termo
oxidativa do biodiesel comercial, na presenca de antioxidante natural extraidos por
método convencional em solvente liquido e por extragdo supercritica, utilizando o teste
de Oxidacdo Acelerada Rancimat e Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) na

analise do biodiesel.

2.2 Objetivos especificos

e Extrair antioxidantes da casca da roma utilizando métodos convencionais, Sohxlet
e equipamento extrator de Oleos e gorduras - Goldfish, variando os solventes
conforme sua polaridade (Etanol, Acetato de Etila e Hexano) bem como, extrair
antioxidantes da casca da roma pelo método de extracdo supercritica utilizando CO>
como fluido supercritico;

e Auvaliar o efeito dos extratos obtidos pela técnica convencional e supercritica na
estabilidade termo-oxidativa do biodiesel de soja, pelas técnicas Rancimat e DSC;

e Caracterizar todos os extratos obtidos pelo método GC-MS quanto a sua
composigdo quimica;

e Comparar métodos de extracdo quanto & composicao dos extratos, rendimentos e

efeito na estabilidade termo oxidativa;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Energia

Com o aumento da demanda e consumo de energia pela populacdo nota-se
que o meio ambiente vendo sendo afetado de forma negativa, tendo em vista 0 uso
continuo de Fontes de energia ndo renovaveis, que podem causar os mais diferentes tipos
de poluicdo ambiental (KANNAN; VAKEESAN, 2016) como a polui¢do atmosférica
podendo causar mudanca climatica, por sua vez acarretar desastres naturais que danificam
0 ecossistema, entre outros.

Preocupagdo com meio ambiente, reservas de petroleo limitado e aumento da
demanda por combustiveis sdo alguns, dos diversos, motivos que levaram a busca de
alternativas para Fontes de energias renovaveis (SALUJA et al.; 2016). A energia solar,
edlica, hidrica e geotérmica, sdo exemplos de energias renovaveis (KANNAN;
VAKEESAN, 2016).

No que diz respeito a substituicio de combustiveis fdsseis, 0s
biocombustiveis vem sendo amplamente estudados, nas Ultimas trés décadas o uso de
6leos vegetais para producdo de biodiesel como substituto do diesel tem sido foco de
interesse dos pesquisadores (KANNAN; VAKEESAN, 2016). O Biodiesel é considerado
promissor devido ao seu menor impacto ambiental sendo um bicombustivel de Fonte
renovavel e biodegradavel com baixa taxa de poluentes em comparacdo com o diesel de
origem do petréleo (GUILLEN; CABO, 2001; BUOSI et al., 2016; KANNAN;
VAKEESAN, 2016).

3.2 Histdria do Biodiesel

No seculo XX havia um grande incentivo pela pesquisa e exploracdo de
combustiveis fosseis como, petroleo, carvao e gas natural (NAIK et al., 2010). Segundo
a Agéncia Internacional de Energia (IAE), ainda hoje, aproximadamente 80% da energia
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primaria consumida em todo mundo provém dos combustiveis fosseis. Atualmente, os
combustiveis fosseis sdo questionados quanto ao seu valor de mercado e seus danos ao
meio ambiente (ESCOBAR et al., 2009; NAIK et al., 2010). Com isso paises da
Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OCDE) passaram a
incentivar o uso dos biocombustiveis com o intuito de colaborar com a matriz energética,
reduzir gases de efeito estufa e criar demanda adicional de produtos agricolas (KEYZER
et al., 2008).

No Brasil a trajetoria do Biodiesel comegcou na década de 1920, com
iniciativas do Instituto Nacional de Tecnologia, porém apenas no final da década de 1970,
foi criado o Plano de Producio de Oleos Vegetais para Fins Energéticos (Prodleo), em
meio a crise energética internacional. Somente em 1980 o Prodleo passou a ser chamado
de Programa Nacional de Oleos Vegetais para Fins Energéticos, que tinha como objetivo
promover a substituicdo em até 30% de 6leo diesel com 6leos vegetais produzidos a partir
da soja, amendoin, colza e girassol (TAVORA, 2012).

A Medida Provisoria n° 214/2004, convertida na Lei n° 11.097/05
determinou a producdo e o consumo de biodiesel no Brasil. Desta forma, houve o
lancamento do Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB) e o Estado
passou a ter metas de uso de biodiesel na matriz energética nacional, sendo este
considerado um marco na histéria do biodiesel no Brasil (TAPANES et al., 2013;
TAVORA, 2012).

O biodiesel, o etanol e o biogas sdo chamados de biocombustiveis de primeira
geracdo (NAIK et al., 2010), pois sdo aqueles produzidos principalmente a partir de
culturas utilizadas para alimentacdo, tais como cana-de-agUcar, gréos e 6leos de vegetais,
0 que causa questionamento do ponto de vista ambiental, econdmico, social e ético, por
sua vez 0s biocombustiveis de segunda geracdo, sdo aqueles produzidos por culturas ndo
alimentares tais como residuos florestais e/ou agricolas e co-produtos (MOHR; RAMAM,
2013).

No Brasil a principal Fonte vegetal de producéo de biodiesel € a partir da soja
(Glicynemax L) (BORSATO et al., 2010). A matéria prima utilizada é fundamental para
a decisdo de qual rota utilizada na producéo do biodiesel sendo considerado de primeira
geracdo, no entanto estudos séo desenvolvidos com o intuito de utilizar matéria-prima de
segunda geracdo. Uma das vantagens do biocombustivel de origem vegetal é a de possuir,
desde a producdo da matéria prima até o seu consumo, um ciclo parcialmente fechado do
carbono (GERHARD et al., 2006). O biodiesel ao ser consumido tem o potencial de
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reduzir a quantidade de dioxido de carbono (CO2) que é emitido, pois as plantas utilizam
0 CO2 no processo de fotossintese a medida que crescem, dessa forma o ciclo de carbono
é completado (NAIK et al., 2010).

3.3 Conceito do Biodiesel

Segundo ANP, quimicamente o biodiesel € um combustivel proveniente de
acidos graxos de cadeia longa, podendo ser derivados de 6leos vegetais e/ou gorduras
animais (ANP, 2008). O principal componente da matéria-prima utilizada para a
producdo de biodiesel € composta em sua maior parte por triglicerideos e por
componentes em menor propor¢do tais como, agua, esterdis, acidos graxos livres,

fosfolipidios e impurezas, quando trata-se de dleo residual (RAMOS et al., 2011).

3.3.1 Matérias primas para Producdo do Biodiesel

A matéria-prima para a producdo do biodiesel pode ter origem vegetal ou
animal, sendo que a primeira é mais utilizada e estudada. Dentro dos dleos vegetais temos
as mais diversas espécies que sdo estudadas para utilizacdo na producéo de biodiesel tais
como: soja (Glycine max L.), dendé (ElaeisguineensisL.), girassol (Helianthusannuus L.)
entre outras, ilustradas na Figura 1 (GALLINA, 2011; SALUJA et al.; 2016; YAAKOB
etal., 2014).

A soja possui um teor de 6leo de 18-25% no grdo (PERES; BELTRAO, 2006;
KHALIL, 2012). O d4leo extraido dos grdos da soja apresentam cerca de 76% de
triglicerideos formados por acidos graxos insaturados que acarretam em um
biocombustivel com baixa estabilidade oxidativa (BORSATO et al., 2010), pois o0s
mesmos favorecem o processo de oxidacéo, que ocorrem, seja pela acdo do ar, da luz,
temperatura e/ou umidade (FOCKE et al., 2012).
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Figura 1- Algumas espécies oleaginosas estudadas para producéo de biodiesel. (a) Soja
(Glycinemax L.) (b) Dendé (Elaeisguineensis L.) (c) Girassol (Helianthusannuus L.).
(Fonte: Montagem com Figuras da internet).

A composi¢do média do 6leo da soja € centrada por cinco acidos graxos
principais: palmitico (15:0), estearico (18:0), oléico (18:1), linoléico (18:2) e linolénico
(18:3) (Tabela 1). Estes acidos graxos, cuja proporcdo relativa é mantida constante apos
a reacdo de transesterificacdo, compdem mais de 95% do teor de &cidos graxos do dleo
(COSTA NETO et al., 2000).

Tabela 1- Composicdo de acidos graxos do 6leo de soja.

Numero de Carbonos Acidos Graxos Concentracéo (%)
C12:0 Laurico 0,1 (méax.)
C14:.0 Miristico 0,2 (méax.)
C16:0 Palmitico 99-122
C16:0 (9) Palmitoléico tracos-0,2
C18:0 Esteérico 3-54
C18:1(9) Oléico 17,7 - 26
C18:2(9,12) Linoléico 49,7 - 56,9
C18:3 (9,12,15) Linolénico 55-95
C20:0 Araquidico 0,2-0,5
C20:1 (5) Gadoléico 0,1-0,3
C22:0 Behénico 0,3-0,7
C22:1 Erdcico 0,3 (max.)
C24.0 Ligocérico 0,4 (méax.)

(Fonte: adaptada Costa Neto et al., 2000).
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Um dos maiores problemas quanto ao uso de algumas oleaginosas é a sua
competicdo com a cadeia alimentar humana, impulsionando, desta forma novos estudos
que buscam a producao de biodiesel com culturas ndo comestiveis, tais como, algodédo
(Gossypium hirsutum L.), pinhdo manso (Jatropha curcas L.), mamona (Ricinus
communis L.), tiririca (Cyperus esculentus L.) entre outras, ilustradas na Figura 2
(GALLINA, 2011; YAAKOB et al., 2014). Ainda, o 6leo de cozinha vem sendo
amplamente estudado como possivel matéria-prima, no entanto 0 mesmo possui grande
quantidade de &cido graxo livre o que pode ocasionar maiores problemas quanto a
oxidacéo do biodiesel (YAAKOB et al., 2014).

Figura 2 - Culturas oleaginosas ndo comestiveis para producdo de biodiesel. (a)
Algodao (Gossypiumhirsutum L.) (b) Pinhdo Manso (Jatrophacurcas L.) (c) Mamona
(Ricinuscommunis L.) (d) Tiririca (Cyperusesculentus L.).

(Fonte: Montagem com Figuras da internet).
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3.3.2 Producéo do Biodiesel

O biodiesel ¢é obtido principalmente pelo método de transesterificacdo, como
mostra a Figura 3 (OROZCO et al., 2013 e DEGIRMEMBASI et al., 2014), que
quimicamente consiste no ataque nucledfilo (alcool) ao carbono da carboxila do éster
(eletrdfilo), na presenca de um catalisador, tendo como produto um alcool pesado
(glicerol) e um éster (biodiesel), (GERHARD et al.,, 2006; GAMA et al., 2010;
LOMANOCO et al., 2012).

Existem alguns fatores que condicionam a reacdo de producédo de biodiesel,
ou seja, alterando alguns fatores como a propor¢do molar, o tipo de alcool, tempo de
reacao, temperatura do sistema e o tipo e a quantidade de catalisador, podendo causar um
aumento no rendimento da producdo do biodiesel (MEHER; SAGAR; NAIK, 2006).

O
R

|
H— H_ )\/ R H,C-O H——OH
H—— /I\/ R, + 3CHaOH =—= H;C~— O)\/RE + H——0OH

H——OH
H——O Ro HyC— O/K/H?' H

H
triglicerideo Metanol Biodiesel Glicerina
(8leo vegelal ou animal) (Mislura da ésleres lineares)

Figura 3 - Reacdo geral para transesterificacédo de triglicerideos.
(Fonte: GERPEN, 2005).

Os alcodis metanol e etanol sdo utilizados com maior frequéncia, para o
processo de transesterificagdo. O metanol é o mais utilizado na obtengéo do biodiesel por
possuir qualidades como, baixo custo, ser mais reativo, isento de agua, possuir cadeia

curta e maior polaridade, sendo mais soltvel na fase éster facilitando o processo de
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separagdo do glicerol a partir do éster (SCHUCHARDT, SERCHELLI E VARGAS
1998).

A utilizacdo do etanol no processo de producao do biodiesel possui vantagens
como maior dissolucdo do 6leo, além de numero de cetano mais alto no biodiesel,
melhorando a combust&o nos motores de ciclo diesel (ENCINAR et al., 2002) Do ponto
de vista ambiental, a utilizacdo do etanol pode ser atrativa, pois 0 mesmo € produzido a
partir de fontes renovaveis (SCHUCHARDT, SERCHELLI E VARGAS 1998).

A reacdo do triglicerideo com o etanol, também chamada de etandlise, ndo
sofre muita influencia da temperatura, tendo maior dependéncia do tempo de reacdo. Um
excesso de etanol pode colaborar para o deslocamento do equilibrio, no entanto autores
notaram que propor¢oes molar superiores a 1:12 de 6leo:etanol aumentam a solubilidade
da glicerina, dificultando a separacéo de fases (KUCEK et al., 2007 ; ENCINAR et al.,
2002). J& a metanolise, reacdo do triglicerideo com o metanol, depende da temperatura
para 0 aumento da producdo de ésteres, sendo que estudos mostram que 60 °C é a
temperatura 6tima e altos rendimentos sdo encontrados em uma propor¢do molar de 1:6
de 6leo:alcool.

O processo mais utilizado pela indlstria para obtencdo do biodiesel é a
transesterificacdo metilica com catalisador alcalino homogéneo, isso se deve a sua rapida
velocidade de reacdo, quando comparado, com catalisador acido (BHANGU et al., 2017).
Este por sua vez, possui varios inconvenientes, tais como reagdo de saponificacdo, devido
a presenca de acidos graxos livres, desta forma diminuindo o rendimento ou inibindo a
transesterificacdo, além da dificil recuperacdo do glicerol (CORDEIRO et al., 2011,
RAMOS et al., 2011 e BHANGU et al., 2017).

A transesterificacdo com catalisador em meio acido homogéneo, representada
na Figura 5, quando comparado com catalisador em meio alcalino, tem vantagem no que
diz respeito a possibilidade de acidos graxos livres no meio, tornando possivel a utilizagdo
de uma mateéria prima de baixo custo. A desvantagem, no entanto é a necessidade de
condigdes como, elevada razdo molar e temperatura (RAMOS et al., 2011).

Segundo Schuchardt, Serchelli e Vargas (1998), a catalise acida possui um
rendimento, em torno de 4.000 vezes menor quando comparado com a catalise basica,
isso ocorre devido a forgca do ataque nucleofilico do ion alcoxido ser muito maior que a
do alcool propriamente dito, necessitando de temperaturas elevadas e maiores tempos de

reacao.
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Figura 4 - Mecanismo de transesterificacdo alcalina de 6leos vegetais.
(Fonte: Adaptado de SOLOMONS e FRYHLE, 2000; RAMOS et al., 2011).

Catalisadores heterogéneos estdo sendo estudados por possuirem vantagens
tais como simplificacdo na recuperacdo do glicerol, facilidade na purificacdo dos
monoésteres, reutilizacdo do catalisador no processo além de serem ambientalmente
menos poluidores, pois geram menos residuos (RAMOS et al., 2011).

Existe ainda a transesterificacdo por catalise enzimatica, que ¢ uma forma de
reacao para obtencdo do biodiesel que vem sendo amplamente estudada e tem vantagens
tais como, transesterificagdo com elevado teor de &cidos graxos livres, facil recuperacéo
do glicerol devido a maior qualidade, utilizacdo de baixas temperaturas (30 °C a 50 °C) e
menor geracao de efluentes quando comparada com outros procedimentos, como catalise
alcalina e 4cida (BHANGU et al., 2017 e CHOONG et al., 2016).
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Figura 5 - Mecanismo de transesterificacdo acida de 6leos vegetais.
(Fonte: SOLOMONS e FRYHLE, 2000; RAMOS et al., 2011).

3.4 Estabilidade Oxidativa

O processo de transesterificagdo, como dito anteriormente, transforma a
matéria-prima, tais como 6leos vegetais e/ou animais em biodiesel, este é composto por
ésteres monoalquilicos de &cidos graxos os quais possuem insaturacdes (YAAKOB et al.,
2014), e quanto maior o nivel de insaturacbes em um éster alquilico, mais susceptivel sera

a oxidacdo (BOTELLA et al., 2014 ), pois as ligagdes duplas presentes ali possuem alta
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reatividade com o oxigénio (YAAKOB et al., 2014; SUPRIYONO et al., 2015). No
entanto a estabilidade do biodiesel ndo depende apenas da composicéo de &cidos graxos,
mas também de fatores externos tais como o processo de producdo e as condicdes de
armazenamento (ZHOU et al., 2016, DANTAS et al., 2011; KNOTHE, 2005).

Durante a oxidagdo no biodiesel, ocorrem quebras dos compostos ali
presentes em compostos indesejaveis, entre eles estdo os aldeidos e ésteres de cadeia
curta, que diminuem a qualidade do biocombustivel, podendo causar danos aos motores
dos veiculos (SALUJA et al.; 2016).

A instabilidade pode ocorrer pela oxidacdo dos acidos graxos na presenca de
oxigénio, decomposicdo térmica, hidrolise, entre outros (YAAKOB et al., 2014). A
resisténcia do biodiesel a oxidacdo é uma preocupacdo tanto para quem produz gquanto
para quem distribuiu e utiliza 0 mesmo (ZHOU et al., 2016). Por isso ha necessidade de
novos estudos que busquem melhorar tais fatores que inibam a oxidacdo (SUPRIYONO
etal., 2015).

A completa inibi¢cdo da oxidacdo do biodiesel ndo pode ser revertida ou
evitada, no entanto existem metodos que superam o problema da oxidacao, pois retardam
de forma significativa as reacdes de oxidacao, com a utilizacéo de inibidores dos produtos
oxidativos. Tais inibidores sdo chamados de antioxidantes (SUPRIYONO et al.; 2015).

3.4.1 Método Rancimat

A norma europeia EN 14112 propde o método Rancimat para determinagéo
da estabilidade oxidativa do biodiesel, éleos e gorduras de origem animal e vegetal.
(FOCKE; WESTHUIZEN; OOSTHUYSEN, 2016). Este método é um teste de oxidacao
acelerado que estabelece um limite inferior a 6 horas como o periodo minimo de indugéo
Rancimat (ARAUJO et al., 2011).

Neste procedimento, a autoxidacdo é acelerada passando um fluxo constante
de ar atraves da amostra de biodiesel enquanto controla a temperatura a um nivel elevado
(100 a 140 °C), em seguida borbulha em agua deionizada, arrastando os acidos
carboxilicos volateis (principalmente &cido formico), gerados do processo de oxidacao,
que se solubilizam, aumentando a condutividade elétrica da agua (JAIN; SHARMA,
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2010; FOCKE; WESTHUIZEN; OOSTHUYSEN, 2016). A formacdo de produtos
provenientes do processo oxidativo gera um aumento subito na condutividade, que é
detectada por um eletrodo ligado a um dispositivo de medicéo, sendo o tempo de inducéo
da amostra diretamente proporcional ao aumento da sua condutividade (JAIN;
SHARMA, 2010; FOCKE; WESTHUIZEN; OOSTHUYSEN, 2016). A Figura 6 mostra
0 principio da determinagdo do tempo de inducdo utilizando este método e 0s seus
componentes.

Quando a condutividade da solucdo € registrada continuamente, uma curva
de oxidacdo € obtida, cujo ponto de inflexdo, conhecido como IP, pode ser calculado
através do ponto de interseccdo de duas tangentes (JAIN; SHARMA, 2010).

—_ e
| —— T
gl :;g::mlemo de
Entrada de ar ]
ﬂ LU ___ Célula de medida da

condutividade

2 7, // ; < Solug3o de medida

7 7 J (dgua deionizada)

— A— Compartimento de reagdo

#4774 Amostra

774 Bloco de aquecimento

Figura 6 - Principio de funcionamento de equipamento rancimat e seus componentes.
(Fonte: JAIN; SHARMA, 2010).

3.4.1.1 Parametros Cinéticos da oxidagdo do Biodiesel
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A cinética de reagdo estuda a velocidade de reacdo, os fatores que
influenciam, e seus mecanismos. A velocidade de uma reacdo pode ser descrita pelo
aumento da concentracdo molar do produto (ou decréscimo dos reagentes) em um

determinado periodo de tempo (dt), conforme Equacéo 1:

A+B—>C
Onde:
A e B = Reagentes e C =Produto
Assim:
d[R] d[P]
i = — — ou——o 1

Velocidade prrakdlaen (1)

Onde:

[R] = Concentracéo de Reagentes;
[P] = Concentracdo de Produtos;

A partir dos dados obtidos do ponto de inducdo Pl nas diferentes
temperaturas, é possivel determinar os valores das constantes de velocidade (K),
utilizando o coeficiente angular da reta dos dados ajustados do tempo em horas (t) versus
o logaritmo neperiano da condutividade elétrica (In 4) (Equacdo 2). A condutividade
elétrica é considerada até o ponto de inflexdo para cada ensaio nas diferentes
temperaturas, observando uma cinética de primeira ordem (BALL, 2006; GALVAN et
al., 2014).

ImA=InAy,—k.t (2)

A energia de ativacdo (Ea) é determinada pela Equacéo (3), a partir dos dados
ajustados do inverso da temperatura (1/T) em Kelvin versus o logaritmo neperiano da
constante de velocidade (In k), no qual k é a constante de velocidade, A representa o fator
pré-exponencial, R representa a constante dos gases ideais com valor de 8,314510 J Kt
mol ™, T representa a temperatura em Kelvin e Ea representa a Energia de ativagio em kJ
mol™ (BALL 2006; GALVAN et al., 2014).

Eq
Ink=InA—-—= 3
nk=lnA—— ©)
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Porém, ha reacGes que apresentam desvios da equacdo de Arrhenius, em que
o melhor ajuste dos dados € obtido utilizando um modelo polinomial de segunda ordem.
Para os casos que foram observados desvios da equacdo de Arrhenius os calculos da
energia de ativacdo aparente (Eaa) sdo realizados utilizando as equacdes 4 e 5
(CHENDYNSKI et al., 2017; AQUILANTI et al., 2017).

B
lnk(T)=lnA+ﬁ+W (4)
Eaa = 8lnk/8(=-) = —B — = (5)

3.4.1.2 Parametros Termodinamicos da oxidacdo do Biodiesel

A determinacdo da estabilidade oxidativa pelo método Rancimat, permite
avaliar os pardmetros termodindmicos como entalpia (AH*), entropia (AS*) e energia livre
de Gibbs (AG*) no estado ativado para a reaco de oxidagao do biodiesel (CHENDYNSKI
et al., 2017). Esses parametros podem ser utilizados para entender a maneira de forma
mais precisa os fatores que interferem na reacdo de oxidacdo além de avaliar a eficiéncia
de antioxidantes (SPACINO et al., 2015).

Os valores de Entalpia (AH*) e Entropia (AS¥) do Estado Ativado foram
determinados utilizando a Equacéo de Eyring (Equacéo 6) por meio do ajuste ndo-linear
dos dados de Ink/T vs 1/T (ANGILELLI et al., 2017a).

k InKg <s*) (H*) 1 (6)
In= = +l=]-(—=)=
T h R R)T

Na qual ks € a constante de Boltzmann cujo valor é 1,380658 x 1072 J K e
h é a constante de Planck 6,6260755 x 10734J.s.

O parametro termodinamico Energia Livre de Gibbs média (AG*) no estado
ativado, é determinada pela Equacéo (7), que apresenta relacio entre a Entalpia (AHY), a

temperatura em Kelvin (T) e a Entropia(AS*).

AGY = AH* — T.ASH (7)
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3.4.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A Calorimetria exploratoria diferencial (DSC), pertence a familia de analise
térmica, permite determinar, com precisdo, as temperaturas e as energias absorvidas num
processo fisico ou quimico. Avaliando os comportamentos de oxidacgéo térmica por meio
de gravacdo precisa do fluxo de calor para dentro e para fora de uma amostra. O fluxo de
calor € relatado como uma funcdo do tempo ou temperatura, representado graficamente
nos termogramas de DSC, nos quais cada pico é associado com um processo fisico ou
quimico especifico (VECCHIO CIPRIOTI; CHIAVARO, 2014).

Raemy et al., (1987) foi um dos primeiros a estudar a oxidacdo de ésteres
metilicos de &cidos graxos utilizando DSC convencional, e relatou que o aumento da
temperatura ou o grau de insaturacdo dos ésteres, diminuiu o periodo de inducao medido.
Desta forma, esta técnica € considerada muito eficiente para monitorar reaces de
oxidagdo dos biodieseis. A partir dos anos noventa, passou-se a utilizar a presséo no
equipamento de DSC, sendo chamado de P-DSC, e verificou-se que o seu potencial pdde
ser ainda mais explorado (TAVARES, 2011).

O Calorimetro Exploratério Diferencial (DSC) é um equipamento que
quantifica a energia envolvida nas reacfes entre a amostra e a referéncia, em funcdo da
temperatura, a partir de um sistema submetido a um programa de temperatura controlada.
O grafico gerado na analise DSC mostra as mudancas de temperatura na amostra, tais
mudancas indicam mudancas de fase, reacdo de desidratacao, reacdes de dissociacao ou
decomposicdo, reacdo de oxidagdo, reducdo ou outras reagBes quimicas que ocorreram
durante a anélise (TAVARES, 2011).

O metodo de anélise pode ser realizado de forma isotérmica, onde é possivel
detectar o tempo necessario (tempo de inducdo) para detectar uma reagdo exotérmica na
amostra. Todavia, 0 método ndo-isotérmico, € possivel verificar a temperatura em que
ocorre um pico exotérmico, e detectar a temperatura de oxidacéo (OT). A variacdo dessa
temperatura de oxidacdo pode ser usada para legitimar a estabilidade oxidativa do
biodiesel (JAIN; SHARMA, 2010).
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3.5 Antioxidantes

Antioxidantes sdo substancias que impedem a oxidacéo de outros compostos,
inibindo ou retardando o processo oxidativo (EMBUSCADO, 2015). Tém como funcdo
diminuir a taxa de oxidagdo (ZHOU et al., 2016), melhorando a estabilidade oxidativa
através da remocao de radicais livres formados durante a fase inicial da oxidacgéo, parando
a reacdo em cadeia (FOCKE et al., 2012).

Os antioxidantes sdo utilizados nas mais diversas industrias, tais como,
petroquimicos, combustiveis, lubrificante, alimentos e produtos farmacéuticos
(DANTAS et al, 2011; SOUSA et al, 2014). No Biodiesel, os antioxidantes sdo utilizados
para alterar e prevenir a oxidacao sem alterar as propriedades do combustivel (RASHED
et al, 2016) e para satisfazer os requisitos de estabilidade a oxidac&do estabelecidos nas
normas (ZHOU et al., 2017), segundo a resolugdo ANP n° 45, de 2014, a estabilidade a
oxidacdo a 110 °C deve ser de 8 horas (ANP, 2014). Ainda, estudos mostram que a adi¢éo
de antioxidantes além de melhorar a estabilidade do biodiesel também reduz, na
combustéo, a emissdo de NOx (ZHOU et al., 2016).

3.5.1 Classificacao dos antioxidantes

Os antioxidantes, quimicamente, sdo compostos aromaticos com uma ou mais
hidroxilas. Podem ser classificados em primarios ou secundarios, dependendo do
mecanismo de acdo (DEL RE; JORGE, 2012; RAMALHO; JORGE, 2006).

Os antioxidantes primarios sdao compostos fendlicos (ZULETA et al, 2012,
SALUJA et al., 2016) que, por meio da doacdo de atomos de hidrogénio, sdo capazes de
interromper a cadeia de radicais, promovendo a remocao ou a inativacdo dos radicais
livres(ROO*® e R*), formando um radical inerte (A®), espécie esta inativa na reacéo,

encerrando a reacdo em cadeia, como representado a seguir (ADEGOKE et al., 1998).
ROO®* + AH —- ROOH + A®

R*+AH —-RH + A*
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Dentre os antioxidantes primarios, destacam-se 0s sintéticos, entre eles 0s
mais conhecidos séo butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-
hidroquinona (TBHQ) e propilgalato (PG), e os tocoferois, sendo estes classificados
como naturais (RASHED et al, 2016 e ZHOU et al., 2016).

Os antioxidantes secundarios, com fungdo de formar espécies ndo radicais
ou desativar o oxigénio, atuam na complexacdo com metais, no sequestro de oxigénio e
na decomposicdo de hidroperoxidos. As quinonas, tais como ubiquinona e A-
tocoferolquinona, sio exemplos de antioxidantes secundarios (DECKER, 2002; DEL RE;
JORGE, 2010; ZULETA et al., 2012).

Segundo Ramalho e Jorge (2006), os antioxidantes sinergistas sdo aqueles
que possuem pouca atividade antioxidante, mas podem ser utilizados em combinacgéo
adequada para aumentar a atividade dos antioxidantes primarios. O acido ascérbico pode
atuar como sinergista na regeneracao de antioxidantes primarios ou como antioxidantes
removedores de oxigénio, sendo estes substancias que atuam capturando o oxigénio que
estd presente no meio reacional, por meio de reacGes quimicas tornando-as estaveis, e
desta forma impedindo a auto oxidacao.

Os antioxidantes biol6gicos nada mais sdo, do que enzimas que atuam
removendo 0 oxigénio ou compostos altamente reativos dos sistemas alimenticios, entre
essas enzimas estdo a glucose, oxidase e catalases (BAILEY, 1996; RAMALHO;
JORGE, 2006). Os agentes quelantes, também chamados de agentes sequestrantes,
através de um par de elétrons ndo compartilhado na sua estrutura molecular complexam
ions metalicos, que catalisam a oxidac¢do lipidica. Os mais comuns séo acido citrico e seus
sais, fosfatos e sais de acido etileno diamino tetra acético (EDTA) (BAILEY, 1996).

Por fim, os antioxidantes mistos abrangem o0s compostos de plantas e
animais que tém sido amplamente estudados como antioxidantes em alimentos. Entre eles
estdo varias proteinas hidrolisadas, flavonoides e derivados de acido cindmico (acido
caféico), além de extratos de plantas (BAILEY, 1996).

3.5.2 Antioxidantes Sintéticos e Naturais

Os antioxidantes podem ser classificados, quanto a sua origem, como
sintéticos ou naturais, os primeiros sdo preferidos quando comparados com os naturais
devido a sua maior eficiéncia (ZHOU et al.; 2016). No entanto hoje existem varios

estudos que buscam a utilizacao de antioxidantes naturais como substitutos dos sintéticos.
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A utilizacdo dos antioxidantes sintéticos iniciou-se na década de 40. Entre os
mais utilizados na industria alimenticia estdo obutil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-
tolueno (BHT), ambos derivados do petroleo, terc-butil-hidroxi-quinona (TBHQ) e o
galato de propila (PG) (SOUZA et al., 2007; RAMALHO; JORGE, 2006), representados
na Figura 7. Estudos demonstram que estes antioxidantes possivelmente apresentam
alguns efeitos toxicos (SOUZA et al., 2007).

A estrutura fendlica destes compostos antioxidantes permite a doacdo de um
préton a um radical livre, regenerando a molécula e interrompendo o0 mecanismo de

oxidagao.

HO HO
C(CHs)3 (H3C)3C C(CHs);
HaCO HsC

BHA BHT

OH HO
HO OH C(CHs)s

COOC;Hs o

PG TBHQ

Figura 7 - Estrutura Quimica dos principais antioxidantes sintéticos.
(Fonte: RAMALHO; JORGE, 2006).

O BHA e o BHT sédo os mais utilizados na inddstria alimenticia o BHA age
sequestrando radicais peroxidos, enquanto o BHT age como sinergista de radicais
BHAOs antioxidantes TBHQ e o BHT sdo utilizados no biodiesel para retardar os efeitos
da oxidacdo do mesmo nas propriedades como, viscosidade, acidez e indice de peroxido
(DUNN, 2005). O BHA e 0 PG aumentam a resisténcia a oxidacao de 6leos vegetais.

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de vegetais e plantas. Ervas e
especiarias como orégano, alecrim, coentro, salsa, sélvia, tomilho e manjericao tém sido

estudados por possuirem compostos fendlicos e poderes antioxidantes
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(WETTASINGHE, SHAHIDI; 1999). Sendo alguns desses, utilizadas como conservantes
naturais para alguns alimentos (ZHENG; WANG, 2001).

E possivel encontrar na literatura propriedades antioxidantes em diversas
plantas, Oliveira et al., (2009) e Nivetha e Roy (2014) mostram que o0 cha verde é uma
Fonte rica em polifendis, e a romé& possui teor significativo de flavondides, tendo ambas
com potencial antioxidante. Ainda Spacino, et al., (2015) analisou o potencial de
estabilidade oxidativa de extratos, livre de alcool, de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
manjericdo (OcimumbasilicumL.) e orégano (Origanum vulgare L), obtendo resultados
positivos. O endro (Anethum graveolens L.), por sua vez, possui estudos que mostra seu
potencial como antioxidante (NAJARAN et al., 2016; SHYU et al., 2009) no entanto ndo
foi testado em biodiesel.

Apesar dos antioxidantes sintéticos serem frequentemente mais eficazes do
que os naturais (KNOTHE, 2007; ZULETA, 2012). Muitos estudos sdo voltados a
descoberta de novos compostos naturais que possam substituir os sintéticos em sua

eficiéncia como antioxidantes.

3.5.3 Compostos Fendlicos como antioxidantes

Os compostos fendlicos sdo moléculas organicas que apresentam uma ou
mais hidroxilas, ligadas em ao menos um anel aromatico (Figura 8). As substancias
fenolicas que estdo presentes nas plantas, como frutos do metabolismo secundario das
mesmas, sdo uma das mais abundantes e importantes substancias que contribuem para
propriedades antioxidantes (MOURE, 2001; NACZK et al., 2004).

O mecanismo de acdo dos antioxidantes fendlicos, segundo Decker (1998)
ocorre pela interacdo preferencial com o radical peroxil por ser este mais prevalente na
etapa da autoxidacao e por possuir menor energia do que outros radicais, fato que favorece

a abstracdo do seu hidrogénio.
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Figura 8 - Estrutura dos Compostos Fenolicos.
(Fonte: NACZK et al., 2004).

Os compostos fendlicos podem ser encontradas na forma livre ou
complexadas a acgucares e proteinas, podendo ser divididos em dois grandes grupos: 0s
flavonoides (polifendis) e ndo-flavondides, ou seja, os fendis simples ou acidos fendlicos
(&cidos benzoicos, fenilacéticos, cindmicos) e cumarinas (NACZK et al., 2004).

Os flavondides, representados na Figura 9, sdo potentes antioxidantes
polifendlicos, que ocorrem na forma de glicidios, encontrados nas plantas,
principalmente, nas folhas e flores (FERRERA et al., 2016), nas frutas geralmente em
menos concentragdes (ANGELO; JORGE, 2007), sendo influenciados por fatores
intrinsecos e extrinsecos. S0 compostos de baixa massa molecular, formada por 15
atomos de carbono, organizados na configuracdo Ce—C3—Cs, sendo 0s compostos
qguimicamente mais diversificados do reino vegetal (SOARES, 2002; ANGELO; JORGE,
2007; FERRERA et al., 2016),).

Os flavondides, devido a presenca de ligacBes duplas conjugadas na sua
estrutura sdo responsaveis pela inibicdo de processos oxidativos, pois devido a presenca
de ligagdes duplas em suas estruturas permitem o deslocamento dos elétrons © e, em
alguns flavondides, o deslocamento tambem do grupo orto-hidroxi do anel f-catecol
(RYAN et al., 2002; MORAIS et al., 2009).
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Figura 9 - Estrutura geral de um Flavondide.
(Fonte: FERRARI, 2009).

Os compostos ndo-flavonoides, também chamado de fendis simples, séo
classificados basicamente em 4&cidos hidroxi-benzdicos, &cidos hidroxicindmicos e
cumarinas. Os &cidos hidroxibenzoicos sdo os compostos fendlicos mais representativos
em termos de encontro e diversidade, possuem estruturas mais simples e seu representante
mais comum é o &cido galico. Os acidos hidroxicindAmicos tém como seus maiores
representantes os acidos p-cumarico, caféico, ferdlico e sinapico (Figura 10) (ESCARPA,
2001).

HO O
HO
y OH S OH
0 HO
(a) (b)
0 O~ _OH
o H3CO N OH
HsCO x
O HO HO OH
HO OCH,4 OH
(c) (d) (e)

Figura 10 - Estrutura Quimica dos &cidos fenélicos. (a) Acido p-cumarico (b) Acido
Caféico (c) Acido Felurico (d) Acido Sinépico (e) Acido Galico.
(Fonte: SOLOMONS e FRYHLE, 2000)
Estudos recentes vém analisando os efeitos dos antioxidantes fenolicos na

oxidacdo do biodiesel, pois apresentam como mecanismo de agdo uma interacdo
preferencial com o radical peroxil, pois este possui menor energia do que 0S outros

radicais ali presentes, fato que favorece a abstragéo do seu hidrogénio. Desta forma, nota-
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se que este mecanismo de acdo possui um papel importante na reducdo da oxidagéo
lipidica (DECKER, 1998).

3.6 Extragéo de antioxidantes

Existem diversas metodologias para extracdo dos compostos antioxidantes,
podendo ser classificados em métodos tradicionais de extracdo usando solventes
organicos como etanol, metanol, hexano, acetona, éter e 4gua, € 0 método de extracao
supercritica em altas pressdes e temperaturas o fluido entra no estado supercritico e é
utilizado como solvente na extracdo (REHMAN; HABIB; SHAH, 2004).

A extracdo desses compostos pode sofrer influéncia de diversos fatores, como
a natureza da planta, o solvente a ser empregado, o tamanho das particulas, o tempo e a
temperatura de extracdo (SHAHIDI; NACZK, 2003). No entanto, um processo de
extracdo deve ser escolhido de acordo com o antioxidante que se deseja extrair,
garantindo assim a eficiéncia do processo de extracdo. Polifendis e outros antioxidantes
podem ser extraidos com solventes, por extracdo fase sélida ou extracdo supercritica
(SCHWARZ et al., 2001).

Os compostos encontrados em plantas possuem natureza quimica bastante
heterogénea, pois 0s extratos sao uma mistura de diferentes classes de fendis (NACZK;
SHAHIDI, 2004). Desta forma para um bom rendimento na extracdo € necessario
compreender o tipo de interacdo que ocorre entre o solvente e o soluto, escolher de forma
adequada o método de extracdo desses compostos e 0 solvente, para aumentar o
rendimento da extracdo dos antioxidantes.

A solubilidade do composto em um determinado solvente € uma caracteristica
tipica do fitoquimico, o que explica a inexisténcia de um procedimento universal e aponta
para a necessidade de selecdo criteriosa do método de extracdo para cada fonte natural de
antioxidante (CAETANO, 2009).

3.6.1 Extragéo convencional



40

A extracdo convencional é o método mais utilizados para extragdo de
compostos de plantas. Baseia-se na extragdo com utilizagdo de solvente organico e/ou
agua (PALLEROS, 1999). O procedimento a ser utilizado na extracdo convencional é
determinado pela familia de compostos a ser extraida e se o objetivo é quantitativo ou
qualitativo (TSAO; DENG, 2004). A solubilidade dos compostos a serem extraidos
dependem diretamente da polaridade do solvente empregado na extragdo (CAETANO,
2009).

O método de extracdo convencional de forma continua que, geralmente, é
realizada em equipamento Soxhlet convencional demandando algumas horas para
garantir completa extragdo (PALLEROS, 1999). Ou ainda, pelo método utilizando

equipamento de extracao de gordura, com temperatura relativamente elevada.

3.6.1.1 Extracdo Soxhlet

O extrator Soxhlet foi desenvolvido em 1879 e, por mais de um século, vem
sendo considerada uma técnica padrdo de extracdo (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE, 2010). A extracdo por Soxhlet é um tipo de percolagéo ciclica, onde a amostra
é submetida ao contato com solvente de extracdo, apds a condensacao, de forma que haja
constante renovacdo do solvente durante toda a extracdo, o que facilita o equilibrio da
transferéncia (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

O sistema é mantido em uma temperatura superior a ambiente, e a mistura
extrato solvente pode atingir uma temperatura superior a temperatura de ebulicdo do
solvente, acarretando a perda de compostos termolabeis, no entanto extraindo compostos
gue se encontram nos poros da matriz sélida (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).
Podendo acarretar na formagdo de compostos chamados artefatos, envolvendo
metabolitos secundarios, durante reacGes quimicas. Reacdes térmicas e as reacdes de
solvolise séo processos responsaveis pela formacdo de artefatos (PIZZOLATTI et al.,
2002).

Ainda, a elevada temperatura do solvente, a interacdo entre solvente/soluto e
o ciclo do solvente passando pela amostra contribuem para a alta solubilizacdo dos
compostos da amostra vegetal, no entanto, levam o extrato a uma vasta variedade de

compostos, sua seletividade depende do solvente utilizado (AGUIAR et al., 2013).
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A extracdo em Soxhlet possibilita extrair uma massa maior de amostra do que
a maioria dos métodos mais recentes de extragdo, como extragdo com micro-ondas,
ultrassom ou fluido supercritico (LUQUE DE CASTRO; ARCA-AYUSO, 1998). No
entanto se comparada a outras metodologias de extracdo de sélidos, a extracdo com
Soxhlet possui desvantagens como longo tempo de extracdo (horas) e geracdo de residuos
de solventes no extrato, exigindo uma evapora¢do do mesmo (LUQUE DE CASTRO;
PRIEGO-CAPOTE, 2010).

3.6.1.2 Extrator de 6leos e gorduras - Goldfish

O método de extragdo com extrator de 6leos e gorduras utiliza o equipamento
chamado de Goldfish. Este equipamento permite que a amostra, envolvida em papel filtro,
fique em contato com o solvente em um sistema de refluxo continuo. E capaz de realizar
a extracdo de varias amostras a0 mesmo tempo, pois possui VAarios compartimentos
acoplados. . A Figura 11 ilustra o equipamento Extrator de 6leos e gorduras Goldfish.

O extrator de dleos e gorduras — Goldfish possui a vantagem de utilizar uma
menor quantidade de solvente quando comparado ao método de Soxhlet além de ser mais
rapido, pois a amostra fica em contato permanente com o solvente, ao passo que o contato
direto pode ser uma desvantagem, tendo em vista que pode ocorrer a degradacéo de alguns
compostos sensiveis a temperatura elevadas. O solvente apds a evaporagdo passa pelo

condensador e cai de forma continua sobre a amostra
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Figura 11- llustracdo do equipamento para extracao de 6leos e gorduras — Goldfish.
(Fonte: TECNAL)

3.7 Extracdo Supercritica (ESC)

A extracdo supercritica € uma tecnologia alternativa de extragdo e caracteriza-
se por utilizar como solvente de extracdo um fluido em temperaturas e pressdes proximas
ao ponto critico (DIAZ-REINOSO, 2006). O ponto critico é definido pela temperatura e
pressao critica e € Unico para cada substancia. A temperatura critica de um gas é aquela
acima da qual ele ndo pode mais ser liquefeito, ndo importando o quanto se eleve a sua
pressdo. A pressdo critica é definida como a pressdo de vapor correspondente a
temperatura critica (CALAME; STEINER, 1982; RIZVI, 1994; MUKHOPADHYAY,
2000).

Na extragdo supercritica, o fluido supercritico escoa por um leito fixo de
particulas sélidas e dissolve os componentes que podem ser extraidos do solido da matriz
vegetal. O solvente é alimentado no extrator e difundido para o interior do leito fixo, de
forma uniforme. Em seguida o solvente sai carregado do extrator, passa através de uma
valvula de despressurizacéo e devido a menor pressao, o extrato € liberado do meio gasoso
e coletado (BRUNNER, 1994; REVERCHON; DE MARCO, 2006).
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A extracdo com fluido supercritico possui algumas caracteristicas que
favorecem o seu uso, pois é inerte, atoxico, e ndo inflaméavel, tornando-se uma alternativa
interessante (POKORNY; KORCZAK, 2001; GANAN; BRIGNOLE, 2011). Além de
possuir vantagens sobre as técnicas convencionais de extracao, pois, ndo utiliza solventes
organicos poluentes eliminando a necessidade de evapora¢cdo do mesmo evitando a
degradagio térmica e decomposicio de compostos volateis (DIAZ-REINOSO et al.,
2006; SHI et al., 2011).

Segundo Recasens et al., (1999) o processo de extracao supercritica depende
da temperatura, pressdo, densidade, tamanho de particula, velocidade superficial do fluido
e natureza do solvente. A seletividade pode ser controlada pela escolha do fluido e pelo
controle dos parametros do processo (AGHEL et al., 2004). A vazdo do solvente, o
tamanho da particula do sélido e a duracdo do processo de extracdo, sdo 0s principais
pardmetros da extragdo supercritica (REVERCHON; DE MARCO, 2006).

Além disso, existem fatores determinantes do processo, como o poder de
solubilizacdo e seletividade do solvente com relacdo aos componentes de interesse e a
capacidade de difusdo destes no fluido (REVERCHON; ADAMI, CAPUTO, 2006). A
solubilidade é propriedade muito importante no processo de extracdo, pois ela determina
a quantidade maxima de soluto que pode ser solubilizada em determinadas condigdes
(SANTOS, 2014)

A escolha do solvente para realizacdo da extracao supercritica é fundamental
para 0 bom desempenho do processo, pois 0 mesmo deve possuir caracteristicas como,
ser inerte e facilmente separado do produto, ter pressao e temperatura criticas amenas e
ndo possuir custo muito elevado (REVERCHON; ADAMI, CAPUTO, 2006).

O fluido supercritico € uma substancia que foi pressurizada e aquecida de sua
pressdo e temperatura criticas (Figura 12), passando a ter propriedades entre um gas e um
liquido (SANTQOS, 2012), suas propriedades podem variar em ampla faixa através da
mudanga nas condicdes de temperatura e pressdo. Os fluidos supercriticos tém as
propriedades de difundir-se como um gas e dissolver outros materiais como liquidos
(SANTOQOS, 2012).

3.7.1 CO2 como fluido supercritico
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O dioxido de carbono (COz2), por possui caracteristicas como baixo custo,
abundancia (VASAPOLLO et al., 2004; SHI et al., 2011) e por apresenta temperatura
critica de 31,10°C e pressao critica de 73,76 bar, consideradas relativamente baixas
(BRUNNER, 1994), é o solvente supercritico mais empregado em ESC (VASAPOLLO
et al., 2004; SHI et al., 2011).

Caracteristicas como, baixa viscosidade e alto coeficiente de difusdo,
miscibilidade com compostos organicos oxigenados e hidrocarbonetos de baixo peso
molecular, boas propriedades de transporte, baixo gasto de energia para separacao soluto-
solvente e solubilizacdo de grande numero de compostos por possuir propriedades de
solvatacdo no estado supercritico melhores do que no estado liquido (FILIPPI, 1982).

D, — iquido  @TOSESECEEE
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Figura 12 - Diagrama de fases (Pc — Pressédo Critica e Tc — Temperatura critica)
(Fonte: KNEZ et al., 2013).

Apesar de possuir grandes vantagens, o CO>, devido sua propriedade apolar,
favorece a dissolucdo de compostos apolares como carotendides e outros antioxidantes
relativamente lipofilicos (TSAO; DENG, 2004), porém pode ser utilizado para extracdo
de compostos polares desde que em altas pressbes e/ou empregado cossolventes.
(VASAPOLLO et al., 2004 e SHI et al., 2011).
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3.7.2 Solubilidade do fluido Supercritico

A solubilidade de um fluido supercritico no equilibrio apresenta a maxima
concentracdo de soluto na fase solvente, é obtida experimentalmente a partir da inclinagéo
da etapa de taxa constante de extracdo, sendo um parametro de grande relevancia na
determinacéo das condicdes de operacdo (FERREIRA et al., 1999). Como se trata de uma
propriedade termodinamica a solubilidade depende da pressdo, temperatura, natureza e
composicao do solvente.

A seletividade na extracdo supercritica pode ser determinada pelo juste de
parametros com temperatura e pressao dentro da regido supercritica, desta forma,
controlando a densidade do solvente e permitindo a obtencdo de informacgfes sobre
qualidade e composicéao dos extratos (BRUNNER, 1994).

A solubilidade do soluto no fluido supercritico pode ser controlada em
funcdo da densidade do solvente, pois a mesma pode ser alterada pela mudanca de pressdo
ou temperatura de extragdo (AGHEL et al., 2004). A densidade do CO> pode variar de
aproximadamente 0,15 a 1,0 g/cm® (ANGUS, 1976).

Desta forma, a uma temperatura constante, 0 aumento da presséo provoca um
aumento na solubilidade do soluto, isso ocorre divido ao aumento da densidade solvente
e diminuicdo da pressdo de vapor. Por outro lado, se aumentar a temperatura
isobaricamente, ocorre diminuicdo da densidade do solvente e aumento da pressédo de
vapor do soluto. Esses efeitos resultam em inversdo da isoterma de rendimento
(CAMPOS et al., 2005; MICHIELIN et al., 2005; REVERCHON, DE MARCO, 2006;).
A regra geral segundo Reverchon et al., (2006) ¢ “Quanto mais alta a pressao, maior ¢ a
solubilidade do soluto, consequentemente maior o rendimento da extracdo e menor é a

seletividade”.

3.8 Modificador cossolvente

O uso de solventes modificadores na extracdo com fluido supercritico vem

sendo empregado para melhorar a eficiéncia da extracdo e modificando a seletividade do
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processo. O solvente modificador pode alterar algumas caracteristicas tais como
polaridade, solubilidade e interacdes especificas com o soluto, formando ligacdes de
hidrogénio ou interagindo com sitios ativos da matriz sélida (DALMOLIN et al., 2010).

Segundo a literatura substancias polares possuem baixa solubilidade em CO
supercritico, desta forma o cossolvente pode ser selecionado de acordo com a forca de
interacdo do soluto-solvente, pois quanto maior a interagcdo, maior a facilidade de extracéo
(DALMOLIN et al., 2010). A natureza do cossolvente depende da natureza do soluto a
ser extraido (SOVOVA et al, 1999)

Na escolha de um solvente para ser utilizado como modificador, deve-se levar
em conta além de fatores referentes a eficiéncia do processo de extracdo, também
caracteristicas como a toxicidade, riscos a estabilidade das substancias extraidas, a
disponibilidade, o custo do solvente e suas propriedades fisico-quimicas (SAUCEAU et
al., 2004).

O etanol é um dos solventes mais utilizados como modificador na extracao
supercritica, pois possuem caracteristicas como as descritas acima, além de capacidade
de interagir com compostos fendlicos afetando positivamente a extracdo (SERRA et al.,
2010). Alguns autores observaram que a solubilidade do extrato aumenta com a
concentracdo de etanol, encontrando melhor rendimento da fragdo fendlica na extracdo
(DALMOLIN et al., 2010).

3.9 Estudo da Cinética de extracéo

A distribuicdo inicial do soluto no interior do substrato sélido é utilizada para
descrever 0 modelo matematico apropriado no processo de extracdo supercritica.
Segundo Reverchon (1997), o soluto pode estar distribuido de diferentes formas, tais
como, livres na superficie do material sélido, adsorvidas na superficie exterior, situadas
dentro dos poros ou uniformemente distribuidas dentro das células vegetais.

Para definir o volume do extrator e a vazdo do solvente, faz-se necessario o
estudo das curvas de extragdo supercritica e 0 conhecimento dos efeitos das variaveis
operacionais (MEZZOMO; MARTIINEZ; FERREIRA, 2009).

As curvas de extracdo expressas pela relagcdo entre a massa acumulada de

soluto obtido e massa de solvente, sdo obtidas através do método dindmico de ESC, sendo
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este, passagem continua do solvente supercritico (CO2) pela matriz solida. Segundo
Ferreira et al. (1993), Sovova (1994), Ferreira et al. (1999) as curvas de extragdo sdo
controlados por diferentes mecanismos de transferéncia de massa, sdo claramente
divididas em trés periodos ou etapas, representadas na Figura 13.

Véarios modelos matemaéticos séo apresentados na literatura para descrever a
extracdo com fluido supercritico. Um modelo deve ser um instrumento matematico que
reflete o comportamento fisico da estrutura sélida e as observacGes experimentais
(MEZZOMO; MARTIINEZ; FERREIRA, 2009).

i Ouantidade total de extrato no sdlido
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Figura 13 - Curva de extrato obtido por ESC em fun¢do do tempo de extracao (I-CER)
Periodo de taxa constante de extracdo, (I1-FER) Periodo de taxa decrescente de extracdo
e (111 -DCP) Periodo de difuséo controlada.

(Fonte: Adaptado BRUNNER, 1994).

Etapa I: A curva inicia-se com o periodo de taxa de extracdo constante (CER
— Constant extraction rate): Devido a predominancia de transferéncia de massa por
convecgdo, a superficie externa das particulas estd completamente coberta em dleo. Nessa

fase ha uma alta concentracao inicial de extrato.
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Etapa Il: A taxa de extracdo comeca a decrescer (FER — Falling extraction
rate): As falhas do soluto na camada externa da superficie da matriz comegam aparecer e
entdo se inicia o processo de difusdo combinado com a conveccdo. Nessa etapa, a
concentracdo inicial de soluto na matriz solida é baixa ou o soluto esta inacessivel ao
solvente (BRUNNER, 1994).

Etapa I11: Etapa difusional ou etapa de extracdo decrescente (DCP- Diffusion
controlled period): Periodo de difusdo controlada. Transferéncia de massa ocorre por
difusdo no interior das particulas da matriz sélida. Nessa etapa a taxa de extracéo é quase
nula. A inclinacdo da curva diminui e o tragado se aproxima do valor que representa o
contetido tedrico de 6leo extraivel (SOVOVA, 1994).

3.10 Modelo Matematico da Extragdo Supercritica

A modelagem matematica do processo de extracdo com fluido supercritico
envolve a andlise das curvas de extracdo, permitindo que a determinacdo de alguns
parametros cinéticos, experimentos em escala laboratorial, sejam aplicados no ambito
industrial (SANTOS, 2013). Assim, a principal vantagem da modelagem é a predicao das
curvas de extracdo (massa de soluto extraida versus tempo) num processo em larga escala,
pois experimentos nesse nivel sdo dispendiosos (MARTINEZ e MARTINEZ, 2008).

Existem trés tipos de abordagem matematica utilizados para descrever
processos de extracdo supercritica, sendo: empirico, os baseados em analogia entre
transferéncia de calor e o balan¢o de massa diferencial (REVERCHON; DE MARCO,
2006). Os modelos empiricos limitam as condi¢fes operacionais especificas, geralmente
sdo construidos em fungdo da concentracdo inicial de soluto na matriz e envolvem um
parametro ajustavel. Os resultados obtidos nesses modelos sdo descritos por expressoes
matematicas simples, fornecendo solugGes féceis e rapidas (DE MELO; SILVESTRE;
SILVA, 2014, MARTINEZ & MARTINEZ, 2008).

Modelos de balango de massa consideram a existéncia de duas fases: uma
solida representada pela matriz vegetal e uma fluida representada pelo solvente
supercritico mais o extrato dissolvido nele (BRUNNER, 1994; SOUZA et al., 2008).
Nessa abordagem, o sistema de extragcdo é considerado um leito cilindrico formado por

particulas de material vegetal dispostas de forma homogénea pelo qual o solvente flui
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axialmente, solubilizando e arrastando compostos. Ocorrendo os fendmenos de
transferéncia de massa por difusdo na matriz solida e na interface sélido-fluido, dispersdo
e conveccdo no fluido.

Considerando que o comprimento do cilindro € bem maior que o didametro e
a velocidade do CO: flui na direcdo axial, desprezando transferéncias em direcOes radiais
e tangenciais e a existéncia de rea¢fes quimica, o balango de massa para as duas fases do
sistema ¢é dado pelas equacbes 8 e 9.

Para fase fluida:

ov ov _ 9 ( aY) J&X.Y) (8)
ot oh ~ oh \"* on OF

i

Acumulo Convecgdo Dispersdéo T.M. Interfacial

Para a fase solida:

X @ X\  JX,Y) ©
()55

at  oh\"**3n (1—-¢)ps
\ AN J\ J
Y Y

Aclmulo Difusdo T.M. Interfacial

Em que:

€: Porosidade do leito (adimensional);

pr: Densidade do fluido (Kg m™);

ps: Densidade do solido (matéria-prima) (Kg m);

u: Velocidade superficial do fluido (m s™);

h: coordenada axial (m);

t: Tempo (s);

Y: Razdo entre massa de soluto e massa de solvente (Kgeieo KGsolvente );
X: Razdo entre massa de soluto e massa de sélido (Kgsieo KQsslido™2);
J(X,Y): Taxa de transferéncia de massa (Kg m=s?);

Dav: Coeficiente de dispersdo na fase fluida (m?s™);

Dax: Coeficiente de dispersdo na fase sélida (m? s™);



50

Essas equacOes servem como base para aplicacdo de modelos especificos que,
a partir da sua resolugéo, juntamente com a Equacéo (10) fornecem curvas com perfis de

massa de soluto extraido em funcdo do tempo.

m(t) = f T(h=H,t)mpdt (10
0

Sendo:

me: Vazdo massica de fluido (M T?)

Na literatura, ha diversos modelos matematicos de extracdo supercritica em
leito fixo que se baseiam na resolucdo dos balangos de massa fase sélida e fluida (LEE et
al., 1986; REVERCHON et al., 1997; SOVOVA, 1994). O modelo de SOVOVA (1994)
é considerado um modelo geral para processos de extracdo supercritica de 6leos em

matrizes vegetais, ambos seréo descritos nesse trabalho.
3.10.1 Modelo de Sovova (1994)

O modelo de Sovova é utilizado por diversos autores para descrever o
processo de extracao supercritica. Segundo Biscaia (2007), Brum (2010), Benelli (2010),
Aguiar (2013) descreve-se abaixo 0 modelo de Sovova.

O modelo proposto baseia-se em balang¢os de massa no leito de extracéo, que
considera o escoamento axial do solvente (CO) atraveés do leito fixo de segdo transversal
cilindrica. O solvente esté livre de soluto na entrada do leito e com temperatura e pressao
constantes. O leito é considerado homogéneo no que diz respeito ao tamanho das
particulas e a distribuicdo do soluto no interior do solido. O soluto é protegido pela parede
celular, sendo essa quebrada pelo processo de moagem, aumentando a superficie de
contato entre o soluto e solvente. O leito é considerado homogéneo em relacdo ao
tamanho das particulas e a distribuicdo inicial de soluto. Assim pela Equagdo (11),
temos a massa de soluto contida inicialmente na fase sélida (O) é a soma da massa de
soluto de facil acesso (P), que se concentra na superficie do sélido, com a massa de soluto

de dificil acesso (K), localizada no interior do solido (K).
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0=P+K (11)

A massa de inerte (1mg) ndo se altera durante a extracdo e a concentracdo de
soluto na fase sélida é relacionada pela Equacéo (12):

0 P K 12
—:—+—:X0:XP+XK ( )
ms Mg Mg

O balango material para o processo € representado pelas Equacbes 13 e 14

associadas as fases solida e liquida, respectivamente.

Fase sélida:
0X 13
—Ps(l—E)E:](X'Y) (13)
Fase fluida:
0X aY (14)
pre -+ prttmr =] (X,Y)

Nas Equacdes 13 e 14, Sovova (1994) negligencia os termos de transferéncia
de massa por dispersao em ambas as fases, solida e fluida, existentes nas Equaces 8 e 9.
Ainda, Sovova (1994) considera que o primeiro termo na Equacdo (8) pode ser
desprezado, quando comparado a transferéncia de massa por convecgdo. Assim, as
equacdes de balanco de massa para as fases sélida e liquida sdo dadas pelas equacgdes (15)
e (16).

Fase sélida:

X __ JXY) (15)
ot ps(1—e)

Fase fluida:

Y (16)
Yon T " pr

Dependendo da localizagdo do soluto na matriz vegetal, a transferéncia de
massa J(X,Y) pode ser representada pela Equagéo (17), que representa a extragédo do

soluto nas superficies das células Xp, em que a resisténcia a transferéncia de massa € a



52

difusdo no filme externo. A Equacdo (18) esta relacionada com a extracdo do soluto do

interior das células Xy, onde a resisténcia predominante é a difusdo do 6leo no interior do

s6lido.
](X > XK, Y) = kFapF(YS — Y) (17)
Y
J(X < X, V) = ksapsX (1 - 7) (18)
S
Onde:

Ys: Solubilidade do soluto no solvente (Kgeieo KGsolvente );
kra Coeficiente de transferénciade massa no filme externo (m s);

ksa: Coeficiente de transferéncia de massa no sélido (m s);

As condicdes iniciais e de contorno para a resolucdo das equac@es de balanco

(19 e 20) de massa séo:

X(ht = 0) = X, (19)
Y(h=0,t) =0 (20)

Onde:

X € a concentracéo na fase solida (Kgsieo KGsslido™);

Y é a concentragdo na fase solvente (Kgsieo Kgsolvente™);
h é a posicdo do leito de solidos (m);

t € o tempo de extracdo (s);

Xo é a razdo massica inicial de soluto na fase sélida;

O processo de extracdo pode ser dividido em trés etapas, que variam
conforme os dominios dos diferentes mecanismos de transferéncia presentes no processo
de extracdo: Conveccdo natural, forgada e difusdo. Estes dominios sdo determinados a
partir da determinacdo de Xp e Xk, possibilitando a obtencdo de curvas de extracdo que
descrevem as diferentes etapas do processo de extracao.

A primeira etapa o soluto e de facil acesso (Xp), acontece pela difusdo no
filme externo, com taxa constante de extracdo (CER); na Ultima etapa, a taxa de extracao
depende da difuséo na fase solida, soluto de dificil acesso (Xk) e na etapa intermediaria,

ambos 0s mecanismos estdo presentes (taxa decrescente de extracdo-FER).
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Desta forma, com a resolugcdo das Equacgdes 15-20 em conjunto com as
Equacdes 21, 22 e 23, resulta nas curvas cinéticas de extragdo, para o0 modelo de Sovova
(1994).

Parat < tcgg:

m(t) = meYst[1 — exp(=Z)] (21)

Para tcpp < t < tpgg:

_ ZYs 1 Wmg (22)
m(t) = mg {t — tecprexp W—Xoln (1 — (exp (m—s) (tcgr —t) — r)) -7 }
Parat > tpgp:
_ _5 WXo\ _ Wmr _ (23)
m(t) = mg {ms Wln [1 + (xp( 2 ) 1) exp( me )(tCER t)r]}
Em que:
7= kramspp (24)
Mg Ps
_ msakspr (25)
mp(1—¢)
A (1 —r)mgX (26)
CER = —YSZmF
mg WXO (27)
- infr+ (= ryesp (2
tFER tCER + WmF n [7’ + ( T')eXp YS
Onde:

mp: Vazdo massica de solvente (g);

t: Tempo de extracdo(s);

X,: Concentragéo inicial do 6leo na matriz solida (Kg.g?)

mg: Massa de solido isenta de 6leo (Q)

r: Fracdo de dleo facilmente acessivel (Xp/Xo);

tcgr. TEMPO em que se esgota o soluto presente na superficie das células na parte inicial
do leito (s);
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trgr: TEMPO em que se esgota o soluto presente na superficie das células na
parte final do leito (s);
Z e W: séo parametros adimensionais do modelo.

3.11 Plantas antioxidantes

A literatura mostra uma grande variedade de espécies de plantas que sdo
estudadas quanto a sua capacidade antioxidante. Araticum (Annona Montana); Malva
(Malva sylvestris); Carqueja (Baccharis trimera); Louro (Laurus Nobilis); Camomila
(Matricaria chamomilla); Orégano (Origanum vulgare); Propolis (Apis mellifera L.) e
Casca de roma (Punica granatum L.) foram avaliadas quanto sua atividade antioxidante
por pesquisadores e por estudos anteriores quanto a potencial antioxidante para biodiesel.

Frutos de araticum séo importantes fontes de antioxidantes. Segundo Roesler
etal., (2007) a polpa fresca de Araticum apresenta teores de compostos fenélicos na faixa
de 150 a 200 mg.100g™* . Indicando excelente capacidade de sequestrar radicais livres, ou
seja, atividade antioxidante.

A Malva sylvestris apresentou, em alguns estudos, propriedades antioxidantes
e sequestradora de radicais livres in vitro (DELLA GRECA et al., 2009). Barros et al.,
(2010) estudaram diferentes extratos metandlicos preparados a partir das folhas, flores,
pequenos galhos folhas e flores e frutos imaturos. Os resultados obtidos mostraram que o
extrato metandlico das folhas de M. sylvestris possui atividade antioxidante mais
significativa.

As plantas do género Baccharis, se destacam por serem ricas em flavonoides,
triterpenos e diterpenos (VERDI et al., 2005). Assim, a Carqueja é considerada
promissora quanto ao seu potencial antioxidante. A atividade antioxidante in vitro da
carqueja (Baccharis trimera) ja foi comprovada pelo método DPPHe -, através da
capacidade em sequestrar radicais livres (MORAIS et al., 2009).

O louro, além de ser um condimento muito usado na culinaria, tem efeito
antioxidante. Diversos estudos demonstram em sua composi¢cdo compostos fenolicos
fenolicos (ALBAYRAK et al., 2012) e derivados como, flavondides (EMAM et al.,
2010), a-tocoferol (OUCHIKH et al., 2011) e compostos volateis.
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Existem cerca de 1.000 espécies de salvia, dentre essas se destaca a Salvia
officinalis, devido sua acdo antioxidante. Kosar et al., (2008) verificou que o acido caféico
é o principal composto responsavel pela atividade antioxidante na salvia, a variedade
Salvia officinalispossui a presenca de componentes antioxidantes como acido carnésico,
diterpenos e derivados carnosol.

A camomila, assim como outras variedades de chés, é visada em estudos
quanto ao seu potencial antioxidante. O extrato metandlico de camomila, segundo Coelho
et al., (2012) apresentou significativa atividade antioxidante frente ao radical DPPH- .

O orégano vem ganhando destaque como um potencial antioxidante para
sistemas lipidicos, se destacando pela acdo antioxidante. Em 1989, Kikuzaki & Nakatani
isolaram cinco diferentes compostos fendlicos do extrato metanolico de folhas de orégano
e entre estes 0 acido rosmarinico em concentracdes mais bloqueador de espécies reativas
e inibidor da peroxidacdo lipidica (KOSAR et al., 2008).

A propolis é uma substancia resinosa e misturada a cera, polen e secre¢des
salivares. Sua composicdo € complexa e esta relacionada, principalmente, as
caracteristicas da vegetacdo de cada regido. De-Melo et al., (2014) verificaram a variagédo
significativa na capacidade antioxidante (51,33-92,70%) do extrato de prépolis de acordo
com a regido onde a amostra foi coletada, variacdo de 51,33% da regido nordeste e
92,70% regido Sudeste.

Polifendis e antocianidinas foram observadas nos extratos da casca de roméa
apresentando, caracteristicas antioxidantes superiores das encontradas no vinho tinto e no
cha verde (AFAQ et al., 2003). Sharma et al. (2009) estudaram o potencial antioxidante
da casca da roma no controle da rancidez oxidativa de produtos de frango. Pande e Akoh
(2009) realizaram uma avaliacdo da capacidade antioxidante e o perfil lipidico da roméa
onde foi possivel observar maior teor de taninos hidrolisaveis na casca.

Kelawara e Ananthanarayan (2004) observaram que a casca pulverizada da
romd produziu a maior atividade antioxidante. Singh et al. (2002) avaliaram extrato
metanolico, aquoso e acetbnico da casca e das sementes da romd, quanto a sua atividade
antioxidante, sendo que o extrato metandlico da casca apresentou a maior atividade
antioxidante. No entanto, ndo ha na literatura trabalhos publicados que utilizem a casca

de roma como antioxidante para o biodiesel.
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10.12 Casca de Roma

A romd@ Punica granatum L., segundo estudos filogenéticos, pertence a
familia Lythraceae (HOLLAND et al., 2009) conhecida popularmente por romazeira,
romeira ou granado, € uma das mais antigas frutas comestiveis. Embora seja cultivada em
quase todo mundo, é nativa do Ird, sendo os cinco principais produtores dessa fruta a
india, Ird, China, Estados Unidos e Turquia (LORENZI; MATOS, 2008; HOLLAND et
al., 2009).No Brasil, a romd, é cultivada em todo pais (MOREIRA, 1985).

E um arbusto lenhoso que pode chegar até trés metros de altura, com folhas
pequenas e brilhantes, flores vermelhas nas extremidades dos ramos. Seus frutos sao do
tipo baga, esféricos e globoides podendo medir até 12 cm com numerosas sementes em
camadas envolvidas em arilo polposo (LORENZI; SOUZA, 2001; LANSKY;
NEWMAN, 2007; LORENZI; MATOS, 2008). A Figura 14 mostra a romézeira e seu

fruto roma.

Figura 14 - Romazeira e fruto.
(Fonte: adaptado FERNANDES et al., 2015).

O fruto da roma é composto por aproximadamente 3% de sementes, 30% de
polpa e 67% de casca (LANSKY; NEWMAN, 2007). Segundo Liu et al . (2012) a roma
é boa fonte de acidos graxos poliinsaturados, especialmente o &cido linoléico e suas
sementes segundo Jing et al. (2012) possuem propriedade antioxidantes.

Na casca da roma € onde se encontram até 28% de taninos (LORENZI;

MATOS 2008) e compostos fendlicos como antocianinas, quercetina, acidos fendlicos e
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compostos antioxidantes que captam facilmente radicais livres, devido a sua estrutura
quimica. Estudos mostram a presenca de diversos compostos bioativos, dentre os quais
antocianinas com mecanismo de acdo semelhante ao da vitamica C, vitamina E e
betacaroteno (WERKMAN et al., 2008).

Ainda, é possivel encontrar na literatura trabalhos que estudam a roméa quanto
a propriedades antiomicrobianas, atividade clinica na odontologia, atividade anti-
neoplasica, atividade estrogénica, entre outras (WERKMAN et al, 2008). No entanto ha
poucos trabalhos na literatura que caracterizem os compostos como os tocoferois, esterois

e carotenoides presentes na folha, sementes ou casca da roma. (JING et al. 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo da Matéria Prima — Casca de Roma

As cascas de roma foram adquiridas no Municipio de Toledo na empresa
Celeiro Nacional. As mesmas foram secas de forma natural (em temperatura ambiente),
e entdo foram trituradas em um liquidificador comercial. O material triturado foi
classificado de acordo com a série padrao de peneiras Tyler (20, 24, 48, 60 e 100 mesh)
utilizando um agitador de peneiras para padronizar o tamanho das particulas. O material
retido acima da peneira de 20 mesh e abaixo da peneira de 100 mesh foi descartado, sendo
0 restante armazenado a -5 °C, para posterior uso nas extracdes convencionais e com

fluido supercritico.

4.2 Analises da Matéria-Prima

4.2.1 Determinacdo do diametro médio das particulas (ds)

A classificacdo granulométrica das particulas foi determinada a partir de
ensaio em agitador, com a série padrdo de peneiras Tyler de 20, 24, 48, 60, 80 e 100 mesh
(série Tyler, W.S. Tyler, Wheeling, EUA). A massa das fragdes retidas em cada peneira
foi medida e o diametro médio de particulas foi calculado de acordo com as Equacdes 28
e 29, propostas por GOMIDE (1983).

_ n Al;/d,
T = [ (28)
i Al;/d,
m;
Al = —
b= (29)

Em que:
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d¢= didmetro médio superficial dos fragmentos (mm);

m;: massa de amostra retida na peneira i (g);

m;. massa total de amostra (Q);

d,: didmetro médio das particulas que passaram pela peneira i (mm);

n: numero total de fracdes
4.3.2 Umidade da Casca de Roma

A umidade da matéria-prima foi determinada pelo método gravimétrico, em
triplicata, sendo que aproximadamente 5 gramas de semente, pesados em balanca
analitica (AUX220 - Shimadzu) , foram acondicionados em placa de petri devidamente
tarada e levados a estufa a 105 °C por 24 horas, tempo este necessario para obter massa
constante. Depois de retirados da estufa foram transferidos para dessecador contendo
silica gel para resfriamento até temperatura ambiente e em seguida foram pesados
novamente. O percentual de umidade foi obtido de acordo com a Equagéo (30):

M M
Umidade (%) = uxmo (30)
Ms
Em que:

Mu: massa da amostra Uimida;

Ms: massa da amostra seca (depois de 24 horas em estufa a 105 °C).

4.4 Obtencao de extratos convencionais

Os extratos da casca de romé& foram obtidos por extragédo convencional com
os solventes liquidos, alcool etilico, acetato de etila e hexano, os quais apresentam indices
de polaridade distintos como indicado na Tabela 2. As extra¢fes foram realizadas com

aparelho Soxhlet e extrator de gordura método Goldfish.
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Tabela 2 - Indice de polaridade de solventes utilizados nos processos de extragio
convencional

Solvente indice de polaridade
Hexano 0
Acetato de etila 4.4
Etanol 5,2

(Fonte: BYERS, 2009).

4.4.1 Extragédo Soxhlet

As extracdes convencionais com aparelho Soxhlet, utilizando os solventes
alcool etilico, acetato de etila e hexano, foram realizadas no Laboratorio de Laboratorio
de Processos de Separacdo do Curso de Engenharia Quimica da Universidade Estadual
do Oeste do Parana — UNIOESTE, Campus Toledo/Pr.

Foram pesados aproximadamente 15 gramas da amostra, totalmente envolta
em papel filtro e acondicionada no extrator Soxhlet, que consiste de um tubo extrator,

baldo de vidro de fundo redondo e um condensador (Figura 15) .

Figura 15 - llustracdo do extrator Soxhlet.
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O tubo extrator é conectado ao bal&o de vidro, que contém 250 mL de solvente
alcool etilico (Neon P.A), o qual é submetido ao aquecimento através de uma manta
térmica. O inicio da extracdo foi contabilizado a partir do inicio do gotejamento do
solvente, durante um tempo de 6 horas de extracdo. O mesmo procedimento foi repetido
para os solventes acetato de etila (Anidrol, P.A) e Hexano (Anidrol, P.A).

Apos a extracdo, os extratos foram secos em estufa a 60 °C até evaporacéo do
solvente. Nesta etapa foram obtidos trés extratos: Casca de roma/Etanol (SoxEt), Casca
de roma /Acetato de etila (SoxAcet), Casca de roméd/Hexano (SoxHex), os quais foram

acondicionados em frascos ambar e armazenados a -4 °C.

4.4.2 Extrator de 6leos de gorduras - Goldfish

As extracGes convencionais com alta temperatura foram realizadas com
aparelho Goldfish, utilizando os solventes alcool etilico, acetato de etila e hexano. As
extracdes foram realizadas no Laboratorio de Grupo de Pesquisa em Recursos Pesqueiros
e Limnologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE, Campus
Toledo/Pr.

Para a realizacdo deste experimento utilizou-se 150 mL de solvente alcool
etilico (Neon P.A) e 10 gramas de casca de roma acondicionada em papel filtro e colocada
no equipamento em contato com o solvente. O inicio da extracdo foi contabilizado a partir
do inicio da fervura do solvente, na temperatura de 90 °C durante 1h30min, em seguida
realizou-se aumento da temperatura 120 °C para a suspensdo da amostra e 0 gotejamento
do solvente aquecido a 120 °C durante 1 hora, por fim a recuperacdo do solvente foi
realizada durante 30 minutos com o fechamento da valvula como mostra a Figura 16. O
tempo total de cada extracdo foi de 3 horas. O mesmo procedimento foi repetido para o
solvente Acetato de etila (Anidrol, P.A) e Hexano (Anidrol, P.A).
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Figura 16 - Aparelho extrator de gordura - Goldfish.

Ap6s a extracdo, os extratos foram secos em estufa a 60 °C até
evaporacédototal do solvente. Nesta etapa foram obtidos trés extratos: Casca de roma +
etanol (ExtEt), Casca de romd + acetato de etila (ExtAcet), Casca de roma + hexano
(ExtHex), os quais foram secos em estufa a 60 °C para retirada do solvente nao
recuperado.

A Figura 17 mostra o fluxograma geral no qual foram obtidos os extratos
pelos métodos convencionais Soxhlet e Goldfish, com diferentes solventes em ordem

crescente de polaridade.

Extragéo
convencional

Extrator de
Gordura

‘ Soxhlet

SoxEt SoxAcet ‘ SoxHex ExtEt ExtAcet ExtHex

Figura 17 - Fluxograma da extragdo convencional.
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4.5 Extracdo com dioxido de carbono supercritico (ESC)

Os experimentos para obtencdo do extrato da casca de roma utilizando
dioxido de carbono supercritico foram realizados no Laboratrio de processos
biotecnoldgicos e de separacdo da Universidade Estadual do Oeste do Parana —
UNIOESTE, Campus Toledo/Pr. As andlises realizadas tiveram como objetivo avaliar o
efeito da temperatura e a adicdo de solvente na extracdo, sobre o rendimento da mesma.

A Figura 18 ilustra a variagdo de temperatura e adigdo de etanol em cada extracéo

realizada.
Extracdo supercritica
Temperatura Solvente
4 -~ A (T -~ N
35°C; 45°C;55°C OmL; 2,5ml;5mL

Figura 18 - Fluxograma extracao supercritica.

O modulo experimental é constituido por (a) Cilindro de armazenamento de
CO», (b) Bomba Seringa modelo 500D (TELEDYNE ISCO); (c) banho termostatico
modelo FP-50 (JULABO), responsavel pelo resfriamento do CO, bomba seringa; (d)
banho termostatico (MARCONI), responsavel por aquecer o leito de extracdo; (e)
termorregulador modelo MSC-04E (THOLZ), utilizado para manter a valvula
micrometrica de expansao aquecida a 60 °C, evitando assim o congelamento; e (f) leito

cilindrico encamisado de aco inox, como ilustrado na Figural9.
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Figura 19 - Esquematizag¢do do modulo de extracdo com fluido supercritico.
(Fonte: KLEIN, 2016)

Nessa etapa foram obtidos 9 extratos, sendo que foi realizado duplicata para
todas as condi¢des. A Tabela 3 representa os extratos obtidos, indicando a temperatura de
extracdo bem como a quantidade de etanol (cossolvente) adicionado para realizacdo da

extragéo.

Tabela 3 - Extratos obtidos com CO; Supercritico.

Extrato Supercritico Temperatura (°C) Solvente (mL)
SC35/0 35 0,0
SC35/2,5 35 2,5
SC35/5 35 5,0
SC45/0 45 0,0
SC45/2,5 45 2,5
SC45/5 45 5,0
SC55/0 55 0,0
SC55/2,5 55 2,5

SC55/5 55 5,0
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4.6 Rendimento das extracoes

Os rendimentos das extracOes podem ser calculados pela Equagédo (32), onde
relaciona-se a quantidade de extrato final obtido e a quantidade de matéria-prima
utilizada. Para extracdo supercritica, ndo foi contabilizado o extrato remanescente no

extrator.

MExtrato

R(%) = x100 (32)

mMassa amostra

Em que:

Ry, = Rendimento global de extragéo;
Merrato = Massa de extrato obtida apos o processo de extracao;

Myassa amostra = Massa de amostra utilizada no processo de extracéo;

4.7 Modelagem Mateméatica da Extracao Supercritica

Para realizacdo da modelagem matematica da extracdo com solvente CO>
supercritico é necessario saber algumas caracteristicas do leito de extracdo bem como da
amostra a ser extraida.

Os modelos matematicos utilizados nesse trabalho foram o Modelo de Sovovéa
(1994).

4.7.1 Densidade do CO2

Foi obtida a partir das Tabelas termodinamicas internacionais do dioxido de

carbono adotadas pelo National Institute of Standards and Technology (NIST).
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4.7.2 Solubilidade do extrato de Casca de Roma no CO:2 Supercritico

A solubilidade do extrato da casca de romd em CO; supercritico foi obtida
empregando o método dindmico da curva cinética de extragdo. No inicio do processo de
extracdo, o soluto fica pressurizado no leito durante 30 minutos, tempo suficiente para
que o sistema atinja o equilibrio e o solvente fique saturado com a fracdo de dleo
facilmente removivel de forma que, a concentracdo na saida seja igual a concentracéo de
equilibrio. Assim, a solubilidade ¢é calculada utilizando-se os dados da parte linear da
curva de extragdo conforme Equacéo (33).

Mgleo (33)

Mgovente

YS ==

Em que:
Ys: solubilidade do dleo no solvente;
my0,- Massa total de 6leo obtida apenas na parte inicial (linear) da curva de extracao;

Mgomente. Massa de solvente gasto apenas na parte inicial (linear) da curva de extracao;

4.7.3 Densidade real da casca de roma

A determinacdo da densidade real da casca de roma, pg, trituradas, foi
realizada pela técnica de picnometria em gas hélio, utilizando-se o principio de
Arquimedes de deslocamento de fluidos com o uso do equipamento da Micromeritics ®,
modelo AccuPyc Il 1340, no Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracdo da
Faculdade de Engenharia Quimica, Unicamp.As condic¢Ges utilizadas na anlise sdo
apresentadas na Tabela 4. O resultado final de densidade real foi obtido pela média de 10

determinagdes.
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Tabela 4 - Condigdes utilizadas para determinar a densidade real das sementes por
picnometria de gas hélio.

Condicdes Valor
Massa de amostra (g) 4,5023
Temperatura do ensaio (°C) 25,70
Numero de purgas 10
Pressdo de enchimento na purga (psig) 19,50
Pressdo de enchimento na corrida (psig) 19,50
Taxa de equilibrio (psig/min) 0,05

4.7.4 Densidade do leito de extragdo

A densidade do leito de particulas (o, ) foi determinada a partir da Equacéo
34.

m
Preito = % > (34)
leito

Em que:

mg: massa de inerte, sendo esta a massa de amostra alimentada no reator descontada a
massa de 0Oleo extraida;

Vieito: VOlume do leito;

4.7.5 Porosidade do leito de extragdo

Conhecendo os valores de densidade real das sementes e densidade do leito,
a porosidade do leito de ESC pode ser determinada através da Equacéo (35):

_ Pieito (35)
Ps

e=1

Em que:
Preito- densidade do leito;

pr: densidade real das sementes
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4.8 Obtencéo do biodiesel

O biodiesel comercial foi proveniente do comércio de combustiveis da cidade
de Londrina Parand, cedido para estudo pelo Laboratério de Pesquisa e Analise de
Combustiveis (LPAC) da Universidade Estadual de Londrina.

4.9 Caracterizacao dos Extratos

Os extratos obtidos pelas extracdes convencionais e com fluido CO:
supercritico foram submetidos a caracterizacdo quanto a sua composicdo, atividade

antioxidante e teor de compostos fendlicos.

4.9.1 Determinacdo da composi¢ao quimica dos extratos

A composi¢do quimica dos extratos foi determinada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas CG-MS QP2010 SE (Shimadzu). As amostras
diluidas em diclorometano (Anidrol) foram analisadas nas seguintes condicdes

cromatograficas, conforme Tabela 5.

Tabela 5 - CondicGes cromatograficas utilizadas na determinacéo da composicao quimica
dos extratos.

Amostra Volume injetado: 1,0 pL

Coluna SH-RTx-5MS (shimadzu, 5% de fenil-metilsiloxano (30m x 0,25
mmid, 0,25 um) Auto amostrador Shimadzu AOC-20i.

Gas de arraste He (99,9999); 1,0 mL/min

Injetor 300 °C; Split (1:100)

Forno 50 °C — 300 °C (6 °C/min); 300 °C (10 min)
Fonte de lonizagdo: Impacto por elétrons (70 eV)

Detector Modo varredura (0,5 seg/scan)

Faixa de massas: 30-600 daltons (u)




69

4.10 Determinacdo do Teor de Compostos Fendlicos Totais (TFT) pelo método
FolinCiocalteau

A quantificacdo de compostos fendlicos nos extratos das cascas de roma foi
realizada utilizando o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau. Este método baseia-se
no principio que, em meio alcalino, os compostos fendlicos contidos na amostra reduzem
a mistura dos acidos fosfotungsticos e fosfomolibdicos do reagente Folin em éxidos de
tungsténio e molibdénio de cor azul, tornando possivel realizar leituras de absorbancia na
faixa visivel do espectro em 765 nm (SINGLETON; ROSSI, 1965).

Para a realizacdo do teste, os extratos da casca de roma foram dissolvidos em
etanol, a fim de se obter uma concentracéo de 1,0 mg.mL™. Para anélise adicionou-se em
um tubo de ensaio 2,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau diluido (1:10; v/v), 0,3 mL de
solucdo de extrato diluida em etanol e 2,0 mL de solucéo aquosa de carbonato de sddio
(7,5%). A mistura foi incubada por 5 minutos a 50° C em banho-maria. A absorbancia foi
medida a 765 nm em espectrofotdmetro.

A quantidade total de fenois de cada dleo essencial foi quantificada por meio
de uma curva padréao preparada com &cido galico nas seguintes concentragdes: 5, 10, 20,
40, 60, 80 e 100 pug.mL*. A partir da curva, foi calculado o coeficiente de correlagio (R2).
O branco foi obtido substituindo-se o volume de amostra por agua, mantendo-se as
mesmas quantidades de reagente de Folin-Ciocalteu e solucédo de carbonato de sodio. Por
meio da correlagdo com a curva padrdo de acido galico, determinou-se os resultados
expressos em mg equivalentes de acido gélico (EAG).g*de extrato, através da Equagdo

(36). Cada ensaio foi realizado em triplicata.

. ngAG] _ EAG.1000 (36)
Dext

Yextrato

Em que:

EAG: Equivalente em acido galico obtido através da curva padrdo (ug EAG/mL);

D, diluicdo das amostras (MgEXT/mL).
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4.11 Determinacdo da atividade antioxidante pelo Método DPPHe

O DPPHe é um radical livre, estdvel a temperatura ambiente devido a
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta deslocaliza¢do
confere a esta molécula uma coloracéo violeta em etanol, caracterizada por uma banda de
adsorcéo em etanol em cerca de 520 nm (ALVES et al., 2010). Este ensaio é baseado na
captura do radical DPPH« (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) por antioxidantes, reduzindo-o a
difenil-picril-hidrazina, resultando no descoloramento da solugdo para amarelo palido
(MENSOR et al., 2001) e produzindo um decréscimo da absorbéncia a 515 nm
(MENSOR et al., 2001; BRAND-WILLIAMS et al., 1995).
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Figura 20 - Forma radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPHe.
(Fonte: ALVES et al., 2010)

A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante ou sequestradora de radicais livres. Os resultados séo expressos como ECso
(concentracdo equivalente) que nada mais é do que, a concentragdo minima de material
necessaria para reduzir a concentracdo inicial de DPPHe em 50% (MENSOR et al., 2001).

Em um tubo de ensaio, adicionou-se a 3,9 mL da soluc&o etandlica & 6x107
M de DPPH- (Sigma Aldrich, GE) e uma aliquota de 0,1 mL de diferentes dilui¢bes de
todos os extratos. As misturas sdo agitadas por 30 segundos e deixadas para reagir por 40
minutos no escuro a temperatura ambiente. As leituras foram realizadas em

espectrofotometro (Shimadzu UV-1800) a 515 nm, sendo todas as determinacdes
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realizadas em triplicata e acompanhadas de um controle sem o antioxidante. Foi utilizado
alcool etilico como branco para calibrar o espectrofotdmetro. A queda na leitura da
densidade otica dos extratos adicionados de radical DPPHe foi correlacionada com o
controle, estabelecendo-se a porcentagem de descoloracdo do DPPHe, a qual indicou a
atividade antioxidante para os extratos obtidos nos diferentes testes (BRAND-
WYLLIANS et al., 1995).

O calculo da porcentagem de atividade antioxidante foi realizado de acordo
com a Equacéo (37) (MENSOR et al., 2001).

L ) Abs.controle — Abs.amostra (37)
% Inibicao do radical DPPH ¢ = Ahs controle .100

Os valores EC, concentracdo do extrato necessaria para reduzir a concentracdo
inicial de DPPHe em 50%, foram obtidos da regress@o linear entre as concentracfes

utilizadas (abscissa) e a porcentagem da atividade antioxidante (ordenada).

4.12 Aditivagéo do Biodiesel

Para analisar a influéncia de antioxidantes naturais presentes nos extratos da
casca de roma na estabilidade termo-oxidativa do biodiesel, foi pesado 10 miligramas de
amostra e adicionados a 10 gramas de biodiesel, gerando uma concentragdo 1000 ppm,
0s quais eram submetidos ao banho ultrasénico (Eco-sonics modelo Q5.9/37A), para
melhor homogeneizacdo. A Tabela 6 mostra os diferentes tipos de extratos avaliados no
biodiesel. A fim de comparacéo, foi utilizado um antioxidante sintético (BHA e BHT) na

mesma concentragdo (1000 ppm).

Tabela 6- Amostras submetidas ao teste de estabilidade oxidativa rancimat/ Extratos da
casca de roma aditivadas ao biodiesel.
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Amostra Representacéo Condicgao de Extragdo
A SC35;0 Supercritico 35 °C / 0 mL etanol
B SC35;2,5 Supercritico 35 °C / 2,5 mL etanol
C SC35;5 Supercritico 35 °C / 5 mL etanol
D SC45;0 Supercritico 45 °C / 0 mL etanol
E SC45;2,5 Supercritico 45 °C / 2,5 mL etanol
F SC45;5 Supercritico 45 °C / 5 mL etanol
G SC55;0 Supercritico 55 °C / 0 mL etanol
O SC55;2,5 Supercritico 55 °C / 2,5 mL etanol
I SC55;5 Supercritico 55 °C / 5 mL etanol
J SoxEt Soxhlet etanol
K SoxAcet Soxhlet Acetato de etila
L SoxHex Soxhlet Hexano
M ExtEt Goldfish etanol
N ExtAcet Goldfish Acetato de etila
O ExtHex Goldfish Hexano

4.13 Testes de Estabilidade Oxidativa do biodiesel

4.13.1 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

As amostras de biodieseis aditivadas com os extratos de casca de roma foram
submetidas a andlise de estabilidade oxidativa foram obtidas num Calorimetro
Exploratorio Diferencial (Shimadzu DSC 60), aproximadamente 8 mg de amostra, é
acondicionada em um cadinho de aluminio, e submetida taxa de aquecimento de 5 °C.min
1 em atmosfera de oxigénio com fluxo de 50 mL.min, tendo sua temperatura variando
de 25°C até 500°C.

A temperatura de oxidacdo do biodiesel, submetido ao teste DSC, foi obtido
através do método das tangentes, pelo grafico de fluxo de calor versus temperatura (°C).
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4.13.2 Rancimat

Foram preparadas amostras de 3g de Biodiesel aditivado com 1000 ppm dos
antioxidantes obtidos da casca de romd. Em seguida, foram levadas a aquecimento
acelerado a 110 °C, com taxa de insuflacéo de ar de 10 L.h™%, para determinacéo do periodo
de inducdo. O teste foi realizado utilizando o Rancimat 873, marca Metrohm a fim de

atender a norma oficial EN 14112 de determinacéo da estabilidade em teste acelerado.

4.13.3 Parametros Cinéticos e Termodinamicos

Realizou-se a cinética para as amostras que demonstraram os melhores
tempos de inducdo , utilizando as temperaturas de 110, 115, 120 e 125 °C. A partir dos
dados obtidos foi possivel determinar os valores das constantes de velocidade (k), a
energia de ativacao (Ea), a energia de ativacdo aparente (Eaa) utilizando as equaces 2;
3; 4 e 5, respectivamente. Ainda foi possivel encontrar os parametros termodinamicos

como entalpia, entropia e energia livre de Gibbs.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo da casca de Roma

5.1.1 Didmetro médio

O didmetro médio das particulas pode ser obtido através da Equacéo (28). A
Tabela 7 apresenta a distribuicdo granulométrica das cascas de roma apds 0 processo de

trituracao.

Tabela 7 - Distribuicdo granulométrica das cascas de roma ap0s secagem e moagem.

Mesh Fracdo  Aberturadas  Diametro Amostra Amostra
(Tyler) peneiras médio (d,)  retida(g) retida (%)
(mm) (Ali*100)
20 >20 >0,710 71,864 8,1
24 20/24 0,710 0,780 138,394 15,5
48 24/48 0,300 0,505 315,071 35,3
60 48/60 0,250 0,360 70,862 7,9
100 60/100 0,150 0,200 95,977 10,8
Fundo <100 <0,150 200,000 22,4
Total 892,168 100

Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas particulas que ficaram
retidas entre as peneiras de 24 a 60 mesh, pois se trata de um tamanho de particula
intermediario aos obtidos apds moagem, além de ter apresentado maior proporcao
massica em relacdo as demais fragdes.

Considerando apenas as particulas retidas nas peneiras 20 a 60 mesh,

utilizando as equagdes 27 e 28 tem-se que o diametro é d; = 0,29 mm.

5.1.2 Umidade
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Os valores de umidade da casca de romd foram obtidos conforme
metodologia descrita e calculada atraves da Equacédo (29), onde encontrou-se um valor
médio de 12,14+0,12 (%), valor este considerado baixo quando comparado com a
umidade da polpa (64,09 %) e semente (38,30 %) analisado por Jardini e Mancini Filho
(2007).

A umidade do material € um parametro importante devido sua possivel
influencia no processo de extracdo, que pode melhorar ou ndo o desempenho, dependendo

do seu teor de 4gua e do método de extracao utilizada.

5.2 Rendimento Global das Extrac6es

5.2.1 Extracao convencional — Soxhlet e Goldfish

Apos evaporacdo do solvente utilizado na extragdo convencional, realizou-se
o célculo do rendimento dos extratos obtidos, pela Equacdo (31). Os resultados estdo

expressos na Tabela 8.

Tabela 8 - Rendimento global das extragfes convencionais com extrator Soxhlet e
extrator de gordura Goldfish.

Tipo de extrator Solvente Tempo de extragdo Rendimento
(min) (%)
Etanol 360 35,25+0,05
Soxhlet Acetato de 360 2,98+0,01
(90 °C) Etila
Hexano 360 0,82+0,07
Etanol 180 25,87+0,03
Extrator de gordura Acetato de 180 2,28+0,02
(120 °C) Etila

Hexano 180 0,43+0,02
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Observa-se que o rendimento com o solvente etanol foi maior para ambas as
metodologias de extracdo, seguida da extracdo com acetato de etila e n-hexano
respectivamente, indicando a presenga de compostos polares no extrato da casca de roma.
O etanol possui indice de polaridade alto (5,2) quando comparado com o acetato de etila
(4,4) e 0 n-hexano (0), desta forma nota-se que ha um indicio da relac&o entre a polaridade
do solvente utilizado e a diminuigdo do rendimento da extragéo.

Segundo Aguiar et al. (2013) solventes mais polares possuem alta
solubilizacdo dos compostos vegetais, no entanto apresentam baixa seletividade, levando
a uma grande variedade de compostos a serem extraidos. Além da polaridade, o tipo de
interacdo entre o solvente e a matriz vegetal também influencia no rendimento da extracdo
(Almeida, 2006).

Quanto a temperatura de extracdo, segundo Castro e Priego-Capote (2010) é
um fator que influencia na extragdo de compostos, sendo que quando muito elevada pode
causar a perda de compostos termolabeis. Desta forma, o melhor rendimento para a
extracdo convencional com equipamento Soxhlet, quando comparada a extracao realizada

com extrator de 6leos de gorduras, pode estar relacionada a menor temperatura.

5.3 Extracdo Supercritica

Através da extracdo supercritica da casca de roma foi possivel obter extratos,
com diferentes rendimentos devido as condi¢des de extracdes empregadas, bem como a
influencia na solubilidade dos extratos e a atividade antioxidante no biodiesel. A condicédo
de pressdo foi mantida a 200 bar, considerando as limitagcbes do equipamento, a
temperatura e a adicdo de cossolvente etanol variaram conforme Tabela 6. Também foi
realizada a caracterizacdo do leito de particulas, para realizacdo da modelagem
matematica das curvas cinéticas da extragdo com intuito de verificar a capacidade em

predizer os modelos experimentais.

5.3.1 Rendimento Global
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O rendimento global das extragdes supercritica foi obtido pela relacdo entre
a massa do extrato obtido no final da extracdo e a massa da casca de roma empacotada no
extrator de leito fixo. As extracfes foram realizadas em condicao isobéarica (200 bar),
durante 150 min, condicdes estabelecidas levando em consideragdo as limitagdes do
aparelho de extragéo.

Devido ao alto rendimento encontrado nas extragdes convencionais com
solvente etanol, o mesmo foi utilizado para extracdo supercritica como solvente
modificador nos volumes de 0; 2,5 e 5 mL.A temperatura variou em 35, 45 e 55 °C, sendo
possivel avaliar os efeitos da temperatura e da adi¢do de cossolvente no rendimento global
da extracdo, sendo que foi realizado duplicata em cada condi¢do de extracao.

Tais condicbes experimentais permitiram uma variedade na densidade do
dioxido de carbono (COz) supercritico acarretando em ampla solvatacdo do CO». A
Tabela 9 apresenta as condi¢des experimentais e os resultados dos rendimentos globais

da extracdo supercritica da casca de roma.

Tabela 9 - CondicBes operacionais e rendimentos globais da extracdo supercritica da
casca de roma.

Amostra Pres  Temp. Cossolvente Dens. CO2 Rend. Tempo

(bar)  (°C) (mL) (kg.m)? (%) (min)
A 200 35 0,0 865,72 0,5409 150
B 200 35 2,5 865,72 0,6334 150
C 200 35 5,0 865,72 0,7311 150
D 200 45 0,0 812,69 0,6040 150
E 200 45 2,5 812,69 0,6626 150
F 200 45 5,0 812,69 0,6589 150
G 200 55 0,0 754,61 0,5500 150
H 200 55 2,5 754,61 0,6618 150
I 200 55 5,0 754,61 0,8133 150

ANIST — National Institute of Standards and Technology

A condicao onde se observou maior rendimento (0,8133) foi para a amostra |
nas condicdes de temperatura mais elevada (55 °C) e maior quantidade de etanol (5 mL).
O trabalho descrito por Ara Mahdavi e Raofie (2016) realizaram extragdo supercritica da



78

casca de romé& com utilizacdo de solvente modificador e obtiveram um rendimento de
1,18% para extracdo com fluido supercritico e adi¢ao de solvente modificador (metanol),
em condigdes de pressao 350 atm e temperatura 55 °C.

Nota-se que o rendimento dos extratos aumentou com a adicdo de etanol, no
entanto, para a amostra E (condigOes de extracdo a 45 °C com e 2,5 mL de etanol), o
rendimento foi levemente inferior ao encontrado na amostra F extraido na mesma
temperatura 45 °C, porém com 5 mL de etanol, indo contra o descrito nas outras
temperaturas de extracéo.

Sabe-se que 0 aumento da pressdo na ESC aumenta o poder de solvata¢ao do
CO,, devido a variacao da densidade do mesmo, desta forma, aumentando a solubilidade
dos analitos (BRENNECKE, 1997; LEITNER, 2000). A temperatura durante a extracdo
supercritica também tem influencia na densidade do CO; e na volatilidade do 6leo a ser
extraido da matriz vegetal. Ao aumentar a temperatura, a densidade do fluido supercritico
diminui e a volatilidade do extrato aumenta. A utilizacdo do solvente modificador
aumenta a polaridade do fluido supercritico e facilita a dessorcdo do 6leo da matriz
vegetal (KHAJEH, 2011).

A Figura 21, expressa os valores do rendimento da extracdo supercritica,
sendo possivel visualizar o comportamento do rendimento com a adi¢do de etanol. Sendo
que as analises foram realizadas em condicdo isobarica, nota-se que em uma mesma
temperatura, ocorre aumento no rendimento em funcdo do aumento do volume de
solvente modificador. Segundo Hollender et al., (1997) o aumento do volume adicionado
de etanol influencia de forma positiva no rendimento da extra¢do, quebrando as interagdes
entre o soluto e a matriz vegetal, ocorrendo uma substituicdo pelo solvente modificador
nos sitios ativos da matriz.

Acredita-se que quanto maior o numero de moléculas de solvente disponiveis,
maior sera a interagdo com a matriz vegetal, solubilizando as substancias presentes na
matéria-prima através da mistura de solventes (HOLLENDER et al., 1997;
LUTERMANN et al., 1998).
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Figura 21 - Rendimento da extracdo supercritica da casca de roma.

Quando comparamos os rendimentos da extracdo convencional (Tabela 8)

com a extracao supercritica (Tabela 9), observa-se que a primeira mostrou rendimentos

muito superiores aos rendimentos obtidos com CO2 supercritico e CO2+etanol, no entanto

deve-se considerar que a quantidade de solvente utilizada na ESC é muito inferior ao

usado na extracdo convencional, além de levar em consideracdo a seletividade de

compostos extraidos devido ao uso de solvente polar (CO2) e sua mistura com solvente

modificador polar (etanol). Desta forma acredita que em grande escala a extracdo dos

compostos em CO2 supercritico é a forma mais seletiva de obter determinados

compostos.
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5.3.2 Andlise estatistica para o rendimento da extracao supercritica

Utilizando o programa computacional Statistica7 (STATSOFT), foram
realizadas as analises estatisticas, visando determinar os efeitos das variaveis
(temperatura e adicdo de etanol) sobre o rendimento global da extracdo. A Tabela 10
demonstra o planejamento experimental utilizado para realizar a andlise estatistica dos

dados de extracao.

Tabela 10 - Planejamento experimental utilizado para realizar a anélise estatistica dos
dados de extracao.

Condicg0es
Temperatura (°C) Etanol (mL)
35 (-1) 0 (-1)
35(-1) 5(@)
45 (0) 2,5 (0)
55 (1) 0(-1)
55 (1) 5(2)

Para isso um modelo linear com intervalo de confianca de 95%. Na Tabela

11 séo apresentados os efeitos das varidveis sobre o rendimento global da extracao.

Tabela 11 - Tabela de efeitos principais presséo e temperatura e de interagdo no
rendimento da ESC.

Fator Efeito Desvio t(5) p-valor Lim. Inf. Lim. Sup.
padrao 95% de 95% de

confianga confianca

Meédia 0,660100 0,023746 27,79794 0,000001 0,599058 0,721142
Temp. 0,046750 0,053098 0,88044 0,418923 -0,089744 0,183244
Etanol 0,228250 0,053098 4,29862 0,007726 0,091756 0,364744
Interacé

Py T 0,036750 0,053098 0,69211 0,519688 -0,099744 0,173244
X
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Neste caso foi considerado erro puro, uma vez que os desvios foram obtidos
a partir das repeticdes do experimento. Para duas repeticdes em todos os pontos, tem-se
que o numero de graus de liberdade € igual a 5, o valor de t-student para 95% de confianca
e 2 graus de liberdade ¢ igual a 2,02. Como os valores obtidos para t(5) sdo maiores que
0 Tabelado (t2=2,02), os efeitos s&o considerados significativos. O p-valor representa a
probabilidade de erro envolvida ao aceitarmos o valor observado como valido, quanto
maior o p-valor, menos confiamos que o efeito é significativo, quanto menor mais
confiamos que o efeito € significativo neste trabalho, os p-valores obtidos sdo todos
menores que 0,05, indicando que a probabilidade de erro ao aceitarmos estes fatores como
significativo é de menos de 5%.

O gréfico de Pareto permite visualizar com clareza os efeitos das variaveis do
planejamento sobre o rendimento global da extracdo supercritica pois apresenta a
significancia dos efeitos em ordem decrescente, sendo que a linha tracejada preta
representa o limite de significancia (Figura 22).

Etanol

Tempertura

Et. x Temp.

|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
I
|
|
I
I
|
|
|
|
I
Il

p= 0,05

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

Figura 22 - Gréfico de Pareto dos efeitos para as variaveis pressdo e temperatura no
rendimento da ESC.




82

Observa-se que os efeitos da adi¢do de etanol é significativo e positivo, o que
explica o aumento médio do rendimento quando é adicionado maior volume de etanol.
Da mesma forma, a interacéo entre as duas variaveis € significativa e positiva, indicando
efeito favoravel, pois ao aumentar os dois fatores simultaneamente, ocorre um aumento
no rendimento da extragéo.

Os efeitos a esquerda dessa linha sdo considerados ndo significativos e os a
direta sdo significativos. Essa linha pode ser alterada de acordo com o limite de confianca
escolhido. Para o limite de confianca de 95% (t, Tabelado=2,92) & probabilidade de erro
é de 5%.

De acordo com a Figura 22 e a Tabela 11, observa-se que o efeito da adi¢édo
de etanol teve maior significancia para o aumento no rendimento das extra¢cdes com fluido
supercritico. A temperatura teve em média um efeito positivo, porém ndo téo
significativo, uma vez que a influéncia da temperatura € resultado de dois efeitos
competitivos: 0 aumento da temperatura aumenta a volatilidade da matriz vegetal e
diminui a densidade do solvente.

O modelo estatistico que descreve o rendimento em funcdo das variaveis
codificadas é dado pela Equacao (38).

J(x1,x2) = bg + byxy + byxy + bypx1 %, (38)

Onde y(x;,x,) € o valor do rendimenro calculado pelo modelo; b sao
estimadores dos parametros populacionais e x; (temperatura) e x, (Adicao de etanol) séo

fatores codificados calculados pelas Equacdes 39 e 40, respectivamente.

o T — 45 (39)
17 10

_Et—25 (40)
2= 755

Nas Equacgdes 39 e 40 temos, T representa a temperatura e Et, a adicdo de
etanol. Os valores de b podem ser estimados através do método dos minimos quadrados,
onde os coeficientes do modelo by; b,; by, Sd0 iguais a metade dos efeitos, ja o

coeficiente b, € igual a média. Assim, obtém-se a Equagédo 41.
$(x1,x,) = 0,6601 + 0,0233 x; + 0,114125 x, + 0,018375x, x, (41)

Os valores observados e preditos pelo modelo s&o mostrados na Figura 21, a

sequir:
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Figura 23 - Grafico dos valores observados x valores preditos pelo modelo referente ao
rendimento das extracdes.

A andlise de varianca (ANOVA) é o método mais usado para avaliar
numericamente a qualidade do ajuste. A Tabela 12 apresenta o teste de ANOVA para 0

modelo completo, a 95% de confianca.

Tabela 12 - Tabela ANOVA a 95% de confianca.

Fonte de Soma N° de Média F calc. F tab.
Variagao guadratica GL. Quadratica
Regressio 1,113x10 3 3,709x107? 7,893 4,757 (3,6)
Residuo 2,819x10° 6 4,699x103
Falta de ajuste  2,500x107® 1 2,500x108 4,434x10° 6,608 (1,5)
Erro puro 2,819x10° 5 5,639x10°3
Total 1,395x1072 9

Coeficiente de % de variacdo explicada: 79,78349
% maxima de variagdo explicavel: 79,78451
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Como o valor de Fcalc (7,893) € maior do que o Ftab (4,757), o modelo é
considerado valido no nivel de significancia de 5% e representa bem os resultados
experimentais obtidos, dentro da faixa estabelecida nos niveis para as variaveis em estudo
para a resposta rendimento. O modelo obtido pela regresséo linear € apresentado na

Equacdo (41), sendo que ele explica 79% das variagdes entre os valores experimentais e
0s previstos, indicando 6tima concordancia.

A Figura 24 apresenta a superficie de reposta para o rendimento da extracédo

com fluido supercritico, a partir da variacao da adicdo de etanol e temperatura. Pode-se

observar que a regido com melhores resultados esta localizada nas condigdes de maior
volume de etanol e temperatura.

(0f) DBBIPUTR

Il 0.8
Bl 0,75
107
[ ]0,65
B 0,6
Bl 0,55

Figura 24 - Superficie de resposta e Curvas de niveis para o rendimento da ESC.

Pode-se observar na superficie de resposta e nas curvas de niveis que para 0s

niveis das variaveis estudados, os maiores rendimentos sdo obtidos na regido onde ha
maior quantidade de solvente e temperatura mais elevada, demonstrando que existe uma

grande influencia do volume de etanol adicionado na extracdo com fluido supercritico.
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5.4 Modelagem Matemética da Extracao Supercritica

Os parametros utilizados para a modelagem matematica da cinética de
extracdo foram: concentracdo inicial de 6leo, (dada pela razéo entre a massa de 6leo nas
sementes, com base no maior rendimento, e a massa de sélido inerte), densidade real da
amostra, porosidade do leito, densidade do leito, massa de material inerte, a densidade do
solvente e a solubilidade. Os resultados dos dados citados acima se encontram na Tabela
13.

Tabela 13 - Parametros utilizados para a modelagem matematica da cinética de extracao.

Parametros analisados Valores utilizados
Concentrac&o inicial de 61eo (gsieo.Gsslido™) 0,0039
Densidade real da casca de roméa (g/cm? 1,4733
Densidade do leito (g/cm?) 0,5105
Porosidade do Leito 0,6535

35 °C: 0,8657;
Densidade do solvente CO2 (g/cm®) 45°C: 0,8127;

55 °C: 0,7546;
Massa de Inerte (g) 24,5622

5.4.1 Solubilidade

A solubilidade determina a quantidade maxima de soluto (extrato) que pode
ser solubilizado em determinadas condigdes, é utilizada para modelagem dos dados
experimentais. Para garantir um tempo de contato suficiente entre a matriz vegetal e o
FSC e permitir a saturacdo do solvente com o 6leo na saida do extrator é necessario que
a coluna de extracdo seja suficientemente longa ou que a vazdo de solvente
suficientemente baixa. Desta forma, quanto maior a solubilidade do soluto no solvente
maior sera a quantidade de produto extraido.

Os valores de solubilidade foram determinados a partir da inclinacdo da reta

tangente a curva de extracdo na etapa de taxa constante de extracdo (CER), representando



86

a quantidade de extrato obtida em funcdo da quantidade de CO2 consumida durante a
etapa CER, estes valores estdo representados na Tabela 14.

Tabela 14 - Solubilidade do soluto no solvente CO..

Pressao Temperatura Densidade do CO2 Solubilidade
(bar) (°C) (g/mL) (g extrato g sélido™)
200 35 0,8657 0,0012
200 35 0,8657 0,0022
200 35 0,8657 0,0017
200 45 0,8127 0,0012
200 45 0,8127 0,0012
200 45 0,8128 0,0031
200 55 0,7546 0,0009
200 55 0,7546 0,0021
200 55 0,7546 0,0024

O aumento da temperatura, a pressdo constante, diminui a densidade do
solvente, a0 mesmo tempo em que aumenta a pressdo de vapor do soluto, resultando na
inversdo da isoterma de rendimento. No entanto, nota-se que a solubilidade do CO teve
influencia, além da temperatura, também da adicdo de solvente modificador, pois é
possivel verificar o aumento da solubilidade com o aumento da concentracao de etanol.
A condicdo 35 °C com 2,5 mL de etanol apresentou um comportamento diferente, sendo
a solubilidade superior ao encontrado com 5 mL de etanol, na mesma temperatura.
Acredita-se que a dificuldade em controlar e manter a vazao pode ter influenciado nos
valores da solubilidade, através de um erro operacional, sendo que a valvula micrométrica

ndo permite um ajuste preciso.

5.5 Modelo cinético de Sovova (1994)

A cinetica de extracdo da casca de roma foi representada pelo modelo de
Sovova. Os parametros utilizados estdo descritos na Tabela 13 e a solubilidade na Tabela
14.



87

Os parametros ajustados do modelo de Sovovéa sdo apresentados na Tabela 15.
Onde, o parametro r (fracdo de 6leo presente na superficie das células) é constante, pois
considera-se a eficiéncia da moagem da matriz vegetal a mesma devido a utilizacdo da
granulometria nos experimentos. O coeficiente de transferéncia de massa no filme externo

(k,q) foi obtido através da Equagdo 24, utilizando o valor de Z, ja o coeficiente de

transferéncia de massa no filme sélido (k,), foi obtido pela Equacédo 25.

Tabela 15 - Pardmetros ajustados do modelo de Sovova para as extracdes da casca de
roma com CO; supercritico.

Amostra  Z w (o (n{fi);la'l) (nﬁsna-l)
. 50653 0050 0465 11312 73507 0189  Lixi0®
o 12997 0107 0465 2202 33441 0486  24x10°
c 2716 0194 0465 13215 56497 0105  44x10°
o 12998 0140 0465 283 45737 0515  31x10°
127426 0119 0465 4137 66374 0505  26x10°
. 810047 0119 0465 5207 53506 0321  26x10°
o 129316 0066 0465 6328 99200 0474  12x10°
. 656045 0143 0465 5143 43258 0250  28x10°

9,45623 0526 0,465 3,362 47,335 0,365 1,0 x10°3

O modelo de extracdo proposto por Sovova pode ser dividido em trés periodos.
De acordo os dados da Tabela 15, o primeiro periodo, chamado de CER, é o mais rapido,
e ocorre entre 2,202 a 13,215min, isso ocorre devido a elevada taxa de extragao (k,,, entre
0,105 e 0,515 min da fracdo de dleo exposta diretamente ao solvente (r = 0,465).

O segundo periodo é onde passa a ocorrer transferéncia de massa por difusédo
juntamente com a convecgéo, pois a fragdo de oleo disponivel na superficie das celulas
comega a se esgotar. Essa etapa vai de 33,441 a 99,209 min, a partir de entdo inicia-se a
o terceiro periodo chamado de DCR, onde a transferéncia de massa ocorre somente por
difusdo. O dleo de facil acesso ja foi removido restando apenas o 6leo que fica presente
na parede celular da matriz vegetal.

Desta forma, a etapa DCR é considerada a etapa limitante da extracédo, sendo

o rendimento final fungdo da taxa de transferéncia de massa k., entre 4,4x107 e 1,0x10"
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3 mint. O maior valor de kg, foi encontrado para condigdo com maior temperatura e
maior concentracdo de etanol (55 °C e 20%), condi¢do esta onde obteve-se maior
rendimento de extracéo.

Os valores da funcdo objetivo, apresentados na Tabela 16 sdo de grande
importancia ja que indica o erro para cada modelo, assim quanto menor o valor da funcéo
objetivo, menor o erro entre os valores do modelo e os dados experimentais. A Tabela 16
mostra os valores da fungdo objetivo bem como o coeficiente de correlacdo (R?) para as
diferentes condicdes de extracao.

As curvas cinéticas experimentais de extracdo ajustadas com o modelo de
Sovova (1994) sdo apresentadas nas Figuras 25, 26 e 27 comparando a influencia da
adicdo de solvente (etanol) na cinética de extracdo em temperatura e pressdo constante.

O comportamento inicial das curvas é semelhante. Isso porque a quantidade
de 6leo disponivel para a transferéncia de massa por convecgao € constante e o solvente

esta saturado com o soluto facilmente removivel.

0,20
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0,16
0,14 -
< 0,12
> -
£ 0,10+
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'-g 0’08_: B Experimento 1
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0.02 - Modelo 2
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0,00
T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (min)

Figura 25- Curva cinética experimental e modelo de Sovova (1994) das extracdes
supercritica da casca de roma (Temperatura de 35 °C e variacdo do volume de etanol (1)
OmL; (2) 25 mLe (3) 5mL).
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Figura 26 - Curva cinética experimental e modelo de Sovova (1994) das extraces
supercritica da casca de roma (Temperatura de 45 °C e variacdo do volume de etanol (4)
0mL; (5) 25 mL e (6) 5 mL).
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Figura 27 - Curva cinética experimental e modelo de Sovova (1994) das extra¢Ges
supercritica da casca de roma (Temperatura de 55 °C e variacdo do volume de etanol (7)
0mL; (8) 25 mLe (9) 5mL).
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Nota-se que nas temperaturas de 35 °C e 55 °C houve maior separacdo das
curvas, mostrando uma variagdo maior no rendimento da extragcdo conforme o aumento
da quantidade de solvente adicionado. Enquanto que na temperatura de 45 °C as curvas
tiveram um comportamento muito parecido em seu rendimento apesar da adi¢do de
cossolvente.

Os indicadores estatisticos da modelagem matematica (desvio médio absoluto
— DMA, funcio objetivo e coeficiente de determinagio — R?) sdo apresentados na Tabela
16. O modelo de Sovova (1994) apresentou bom ajuste aos dados experimentais, com

erro médio absoluto méaximo de 9,27 %.

Tabela 16 - Indicadores estatisticos da modelagem matematica.

Temperatura Etanol Desvio médio
(°C) (mL) absoluto Funcdo objetivo R?
35 0 4,7606 0,000191 0,9910
35 2,5 4,9048 0,000452 0,9793
35 5 7,7330 0,000475 0,9905
45 0 7,1456 0,000864 0,9681
45 2,5 7,1963 0,000217 0,9929
45 5 9,2732 0,000323 0,9904
55 0 5,4018 0,000232 0,9940
55 2,5 4,2289 0,000280 0,9900
55 5 6,7904 0,000824 0,9871

Como pode ser observado na Tabela 16, os valores da funcdo objetivo séo
baixos, representando desta forma, uma boa aproximacéo dos dados do modelo com os
experimentais, sendo assim, possivel a determinacdo das curvas cinéticas das extracdes

experimentais e simuladas usando o modelo proposto por Sovova (1994).

5.6 Composi¢do quimica dos Extratos

5.6.1 Cromatografia gasosa

A cromatografia Gasosa acoplada com Espectrometria de Massas (CG-EM)

embora seja uma analise qualitativa, a mesma permite determinar o perfil quimico dos
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extratos da casca de roma, autores como Steingass et al. (2015) e Othman et al. (2015) e
empregaram o método CG-EM para a anélise de componentes como &cidos fendlicos e
flavonoides. A Tabela 17 mostra os principais compostos presentes nos extratos da casca
de roma obtidos pelo método de extracdo Supercritica e a Tabela 18 demonstra os
principais compostos presentes nos extratos pelo método convencional de extracdo
(Soxhlet e Goldfish).

E possivel perceber a diversidade de compostos presente nos extratos da casca
de roma. Dentre os acido graxos verificou-se a presenca de acido oléico (&cido graxo
monossaturado) nos extratos supercritico A (35 °C/0 mL), B (35 °C/2,5 mL), C (35 °C/5
mL), E (45°C/2,5 mL), F(45°C/5 mL) e | (55 °C/5 mL). Nos extratos convencionais pelo
método Soxhlet o acido oléico foi identificado nas amostras K (SoxAcet) e L (SoxHex) e
no método com extrator de 6leos e gorduras - Goldfish nas amostras M (ExtEt) e O
(ExtHex). O &cido linoléico (&cido graxo poli-insaturado) e o &cido palmitico (acido graxo
saturado) foram detectados em todos 0s extratos.

O termo vitamina E é utilizado para os tocoferdis e tocotriendis, sdo
classificados em isomeros a, B, vy e 6 (TRABER; SIES, 1996). Nos extratos supercritico
da casca de roma foi possivel encontrar as espécies, a-tocoferol em todas as amostras
exceto na amostra E, que por sua vez possui 0 B-tocoferol bem como na amostra I. O -
tocoferol foi detectado nas amostras A (35 °C/0 mL), B (35 °C/2,5mL) e C (35 °C/5 mL).
Ja os extratos convencionais apresentaram apenas o o-tocoferol nas amostras K
(SoxAcet), L (SoxHex), N (ExtAcet) e O (ExtHex), com porcentagem de area relativa
inferior quando comparado aos extratos supercriticos .

Os tocoferdis sdo considerados os principais compostos inibidores da
peroxidacdo lipidica, possui propriedades que eliminam espécies reativas de oxigénio,
como o anion radical superoxido, oxigénio singleto ou 6xido nitrico. Devido a reatividade
com radicais peroxila, a vitamina E possui como principal fun¢do sua atividade
antioxidante (LIEBLER et al., 1999).

O esqualeno (CsoHsp) € um triterpendide, € um lipidio natural com uma
estrutura isoprendide pertencente a familia dos terpendides. E encontrado em um grande
numero de plantas em quantidades altamente variaveis (LOU-BONAFONTE et al.,
2018). Foi possivel verificar a presenca do Pentacosane em todos 0s extratos supercritico,
enquanto que nos extratos convencionais apenas as amostras K, L e M, representados em

menor quantidade quando comparados aos supercriticos.
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Segundo Caligiani et al. (2010) o 6leo da semente de Punica granatum L.
(rom&) possui entre 828-1449 mg.Kg? de esqualeno. Quanto a sua atividade oxidativa,
h& uma grande quantidade de evidencias que sugerem que o esqualeno inibe a degradacao
térmica. Segundo Rigane et al. (2013) a adicdo de esqualeno ao azeite refinado resulta
em maior estabilidade durante o armazenamento a longo prazo.

O pentacosane (pentacosano) é um hidrocarboneto saturado alifatico, sendo
estes praticamente ndo reativos (TULLOCH, 1976). Encontra-se presente em todos 0s
extratos supercriticos enquanto nos extratos convencionais apenas a amostra O
apresentou o composto Pentacosane, sendo este a maior porcentagem de area relativa para
este composto dentre os extratos analisados, ainda esta amostra foi a Gnica que nao
apresentou o composto 5-Hidroximetilfurfural, este € um composto organico, constituido
por um anel de furano ligado aos grupos aldeido e alcool (ROSATELLA, et al., 2011).

O 5-Hidroximetilfurfural é produzido pela desidratacdo de agUcares, reacao
de Maillard, possui segundo Cheriot et al. (2009) certa capacidade antioxidante. Ainda,
segundo Kataoka (2005) possui capacidade de inibir a peroxidacéo lipidica pelos radicais
de oxigénio. Neste trabalho o 5-Hidroximetilfurfural esta presente em todos os extratos
analisados, com excecdo dos extratos L (SoxHex) e O (ExtHex), ambos obtidos a partir
da extragdo convencional com solvente hexano. Cheyad e Salmam (2017) encontraram
o 5-Hidroximetilfurfural entre 0os compostos majoritarios na analise cromatografica no
extrato metandlico da casca de roma.

O y-Sitosterol, assim como o B-Sitosterol pertencem a classe dos fitoesterais,
estando presente em diversas plantas. S&o estereoisomeros diferindo apenas na
configuracdo espacial do carbono C-17. O y-Sitosterol possui propriedades medicinais
como antimicrobiana, antifugico, anti-inflamatéria. (BALAMURUGAN et al., 2011,
TRIPATHI et al., 2013). A atividade antioxidante € relatada principalmente para o p-
Sitosterol. N&o ha relatos na literatura da presenca do y-Sitosterol na casca de roma, no
entando o B-Sitosterol foi relatado por Fernandes et al., (2015), Promprom et al. (2010).
Dentre os extratos apenas 0 K (SoxAcet) e N (ExtAcet) nao identificaram presenca do y-
Sitosterol.

O composto Ciclononasiloxano, octadecametil foi observado nas amostras K
(SoxAcet) e N (ExtAcet) com uma elevada porcentagem de area relativa. Este composto
pertence ao siloxanos ciclicos possui ligagbes Si-O (LEE SMITH, 1991). Os siloxanos
sdo estaveis para reagentes térmicos e quimicos e possuem excelente resisténcia ao

envelhecimento, hidrofobicidade e isolamento elétrico.
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Tabela 17- Principais compostos presentes nos extratos supercriticos da casca de roma.

Area (%)
5 Hidroxi B- Y- a- v-
Amostra metil Esqualeno Pentacosane Tocoferol Tocoferol Tocoferol Sitosterol

furfural
A 3,85 16,09 934 - 5,61 16,89 10,77
B 6,30 17,34 17710 - 6,36 13,56 9,47
C 11,58 15,31 10,7 - 5,31 12,84 11,16
D 1,29 4,79 24,92 - e 10,01 4,87
E 1,45 3,82 26,46 015 = - e 6,32
F 0,33 4,72 26,19 - e 11,83 7,32
G 1,19 5,82 3105 - - 11,39 5,83
H 2,13 5,92 2769 - - 11,28 5,93
| 0,44 3,37 24,9 015 - 12,41 8,87

Tabela 18- Principais compostos presentes nos extratos convencionais da casca de roma
nos solventes etanol, acetato de etila e hexano.

Area (%)
5 Hidroxi
) Ciclononasiloxano a- V-
Amostra metil ] Escaleno Pentacosane ]
octadecametil Tocoferol Sitosterol

furfural
J 13,45 = s e e e 0,27
K 11,80 28,09 069 - 221 e
| e 034 - 0,7 3,81
M 31,86 e 0,24 - - 0,55
N 1,27 33,11 e e 0,67 -
O W e e e 38,60 6,71 11,67

5.6.2 Determinacdo do Teor de Compostos fendlicos totais

FolinCiocalteau

(TFT) método
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O método para determinar o teor de fenodis utilizando o reagente
FolinCiocalteu, é um dos mais utilizados pelos pesquisadores. Este reagente é uma
mistura dos acidos fosfomolibdico e fosfotunguistico, onde o molibdénio e o tungsténio
se encontram em um estado de oxidacdo +6. Na presenca de agentes redutores, ocorre a
formagéo de molibdénio e tungsténio azul, cujo estado de oxidacdo se encontra entre +5
e +6, respectivamente. Esta mudanca na coloracdo permite que, através da absorbancia,
seja determinada a concentracdo de substancias redutoras, como 0s compostos de
natureza fenolica (CHAVES et al., 2010).

Através das diluigdes realizadas conforme metodologia, foi possivel montar
a curva de calibragdo com R%=0,9999, conforme Figura 28. O coeficiente de correlacio,
alto mostra que o grafico possui linearidade satisfatoria para analise dos compostos

fenélicos nos extratos da casca de roma.
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Figura 28 - Curva padrdo Acido Galico.

A partir do grafico e dos valores de absorbancia obtidos na analise dos
extratos pode-se calcular com o auxilio da Equacgéo da reta y = 141,6.x — 5,775, onde
y € a absorbancia para cada amostra analisada e x representa o teor de compostos
fenolicos totais (TFT) dos extratos expressos em mg equivalentes de acido galico por
grama de extrato. Os resultados encontrados para as extracdes supercriticas e

convencionais estdo expostos na Tabela 17.
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Tabela 19 - Teor de fendlicos totais para os extratos de casca de roma.

_— TFT
Amostra Condigdo (mg de EAG/g de extrato)
A SC35/0 21,56+0,011
B SC35/2,5 40,59+0,012
C SC35/5 49,70+0,011
D SC45/0 22,08+0,004
E SC45/2,5 38,80+0,004
F SC45/5 35,30+0,001
G SC55/0 40,21+0,006
H SC55/2,5 39,93+0,06
I SC55/5 41,02+0,010
J SoxEt 80,35+0,020
K SoxAcet 67,690,008
L SoxHex 13,11+0,010
M ExtEt 98,62+0,007
N ExtAcet 45,88+0,001
) ExtHex 14,91+0,004

De acordo com os valores encontrados nota-se que as amostras extraidas
pelos métodos convencionais com Soxhlet e extrator de gordura, utilizando solvente
etanol apresentaram os valores mais altos de TFT, seguida pela extragdo com o solvente
acetato de etila. A extracdo com o solvente hexano apresentou o menor valor para o teor
de compostos fendlicos dentre todas as outras extraces, sendo 13,11+0,010 e
14,91+0,004 mg de EAG/g de extrato, respectivamente. As amostras obtidas pelo método
extracdo supercritica apresentaram valores que variaram de 21,56+0,011 e 49,70+0,011
mg de EAG/g de extrato.

A variagdo dos resultados encontrados para o teor de compostos fendlicos é
encontrado em diversos estudos referente & casca da romad. A composi¢do quimica das
plantas € influenciada pelo tipo de solo, local de origem, época de colheita e maturagéo,
sendo estes fatores que interferem na quantidade de compostos fendlicos existentes na
casca de romd (FADAVI et al. 2004; ORAK et al. 2012).

Akhtar et al.,(2014), Orak et al., (2012), Fischer et al (2011) e Li et al., (2009)
estudaram os compostos da romé, e relataram maior teor de fenolicos totais e flavonoides
principalmente no extrato da casca da romé quando comparada com o extrato do suco da

fruta.



96

O teor de compostos fendlicos encontrados nas diferentes extracdes da casca
da romé@ neste trabalho, demonstraram valores comparaveis aos relatados por outros
pesquisadores. Mansour e colaboradores (2013) encontraram valores entre 82,00 a 230,40
mg de EAG/ g de extrato metandlico e de 40,80 a 59,80 mg de EAG/ g de extrato de agua.
Rummun et al. (2013) encontraram no extrato metanolico da casca de romd, valores de
fendis totais equivalente a 190,27 mg GAE.gl. Manasathien et al., (2012) encontrou
valores de 380,54 mg EAG.mg™ para o extrato aquoso da casca da roma.

Arun et al.,, 2017 relatou alto teor de compostos fendlicos no extrato
metandlico da casca de roma (841,5 mg EAG / g de extrato) quando comparado ao extrato
com acetato de etila (259,3 mg EAG / g de extrato). Shams Ardekani et al., (2011)
estudaram o extrato da casca de roma pelo método de extracdo Soxhlet com solvente
acetato de etila, e obtiveram valores superiores aos encontrados nesse trabalho, que
variaram de 98,24 a 250,13 mg de EAG / g de extrato e Mushtaq et al., (2015) relatou
valor de 301,53 mg de EAG/g de extrato obtido por extracdo com fluido supercritico
auxiliado por coenzima (3,8%) a 49 °C e pH 6,7 por 85 min.

Para extratos etandlicos da casca da roma, diversos autores relataram valores
com uma variagdo muito grande entre seus valores e superiores aos encontrados nesse
trabalho. Oliveira et al. (2017) encontraram valores de 126,50 mg EAG.g. Manasathien
et al. (2012) relataram valores de 449,60 mg EAG.mg™. Morais et al. (2009) encontraram
135,89 mg EAG.mg™.

Os diferentes resultados encontrados para o teor de compostos fenélicos na
casca de romd, esta relacionado com a utilizacdo de diferentes solventes e técnicas de
extracdes, bem como a origem e a forma de cultivo da matéria-prima analisada. A Punica
granatum L. apresenta composicao quimica extremamente complexa, no entanto todos os
estudos mostram um valor considerado elevado de compostos fenolicos na mesma,
confirmando sua possivel utilizacdo como composto atividade antioxidante.

Singh et al., 2002 relatou diversos estudos referente ao teor de compostos
fendlicos para a casca de romé. Foi possivel observar que a variagdo no teor de compostos
fenolicos presentes casca de roma varia de acordo com a regido de origem, método de
extracao e o solvente utilizado. O mesmo foi possivel visualizar neste trabalho.

5.6.3 Determinacéo da atividade antioxidante pelo método DPPHe
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O método DPPHe é utilizado em mais de 90% dos estudos que avaliam a
capacidade antioxidante de substancias, sejam elas puras, misturas ou matrizes
complexas.O resultado encontrado através da Equacdo (37) refere-se a quantidade de
antioxidante necessaria para diminuir ou reduzir a concentracéo inicial do radical DPPHe
em 50%, chamado de ECso. (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; CHEN et al. 2013).

Desenvolvido em 1958 por Blois, 0 método DPPHe ¢ vem sofrendo muitas
modificacdes e adaptacdes em seus procedimentos por diversos pesquisadores, tais como
diferentes concentracdes iniciais, diferentes solventes para dissolver o DPPHe -,
diferentes tempos de reacdo e absorbancia. Como consequéncia os resultados sé&o
representador de formas diferentes, dificultando a comparagdo entre estudos
(OLIVEIRA, 2015; CHEN et al. 2013; FISHER et al. 2011).

Os extratos foram diluidos conforme metodologia descrita nas concentracdes
de 1000pg.mL?, 500 pg.mL?, 250 pg.mL?t e 150 pg.mL?, todos os ensaios foram
realizados em triplicata onde foi possivel encontrar a equacgdo da reta para cada amostra
e seu respectivo coeficiente de correlacao, e por fim calcular a atividade antioxidante (%)
e sua capacidade de reduzir 50% da concentracdo do radical DPPHe (ECsp). Os resultados
foram expressos na Tabela 18.

Quanto menor o valor do ECso maior sera a atividade antioxidante do extrato,
para uma peguena concentracdo do extrato ha uma reducdo na concentracdo do radical
DPPHe+ em 50%, mostrando uma alta atividade antioxidante do mesmo.

A elevada atividade antioxidante de casca de roma também ja foi reportada
por Fisher et al. (2011). Segundo esses autores, a atividade, medida pelos métodos ABTS
e FRAP correlacionam com o contetdo de fendlicos totais presentes na amostra.
Verificaram que tanto o Teor de Fendlicos Totais (TFT) quanto a Atividade Antioxidante

(AA) para a casca da roma foram maiores do que para o suco da fruta.

Tabela 20 — Atividade antioxidante dos extratos de casca de roma na concentracdo de
1000 pg.mL* e a capacidade de reducéo de 50% do radical DPPHe (ECso).

o ECso (mg.mL™?) AA(%)
Amostra Condicéo _ N R2
+Desvio Padréo 1000 pg.mLt
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A SC35;0 14,98 + 0,003 0,9371 11,02 + 0,001
B SC35;2,5 10,11 + 0,003 0,9820 12,44 + 0,001
C SC35;5 3,59 + 0,003 0,9971 19,85 + 0,004
D SC45;0 16,70 £ 0,002 0,9974 11,06 + 0,001
E SC45;2,5 9,15+ 0,002 0,9579 8,69 + 0,002

F SC45;5 2,88 + 0,005 0,9949 20,42 + 0,008
G SC55;0 15,24 + 0,001 0,9746 6,51 + 0,002

@) SC55;2,5 10,12 + 0,002 0,9712 8,36 + 0,002

I SC55;5 1,68 + 0,007 0,9937 31,58 + 0,004
J SoxEt 0,32 + 0,001 0,9002 91,45+ 0,001
K SoxAcet 0,35 + 0,004 0,9267 94,16 £ 0,001
L SoxHex 6,23 £ 0,001 0,9369 11,54 + 0,001
M EXtEt 0,23 + 0,002 0,9028 92,26 + 0,002
N ExtAcet 0,43 + 0,044 0,9909 93,35 + 0,002
@) ExtHex 8,27 £ 0,001 0,9856 7,93 £ 0,002

Ambas as amostras extraidas com os solventes etanol e acetato de etila,
obtidas com o extrator Soxhlet e extrator de gordura, apresentaram os menores valores de
ECso0, bem como as maiores atividade antioxidantes, sendo a amostra trés a maior entre
elas com uma AA de 93,35%=0,002. Para os extratos obtidos a partir da extracdo
supercritica, em todas as temperaturas as amostras com 5 mL de etanol foram as que
apresentaram maior atividade antioxidante, sendo a temperatura mais elevada, de 55 °C a
que apresentou maior atividade antioxidante (31,58%0,004) entre as extracOes
supercritica.

Alguns autores relataram valores para atividade antioxidante, proximos aos
encontrados neste trabalho. Singh et al., (2002) avaliaram o extrato metanoélico de casca
de roma e obtiveram atividade antioxidante de 81%. Silva et al., (2013) 80,15% de
inibicdo do radical DPPHe. Abid et al. (2017) encontrou valores que variaram de 71,11%
a 84,16% de inibicdo do radical DPPHe para diferentes cultivos da casca de roma em
extrato aquoso, variacdo de 71,73% a 96,73% para extratos etandlicos e variacdo de
77,31% a 97,82% para extratos acetonicos.

Moreira et al. (2014), encontraram valores de ECso iguais a 378,80pg.mL™
para o extrato hidroalcoolico, proximo aos valores alcancados neste trabalho, com os
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extratos de acetato de etila e etanol pelo método Soxhlet. Manasathien et al., (2012) e
Sousa de S& (2012) encontrara valores ECsp para o extrato etandlico da casca de roma
iguais a 121.65 pug.mL™? e a 47,06 pg.mL?, respectivamente. Valores de 69,49 + 9,04
ug.mL*foram encontrados por Sousa de Sa (2012) para o extrato com acetato de etila e
maiores que 243 pg.mL para extratos hexanicos e cloroférmicos.

Muller, Frojlich e Bohm (2011) acreditam que alguns compostos, por serem
lipofilicos, ndo reagem frente ao radical DPPHe. Desta forma, devido a sensibilidade de
cada método utilizado na extracdo dos compostos, bem como para determinagdo da
atividade antioxidante, os resultados poder ser divergentes entre si.

Fisher et al., (2011) reportou elevada atividade antioxidante da casca da roma
e correlacionou com o contetdo de fenolicos totais presentes na amostra. Essa tendéncia
também foi encontrada nesse trabalho, tendo em vista que as amostras J (SoxEt); K
(SoxAcet); e M (ExtEt) apresentaram maior quantidade de compostos fendlicos e alta
atividade antioxidante.

5.7 Estabilidade oxidativa do Biodiesel — Determinacéo do Periodo de inducéo.

5.7.1 Rancimat

No método Rancimat, o fluxo intenso de oxigénio e a temperatura elevada
causam vaporizacao e o arraste de moléculas de &cidos graxos de baixo peso molecular
para a agua, favorecendo a oxidagdo acelerada e indicando o periodo de indugdo
oxidativa. O grafico condutividade versus 0 tempo para as amostras submetidas a esse
método para o biodiesel sem adicdo de antioxidante esta ilustrado na Figura 29.

O tempo de inducdo de um 0leo é o tempo para se atingir nivel de rancidez
detectavel ou surpreendente mudanca na taxa de oxidagdo (Frankel, 1984; Antoniassi,
2001). O tempo de inducdo encontrado para a amostra controle, de biodiesel puro, foi de
4,38 horas, valores este abaixo do limite minimo estabelecido pela Resolucéo n° 45/2014

da ANP, que €é de 8 horas. E possivel encontrar relatos de diversos pesquisadores sobre a
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baixa estabilidade oxidativa em combustiveis derivados de 6leos vegetais e a utilizacdo
de antioxidantes sintéticos e/ou naturais para aumentar a estabilidade oxidativa dos

mesmaos e tornar possivel sua comercializacao.
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Figura 29 - Gréfico da condutividade em funcéo do tempo, da avaliacao da estabilidade
oxidativa do biodiesel comercial (controle) sem adig&o de antioxidantes.

Os antioxidantes sintéticos BHT (butil-hidroxi-tolueno) e BHA (butil-
hidroxi-anisol) foram adicionados na concentracdo de 1000 ppm, ao biodiesel para fins
de elevar o ponto de indugdo comparagdo com o antioxidante da casca de romé& oriunda
das extragdes. O grafico onde mostra o tempo de inducéo encontrado para o biodiesel
com adicdo de BHA e BHT (1000 ppm) esta representado na Figura 30, sendo obtido um
tempo de 6,91 e 7,86 horas, respectivamente. Apesar do tempo de inducéo néo atingir o
exigido pela ANP, de 8 horas ambos demonstraram eficiéncia. O valor inferior
encontrado para o antioxidante sintético BHA, quando comparado ao BHT, esta
relacionado com o seu maior potencial antioxidante em gorduras animais do que em 0leos

vegetais.
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Figura 30 - Gréafico que indica o tempo de inducdo do biodiesel aditivado com os
antioxidantes sintéticos BHA e BHT.

O aumento no tempo de inducdo quando da adicdo de antioxidantes sintéticos
no biodiesel, € relatado por diversos autores, entre eles estdo Mittelbach e Schober (2003),
Liang et al., (2006), Domingos et al., (2007), De Guzman et al (2009), Ferrari e Souza
(2009) que utilizaram em diferentes concentracGes nos biodieseis os antioxidantes
sintéticos BHA e BHT e relataram o aumento da estabilidade oxidativa quando
comparado ao biodiesel puro.
Os extratos da casca de romd foram adicionados ao biodiesel, segundo
metodologia descrita, na concentracdo de 1000 ppm, sendo os resultados expressos na
Tabela 21.
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Tabela 21- Tempo de inducdo obtido na analise Rancimat para as amostras de biodiesel
aditivadas com os extratos da casca de roma.

Tempo de Inducéo (h)

Amostra Condigéo (Desvio padr&o+0,11)

Biodiesel -- 4,38
A SC35/0 4,29
B SC35/2,5 5,46
C SC35/5 8,01
D SC45/0 4,72
E SC45/2,5 5,24
F SC45/5 7,21
G SC55/0 4,93
H SC55/2,5 5,51
| SC55/5 71
J SoxEt 5,94
K SoxAcet 11,01
L SoxHex 512
M ExtEt 6,33
N ExtAcet 11,13
0 ExtHex 4,58

Para avaliar a estabilidade oxidativa ou a susceptibilidade a oxidacdo dos
extratos da casca de roma acrescidos de antioxidantes foi submetido ao teste de oxidagédo
acelerada pelo equipamento Rancimat na mesma concentracdo avaliada para o0s
antioxidantes sintéticos. Os extratos com o solvente acetato de etila apresentaram tempo
de inducdo bem superior ao encontrado para os antioxidantes sintéticos BHA e BHT. O
extrato obtido através da extracdo convencional Soxhlet obteve um tempo de inducéo de
11,01 horas enquanto o obtido pela extragdo com extrator de gordura o tempo de inducao
foi de 11,13 horas.

Dos extratos obtidos através da extracdo supercritica, apenas um deles teve
tempo de inducdo de acordo com o previsto na legislagéo, sendo a amostra C, com adicéo
de 5 mL de cossolvente etanol na temperatura de 35°C, obteve o tempo de indug&o igual
a 8,01 horas, desconsiderando desvio padrdo negativo. Ainda foi possivel notar que a
adicéo de etanol como cossolvente influenciou positivamente no aumento do tempo de
indugdo. J& 0 aumento da temperatura de extracdo ndo influenciou no aumento do tempo
de inducdo, tendo em vista que os dois maiores valores foram na menor (35°C) e maior

(55°C) temperatura, 8,01 e 7,77 respectivamente.
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Na literatura é possivel encontrar diversos trabalhos referentes ao uso de
antioxidantes naturais no biodiesel de diversas origens, no entanto o extrato da casca de
romd nunca foi utilizado para essa finalidade. Araujo et al. (2011) utilizou a Casca da
Castanha de Caju, na concentracao de 2000 ppm, como antioxidante natural no biodiesel
de Garampara e encontrou um tempo de inducédo de 6,02 horas. Bastos et al., 2013 utilizou
na concentracdo de 3000 ppm o extrato etandlico de manjericdo no biodiesel se soja e
obteve 5,97 horas como tempo de inducdo. Bastos et al. (2013) utilizou na concentracédo
de 3000 ppm o extrato etandlico de casca de Buriti e folhas de manjericdo e encontrou
tempo de inducéo igual a 4,80 hora e 5,97 horas, respectivamente.

Santos (2014) utilizou extratos de acerola e horteld como antioxidante natural
para o biodiesel de soja, e obteve valores maiores do tempo de inducéo para o extrato
obtido pelo método Soxhlet com solvente hexano quando comparado com o solvente
etanol. Ambos os extratos obtidos pela extracdo supercritica, nas condi¢cdes de maior
temperatura (60 °C) e pressao (250 bar), apresentaram maior tempo de inducdo quando
adicionados ao biodiesel.

Todos os extratos utilizados, com exce¢do da amostra A (35 °C e 0 mL)
elevaram a estabilidade oxidativa do biodiesel, como pode ser visto na comparacéo do
tempo de inducéo para cada extrato (Figura 31). Os extratos obtidos, neste trabalho, pelo
método de extracao supercritica elevaram o tempo de inducdo do biodiesel conforme a o
aumento da adicdo de etanol, confirmando que a utilizacdo de cossolvente aumenta a
extragdo de compostos antioxidantes.

Apesar de estudos que comprovem sua acao antioxidante, bem como seu alto
teor de compostos fendlicos, ndo ha trabalhos que usem a casca de romd como
antioxidante natural para o biodiesel. Os resultados obtidos neste trabalho, em
concentracdo de 1000 ppm para as amostras C (35 °C, 0 mL), K (SoxAcet) e N (ExtAcet)
foram superiores ao esperado pela resolucdo ANP n°45/2014 de 11 horas.Ainda, em
comparagdo com estudos citados acima nota-se que, mesmo em menor concentragio

(1000 ppm) os resultados obtidos foram superiores. REVER



104

Tempo de Indugao Rancimat (h)
i-9
|

Amostra

Figura 31 — Gréfico referente ao tempo de inducédo do biodiesel com adicao dos
extratos obtidos pelo método de extracdo supercritica com e sem adicdo de etanol,
conforme item 4.9.

A Figura 31 demonstra que para o0s extratos obtidos pela extracao supercritica
ocorreu um aumento no tempo de inducdo no biodiesel, com o aumento da adicdo de
etanol para todas as temperaturas de extracgéo.

Para as extragdes convencionais utilizando equipamento Soxhlet e extrator de
gorduras, nota-se que houve maior influencia do tipo de solvente quando comparado a
variacdo do método de extracdo. Tendo em vista que os tempos de indugdes foram
maiores para o solvente acetato de etila, seguidos do etanol e hexano, isso pode ser

verificado pela Figura 32.
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Figura 32 - Grafico referente ao tempo de inducdo do biodiesel para os extratos obtidos
pela extracdo Soxhlet (Sox) e Extrator de Gordura (Ext) com variacdo de solventes
Etanol (Et), Acetato de etila (Acet) e Hexano (Hex).

E possivel encontrar varios estudos na literatura que buscam um substituto
natural para antioxidantes sintéticos utilizados no biodiesel, no entanto ha trabalhos
como os citados acima, nota-se que mesmo em concentragdo inferior (1000 ppm) os

resultados obtidos do tempo de inducéo para o biodiesel, foram inferiores ao.

5.7.1.1 Parametros Cinéticos

Os parametros cineticos da reacdo de oxidacdo do biodiesel comercial
aditivado com os extratos de casca de roma foram investigados submetendo o biodiesel
comercial, ao teste de estabilidade oxidativa acelerada (Rancimat) nas temperaturas de
110, 115, 120 e 125 °C, aditivado com os extratos de casca de roma extraidos nas

condigdes representadas por C, I, K e N, bem como aditivada com os antioxidantes
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sintéticos BHA e BHT. O tempo de inducéo encontrado nas diferentes temperaturas para
as amostras estdo expressas na Tabela 22.

Tabela 22 — Periodo de Inducdo do biodiesel com e sem adicdo de antioxidantes nas
temperaturas 110, 115, 120 e 125 °C.

Periodo de Inducéo (h)

Amostra 110°C 115°C 120 °C 125°C
Controle 4,30 2,95 2,18 1,44
BHA 7,86 5,85 4,44 2,86
BHT 6,91 4,99 3,53 2,36
C 8,01 5,562 3,89 2,82
| 7,77 5,81 3,96 2,84
K 11,01 6,63 4,57 3,66
N 11,13 6,79 4,70 3,79

O periodo de inducdo é menor com 0 aumento da temperatura para todas as
analises representadas na Tabela 22. Ainda, é possivel verificar que em todas as
temperaturas de analise o biodiesel comercial puro (controle) possui 0 menor tempo de
inducéo, o que afirma a eficacia dos antioxidantes adicionados a ele.

Com auxilio da Equacéo (1) foi possivel determinar os valores da constante
de velocidade (k) nas diferentes temperaturas de ensaio. A Tabela 23 apresenta os valores
de k encontrados para o Biodiesel comercial (controle), para os antioxidantes sintéticos
BHA e BHT e para as amostras C (SC35/5); I (SC55/5); K (SoxAcet) e N (ExtAcet), as
quais apresentaram melhor resultado no tempo de inducdo para o teste Rancimat a 110
°C.

Tabela 23 - Constante de velocidade (k) para as temperaturas de 110, 115, 120 e 125 °C
para as amostras

Amostras/ Constante de Velocidade k(h')
Temp. de analise 110°C 115°C 120 °C 125°C
Controle 0,7752 0,9594 1,2533 1,9265
BHA 0,3910 0,5372 0,6319 1,0263
BHT 0,4169 0,5579 0,7649 1,1645
C 0,4040 0,4588 0,6683 1,0021
I 0,3836 0,4306 0,7325 1,0266
K 0,2720 0,4025 0,5634 0,8114
N 0,2581 0,4140 0,6240 0,7683
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Os resultados expressos na Tabela 23 mostram que os valores de k para as
amostras contendo os extratos antioxidantes apresentam valores menores quando
comparados a amostra controle. Desta forma, indica que a reacdo de oxidacéo é reduzida
pela adicdo dos extratos de casca de roma no biodiesel, retardando as etapas de iniciacao
e propagacéo radicalar. Ainda, os resultados demonstram 0 mesmo comportamento, ou
seja, a constante de velocidade (k) é maior com o0 aumento da temperatura. Este fato esta
relacionado a dependéncia entre a taxa de velocidade da reacdo e a temperatura. A
grandeza com que k aumenta, diferencia esta dependéncia sendo bem mais acentuada para
alguns casos como para o controle e para os antioxidantes sintéticos BHA e BHT.

Segundo Tan et al., (2010) a auséncia de antioxidante e a presenga de
insaturacdes na estrutura do biodiesel aumenta a constante de velocidade, sendo que o
valor de k esta relacionado com a estrutura dos &cidos graxos além da presenca de
antioxidantes no biodiesel. O aumento da temperatura aumenta a energia de impacto das
colisBes entre as moléculas, fazendo com que aumente a probabilidade de mais moléculas
excederem a energia de ativacdo formando mais produtos de oxidacdo, por isso, observa-
se que os valores de k elevam-se com o0 aumento da temperatura. (MAIA et al., 2011).

A energia de ativacdo (Ea) da reacdo é a energia necessaria para que ocorra
um rearranjo molecular com energia suficiente para tornar viavel a formacao de produtos,
sendo desta forma um parametro cinético importante para o estudo da reacéo de oxidacgéo
do biodiesel (SILVA etal., 2013; COUTINHO et al., 2015). Pode ser determinada a partir
dos dados cinéticos experimentais aplicados na equacao de Arrhenius, esta por sua vez
expressa a relacdo quantitativa entre a temperatura, a constante de velocidade e a energia
de ativacdo.

Os antioxidantes elevam a Ea da reacdo de oxidacdo do biodiesel evitando-a
por um periodo maior. Ainda, segundo Borsato et al., (2014) quanto mais elevada for a
energia de ativagdo, mais forte sera a dependéncia entre constante de velocidade e a
temperatura. Na Tabela 24 sdo apresentados os valores da energia de ativagido (Ea)
obtidas.

Alguns estudos sugerem que o valor da Ea deve aumentar com a adigéo de
extratos antioxidantes, pois a barreira energética deve ser maior dificultando o inicio da
reacdo de oxidacdo quando comparado com o controle. Esse comportamento foi
verificado para o antioxidante sintético BHT e para as amostras | (SoxEt), K (SoxAcet) e

N (ExtAcet), com antioxidante natural extraidos da casca de rom4, indicando que as
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adicOes desses antioxidantes se mostraram efetivas quanto a barreira energética para

inicio da oxidacao.

Tabela 24- Energia de ativacdo para as amostras de biodiesel comercial com e sem adi¢édo
de antioxidante.

Energia de ativacéo

Amostra Condicoes KJ.mol?
Controle Biodiesel Comercial 84,8824
BHA -- 78,6784
BHT -- 86,0300

C SC35°C/5 mL 80.3920

| SC55°C /5 mL 90.0168

K SoxAcet 91,5888

N ExtAcet 91,8696

Dentre os ensaios realizados as amostras contendo antioxidante sintético
BHA e antioxidante natural extraido conforme condicdo da amostra C (SC35/2,5),
guando comparados a Ea do controle (84,8824) nao respeitaram a relacdo descrita acima,
sendo que a Ea foi de 78,6784 e 80,3920 respectivamente.

Hashemi et al., (2015) afirmam que reacfes com alta energia de ativagédo
possuem maior sensibilidade a variacbes de temperatura do que rea¢ées com baixa Ea.
Desta forma, a mudanca de temperatura da reacdo tem um efeito significativo nas reacoes
com alta energia de ativacdo. Segundo Gregério et al., (2017) ndo se pode considerar
apenas a relagdo entre os reagentes e a temperatura em que ocorre a oxidacéo, deve-se
levar em conta que a reacdo quimica é mais complexa, apresentando mecanismos
predominantes que independem da temperatura, fazendo-se necessario determinar a
energia aparente dessas amostras, desta forma, o que explica os resultados com baixa
energia de ativacdo encontrado em algumas amostras (SILVA-CARVALHO et al., 2017).

Graficamente a Ea é dada pelo coeficiente angular da reta e demonstra que
quanto mais elevada a energia de ativagdo, mais inclinada sera a reta, e mais forte sera a
dependéncia entre a constante de velocidade e a temperatura (BORSATO et al., 2014).
As Figuras 33 a 37 apresentam os graficos In k versus 1/T para os ensaios realizados com
0 controle puro e aditivado com os as amostras C (SC35/2,5), | (SC55/5), K (SoxAcet),
N (ExtAcet), BHA e BHT.
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Figura 33 - Gréfico da Equacdo de Arrhenius para a reacdo de oxidacao do biodiesel
comercial puro (Controle).
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Figura 34- Gréfico da Equacdo de Arrhenius para a rea¢do de oxidacéo do biodiesel
aditivado com BHA.
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Figura 35 - Gréafico da equacdo de Arrhenius para a reacdo de oxidacao do biodiesel

aditivado com BHT.
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Figura 36- Grafico da equacdo de Arrhenius para a reacdo de oxidacdo do biodiesel
aditivado com extrato C. Condicéo de extragdo Supercritica na temperatura de 35 °C,

com 5 mL de etanol e Pressdo de 200 bar.
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Figura 37 - Gréafico da equacdo de Arrhenius para a reacdo de oxidacao do biodiesel
aditivado com extrato I. Condicdo de extracdo Supercritica na temperatura de 55 °C,

com 5 mL de etanol e Pressdo de 200 bar.
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Figura 38- Gréfico da equacgdo de Arrhenius para a reacdo de oxidacao do biodiesel
aditivado com extrato K. Condicdo de extracdo com equipamento Soxhlet e solvente

Acetato de Etila.
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Figura 39 - Gréafico da equacdo de Arrhenius para a reacdo de oxidacao do biodiesel
aditivado com extrato K. Condicao de extragdo com equipamento Extrato de Gordura e
solvente Acetato de Etila

O comportamento polinomial é utilizado para corrigir os desvios causados
pelo modelo de Arrhenius. Segundo Aquilanti et al., (2010) classificamos o
comportamento do ajuste polinomial em concavo ou convexo. Para 0 comportamento
concavo, a energia de ativacdo aumenta com 0 aumento da temperatura e em caso de
convexo, a Ea decresce com o aumento da temperatura (CHENDYNSKI et al., 2017).

A amostra N (ExtAcet) (Figura 39) em que foi utilizado o extrator de gordura
e acetato de etila foi a Unica amostra que obteve comportamento convexo, enquanto a
amostra K (SoxAcet) (Figura 38) utilizando o Soxhlet e acetato de etila, apresentou
linearidade, ndo possuindo um desvio significativo, como o proposto por Arrhenius,
indicando que o modelo polinomial ndo contribui para a melhora do ajuste dos dados

experimentais.
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5.7.1.2 Parametros Termodinamicos

Os parametros termodinamicos foram obtidos, a partir dos valores das constantes
de velocidade, conforme apresentado na Tabela 23, foram calculados os valores de
entalpia (AH?) e entropia (AS*) por meio da Equacio (6) e Energia Livre de Gibbs média
(AGY) pela Equacdo (7), todas relativas ao estado ativado. Os resultados sdo apresentados

na Tabela 7.

Tabela 25- Valores de Entalpia (AH* ), Entropia (AS* ) e Energia Livre de Gibbs (AG¥)
para as amostras analisadas.

AH* AS? AG?
Amostra (KJ.mol?) (KJ.mol?) (KJ.mol?)

CONTROLE 70,6062 -59,9804 23,4949
BHT 82,7741 -38,4260 97,7794
BHA 74,1382 -61,4171 98,1215

C 75,1811 -58,9387 98,1967

| 84,9257 -33,9784 08,1942

K 88,4009 -26,9666 98,9314

N 90,2681 -22,1357 08,9121

A entalpia (AH?) é a variacio de energia do sistema nas reagdes de oxidac&o,
correspondendo a energia necessaria para que a reacao de oxidacdo seja favoravel.
Segundo Spacino et al., (2015) os valores altos de entalpia mostram que para ocorrer a
reacao, ha um consumo maior de energia, indicando ainda que a rea¢do possui natureza
endotérmica. A adi¢do de antioxidantes gera valores de AH* maiores que os observados
pela a amostra controle, isso foi verificado em todas as amostras estudadas quando
comparada ao controle.

O parametro AS* estd diretamente ligado com a formacdo de espécies no
estado ativado durante o processo de oxidagdo. Quando ha unido dos compostos para
formacgéo do complexo ativado, ocorre um decréscimo no numero de espécies livres, desta
forma o parametro AS* se torna negativo. Da mesma forma, quando ha um acréscimo no
namero de moléculas no meio, o grau de desordem do sistema aumenta e torna o valor de
entropia menos negativo (maior valor) (SPACINO et al., 2015; ANGILELLI et al.,
2017D).
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Para os valores obtidos experimentalmente, a amostra utilizando antioxidante
sintético BHA, apresenta valor mais negativo que a amostra controle, o extrato C
demonstrou valor proximo ao encontrado para o controle. Contudo, as demais amostras
seguem o previsto, apresentam valores menos negativos e indicam que houve um
acréscimo na desordem do sistema, devido a um maior numero de moléculas.
(GREGORIO et al., 2017).

A variacdo de energia durante a reacdo de oxidacdo é entendida como a
Energia Livre de Gibbs, representada por AG*. Valores mais positivos indicam processos
endergbnicos, menos favoraveis de ocorrerem. Para o0s valores obtidos
experimentalmente, expressos na Tabela 25 é possivel observar que todos os valores sdo
maiores que o da amostra controle, isto €, devido a natureza endotérmica da formacéo do

complexo ativado.

5.8 Calorimetria Exploratéria Diferencial — DSC

A Resolucdo 45/2014 da Agéncia Nacional do Petréleo, Géas natural e
Biocombustiveis, determina conforme norma EN 14112 a estabilidade oxidativa do
biodiesel, onde emprega o aparelho Rancimat para encontrar o tempo de inducdo do
biodiesel que pela Resolugdo é de 8 horas a 110 °C. Por outro lado, a calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) é um método que vem sendo utilizada por diversos
pesquisadores para analisar a oxidacdo de combustiveis, biocombustiveis, éleos entre
outros (SANTOS et al., 2009; LOPEZ-BACEIRO et al., 2010).

As curvas DSC tragadas para o controle (Biodiesel comercial puro) e para os
antioxidantes sintéticos BHA e BHT estdo representados na Figura 40. O inicio da
oxidacéo é sinalizado por um aumento brusco da temperatura da amostra, onde por meio
de retas tangentes, € possivel obter a temperatura onde inicia-se a oxidagdo do biodiesel,

representado na Figura 40 como o ponto P.
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Figura 40 - Curva referente a analise DSC para o biodiesel comercial puro e aditivado
com os antioxidantes BHA e BHT.

No ponto mais extremo das curvas, encontra-se a temperatura relacionada
com o equilibrio entre a formacao de radicais livres, radicais perdxidos e superoxidos. As
demais temperaturas encontradas estdo relacionadas com a formacdo dos compostos
estaveis na fase de terminacdo da autoxidacdo (TAVARES et al., 2011; CORDEIRO,
2011).

A temperatura de oxidacao do biodiesel comercial puro (controle) foi de 166
°C, para os antioxidantes BHA e BHT foram de 175 e 174 °C, respectivamente. Através
das temperaturas de oxidacdo € possivel encontrar o tempo de inducdo oxidativo pelo
método DSC sendo de 28,17 minutos para o biodiesel, para 0 BHT de 29,50 minutos e
31,42 minutos para 0 BHA. Foi possivel verificar que houve um aumento no valor do
tempo de inicio da oxidagdo do biodiesel apds a utilizacdo dos antioxidantes sintéticos,
estando de acordo com diversos estudos referente ao uso de antioxidantes sintéticos no
biodiesel (VALLE, LEONARDO E DWECK, 2014; TAVARES et al., 2012).
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Stavinoha e Kline (2001) demonstraram que o P-DSC é uma técnica adequada
para avaliar antioxidantes na resisténcia a oxidacao em biodiesel. Tavares et al., (2009)
relataram que as mudancas de temperatura causado pela analise DSC na amostra, ocorre
devido a diversas reacdes quimicas como reacdes de desidratacdo, dissociacdo ou
decomposi¢do bem como a reacdo de oxidacdo. Valle, Leonardo e Dweck (2014),
avaliaram o periodo de indugdo para o biodiesel de soja empregando o BHT como
antioxidante sintético, pelos métodos de analise, DSC, Rancimat e PetroOXY, e
encontraram o0 aumento no tempo de inducdo oxidativa com 0 aumento da concentracdo
de antioxidante para todos os métodos.

A andlise DSC foi realizada para o biodiesel adicionados dos extratos de casca
de romd, onde foi possivel encontrar a temperatura em que ocorreu a oxidagdo bem como
0 tempo aproximado para que a oxidacao ocorra, tais valores estdo descritos na Tabela
26.

Tabela 26 — Resultados encontrados para as analises DSC no biodiesel aditivado com os
extratos de casca de roma.

Amostra Condicéo Temperatura (°C) Tempo (min.)
A SC35/0 167 27,50
B SC35/2,5 168 27,25
C SC35/5 176 31,25
D SC45/0 166 29,42
E SC45/2,5 168 30,00
F SC45/5 172 29,67
G SC55/0 170 28,25
H SC55/2,5 168 28,75

I SC55/5 174 30,42
J SoxEt 173 29,25
K SoxAcet 178 30,42
L SoxHex 169 28,17
M ExtEt 169 30,25
N ExtAcet 177 31,42
O ExtHex 167 28,33

O biodiesel sem adicdo de antioxidante obteve o tempo de oxidagéo igual a
28,17 minutos de anélise, desta forma pode-se notar que dentre os extratos analisados as
amostras A (SC35/0) e B (SC35/2,5) mostraram ineficiéncia como antioxidante, pois o
tempo de oxidacdo foi inferior ao biodiesel puro. O extrato N (ExtAcet), na condicéo de

extragdo com extrator de gordura utilizando solvente acetato de etila, foi o0 que apresentou
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maior tempo de inducdo oxidativa (31,25 min) equiparando ao valor encontrado para o
antioxidante sintético BHA. Em seguida, a amostra C (SC35/5), na condigdo de extracao
supercritica com adicdo de 5 mL de cossolvente etanol, demonstrou um tempo de inducgéo
equivalente a 31,25 minutos.

Polavka et al, (2005); Arain et al, (2009); Moser (2009); Ramalho et al,
(2011) compararam os resultados obtidos utilizando o equipamento Rancimat e a técnica
DSC para determinacdo da estabilidade a oxidacdo, e foi possivel verificar que é
enfatizada a coeréncia entre os resultados obtidos pelas técnicas citadas. Neste trabalho
foi possivel notar certa coeréncia nos tempos de inducédo, sendo que para ambos 0s testes
aamostra N (ExtAcet) foi a que apresentou maior tempo de indugéo, sendo de 11,13 horas
para 0 Rancimat e 31,42 minutos para o DSC.

Quando relaciona-se o tempo de inducdo dos testes Rancimat e DSC com o
Teor de Fendlicos totais (TFT) nota-se que ndo ha uma relacdo direta entre os resultados
encontrados. Segundo Dunn (2005), alguns antioxidantes fenolicos possuem alta
volatilidade e suscetibilidade a oxidacdo, tornando-se sua eficiéncia baixa em

temperaturas muito elevadas.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho foi desenvolvido para estudar a casca de roma como possivel
substituinte dos antioxidantes sintéticos no biodiesel, analisando os métodos de extracao,
convencional e supercritico, atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos
presentes nos extratos obtidos, bem como sua composi¢cdo quimica, por fim o teste de
estabilidade oxidativa a 110 °C com equipamento Rancimat, avaliou que alguns extratos
possuiram melhor tempo de inducdo quando comparado a antioxidantes sintéticos BHA
e BHT.

A partir dos resultados conseguidos neste trabalho, pode-se afirmar que a casca de
roma pode ser utilizada para obtencdo de extratos que apresentam atividade antioxidante.
A extracdo utilizando CO2 supercritico, apresentou maior rendimento quando foi
adicionado um cossolvente (etanol), sendo que a quantidade de cossolvente e a
temperatura influenciaram estatisticamente na obtencdo do extrato. Para os extratos
obtidos pelos métodos convencionais (Soxhlet e extrator de gordura — Goldfish ), apesar
do alto rendimento obtido com solvente etanol, a seletividade dos compostos extraidos
foi menor quando comparado a solventes mais apolares.

A modelagem matematica resultou em uma boa aproximacdo dos dados do
modelo com os experimentais, sendo possivel a determinacdo das curvas cinéticas das
extracdes experimentais e simuladas usando o modelo proposto por Sovova (1994).

Nos extratos obtidos foi possivel identificar a presenca de compostos
antioxidantes como a, B e y-Tocoferol, além da presenca doacido palmitico, esqualeno,
5-hidroximetilfurfurale, compostos siloxanos, entre outros compostos minoritarios. A
presenca de compostos antioxidantes esta de acordo com o teor de compostos fenolicos
(TFT) pelo método FolinCiocalteau e a atividade antioxidante (AA) pelo método DPPHe.

Com relagéo a estabilidade oxidativa dos extratos no biodiesel, obtidos pelo
método Rancimat,pode-se verificar que 0s extratos convencionais (método com Soxhlet
e extrator de gordura — Goldfish), com solvente acetato de etila apresentaram tempo de
estabilidade oxidativa de aproximadamente 11 horas superior ao exigido pela ANP que
determina tempo minimo de 8 horas e muito superiores ao biodiesel aditivado com o0s

antioxidantes sintéticos BHA e BHT de 6,91 e 7,86 horas, respectivamente. O extrato
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supercritico nas condicGes de 35 °C e 5 mL de cossolvente apresentou 0 mesmo
comportamento com tempo de inducdo igual a 8,01 horas.

Através da cinética realizada no equipamento Rancimat para o biodiesel puro,
as amostras com maior tempo de inducdo oxidativa (C, I, K e N) e os antioxidantes
sintéticos BHA e BHT foi possivel determinar os pardmetros cinéticos e termodindmicos
que comprovam de forma qualitativa a eficiéncia ou ndo dos extratos.

O método DSC para obtencdo do tempo de oxidacdo do biodiesel aditivado
com o0s extratos se mostrou eficiente, tendo em vista que a amostra N (extracdo
convencional acetato de etila) e C (supercritico 35 °C e 5 mL de cossolvente)
demonstraram maiores valores de tempo de oxidacdo, no entanto para outras amostras
ndo foi possivel obter correlacdo dos valores.

Desta forma, acredita-se que para 0s extratos convencionais, houve maior
influencia do solvente utilizado na extracdo do que 0 método, tendo em vista que, para o
acetato de etila o tempo de inducdo foi praticamente o mesmo. Para os extratos
supercriticos o tempo de indugdo oxidativa quando aditivados ao biodiesel puro aumentou
com a adicdo docossolvente.

Finalmente, conclui-se que a casca de roma pode ser utilizada para obtencédo
de extratos com atividade antioxidante, pois verificou-se 0 aumento da estabilidade
oxidativa do biodiesel aditivados com os extratos, desta forma sendo considerado um
possivel substituinte dos antioxidantes sintéticos, sendo que, alguns extratos necessitam

de concentragcdes maiores para elevar o tempo de estabilidade oxidativa.
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