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RESUMO

O biodiesel € um biocombustivel obtido por meio da reacéo transesterificacao de 6leos
vegetais ou gordura animal com &lcool em meio a um catalisador. Entre as
desvantagens relativas a utilizacao do biodiesel, tem-se a baixa estabilidade oxidativa,
que, contudo, pode ser contornada com a adicdo de antioxidantes sintéticos ou
naturais. O B-caroteno, um antioxidante natural, apresenta-se em altas concentracées
no buriti (Mauritia flexuosa) e pode contribuir para 0 aumento da estabilidade do
biodiesel obtido desse fruto. Diante 0 exposto, objetivou-se neste trabalho, avaliar a
concentracado de [(B-caroteno presente durante o processo de producdo do biodiesel
de buriti, bem como o estudo da estabilidade oxidativa pelo método de Rancimat.
Visando obter a melhor condicdo para a extracdo do B-caroteno, dois métodos de
extragdo foram propostos, a extragcao convencional (EC) foi realizada com o auxilio de
agitacdo mecanica e a extracao assistido por ultrassom (EAU). A avaliacdo do melhor
tipo de solvente extrator (acetona, etanol, metanol e acetonitrila) foi realizada com
cerca de 0,1 g de polpa submetida ao planejamento de misturas centroide simplex
com 10 mL de solugéao extratora, com agitacao de 250 rpm por 15 min e, posterior
centrifugacdo a 3500 rpm por 10 min a extracdo assistida por ultrassom foi
desenvolvida de maneira similar, com 15 min sob influéncia da radiacdo e posterior
centrifugacéo, o sobrenadante foi coletado e teor de B-caroteno lido por UV-Vis. A
medida da estabilidade oxidativa do biodiesel foi conduzida de acordo com a norma
EN 14112 empregando o equipamento Rancimat, nas temperaturas de 110, 120 e 130
°C. Os resultados dos experimentos propostos pelo planejamento foram estudados
pelo modelo linear, quadratico e cubico especial. O modelo cubico especial ndo
apresentou falta de ajuste e foi o que melhor descreveu os experimentos, explicando
cerca de 98,40 % da variancia dos dados para a EC e de 98,2% para a EAU, a energia
ultrassom teve influéncia positiva na extracdo do antioxidante em que, a melhor
condicdo de extracao foi obtida pelo método EAU, com o modelo cubico especial
propondo a condigéo 6tima para extracdo a mistura de 75% acetona e 25% etanol. O
processo de transesterificagdo metilica ndo influenciou significativamente no teor de
B-caroteno presente no 6leo e no biodiesel de buriti, com valores de 3,95 + 0,24 mg g
1 e 3,49 £ 0,08 mg g, respectivamente. Com realizacédo do teste da estabilidade

acelerada pelo método de Rancimat, conclui-se que biodiesel de buriti apresenta



elevado ponto de indugdo a 110 °C (49,39 h), além de uma vida de prateleira a 25 °C
estimada em 2,81 anos. O 6leo de buriti, quando submetido ao teste em Rancimat,
em condicfes iguais ao biodiesel, nas temperaturas de 130 e 120 °C apresentou TI
de 11,72 e 21,13 h; proximo aos valores encontrados para o biodiesel (11,50 e 24,22
h).

Palavras-chave: buriti; carotenoides; 3-caroteno; centroide simplex; antioxidantes;
biodiesel.



ABSTRACT

Biodiesel is a biofuel obtained through the transesterification reaction of vegetable oils
or animal fat with alcohol in the medium of a catalyst. Among the disadvantages related
to the use of biodiesel is the low oxidative stability, which, can be overcome by the
addition of synthetic or natural antioxidants. 3-carotene is a natural antioxidant, present
in high concentrations in buriti (Mauritia flexuosa) and may contribute to increase the
stability of the biodiesel obtained from this fruit. Therefore, the objective of this work
was to evaluate the B-carotene concentration present in the buriti biodiesel production
process, as well as the study of oxidative stability by the Rancimat method. In order to
obtain the best condition for the extraction of 3-carotene, two extraction methods were
proposed, conventional extraction (CE) was performed with the aid of mechanical
agitation and ultrasonic assisted extraction (UAE). The evaluation of the best type of
extractive solvent (acetone, ethanol, methanol and acetonitrile) was carried out with
about 0.1 g of pulp submitted to the simplex centroid design, with 10 mL of extractive
solution, with agitation of 250 rpm for 15 min and subsequent centrifugation at 3500
rpm for 10 min. The ultrasonic assisted extraction was developed, with 15 min under
influence of the radiation and subsequent centrifugation, the supernatant was collected
and B-carotene content read by UV-Vis. The measurement of oxidative stability of
biodiesel was conducted according to EN 14112 using Rancimat equipment at
temperatures of 110, 120 and 130 ° C. The linear, quadratic and special cubic model
studied the results of the experiments proposed by the planning. The special cubic
model presented no lack of fit and was the one that best described the experiments,
explaining about 98.40% of the data variance for the CE and 98.2% for the UAE.
Ultrasonic energy had a positive influence on the extraction of the antioxidant in which
the best extraction condition was obtained by the UAE method, with the special cubic
model proposing the optimum condition for the extraction of the mixture of 75%
acetone and 25% ethanol. The methyl transesterification process did not significantly
influence the content of B-carotene present in the oil and buriti biodiesel, with values
of 3.95+0.24 mg g -1 and 3.49 £ 0.08 mg g -1, respectively. With the realization of the
stability test accelerated by the Rancimat method, it is concluded that buriti biodiesel
presents high induction point at 110 ° C (49.39 h), in addition to a shelf life at 25 ° C

estimated at 2.81 years. Buriti oil, when subjected to the Rancimat test, under



conditions equal to biodiesel, at temperatures of 130 and 120 ° C, presented TI of
11.72 and 21.13 h; close to the values found for biodiesel (11.50 and 24.22 h).

Keywords: buriti; carotenoids; B-carotene; simplex centroid design; antioxidants;
biodiesel.
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1 INTRODUCAO

Os impactos no meio ambiente provocados pelo uso de combustiveis fosseis
motivaram a busca de novas fontes de energia obtidas a partir de matérias-primas
renovaveis [2,3]. O biodiesel € um combustivel renovavel e biodegradavel obtido a
partir da reacéo de transesterificacado de 0leos vegetais ou gordura animal com alcool
em meio a um catalisador adequado. Diferentemente dos combustiveis convencionais
gue sao relativamente inertes, o biodiesel passa por um processo de degradagéo mais
acelerado, que com o tempo pode mudar suas caracteristicas [1]. Assim, garantir que
o produto final esteja em conformidade com os padrdes de comercializacdo tem sido
uma grande preocupacao para os produtores de biodiesel.

O Oleo de soja é atualmente a principal matéria-prima para a producdo de
biodiesel [4], todavia, devido a sua composicdo majoritaria de acidos graxos
insaturados (linoleico, oleico e linolénico) apresenta baixa estabilidade oxidativa,
ocasionando a formacao de peréxidos [5] o que dificulta 0 armazenamento e diminui
a eficiéncia [6]. Em geral, o processo de oxidagao do biodiesel ocorre em trés etapas,
primeiro, tem-se a etapa de inducdo, onde os radicais livres reagem primeiramente
com 0s compostos antioxidantes, em vez dos ésteres metilicos de acidos graxos, na
segunda etapa, cerca de 80-90% dos antioxidantes foram consumidos e o oxigénio
ataca os ésteres metilicos, na Ultima etapa, a degradacéo do perdxido excede a taxa
de formagé&o e qualidade do biodiesel diminui significativamente [3,7].

As posicdes alilicas a duplas ligagdes sdo mais vulneraveis a ocorréncia da
oxidacdo. Os acidos graxos com ligacdes duplas interrompidas por metileno, como
por exemplo, acido linoleico (C18:2), sdo mais favoraveis a oxidacdo, pois contém
grupos metileno que séo alilicos a duas ligacdes duplas [6]. O &cido linolénico (C18:3)
€ ainda mais suscetivel a oxidacédo, pois apresenta dois grupos metileno entre duplas
ligacdes. Tudo isso torna o biodiesel relativamente instavel durante o armazenamento
e os produtos residuais formados a partir da degradacéo, podem causar problemas
no motor, como entupimento e corrosdo das partes metélicas [5,8]. E por isso que a
estabilidade oxidativa € um critério importante para um biodiesel de qualidade.

Por meio da eliminagédo das condi¢cbes que promovem a oxidagdo ou pela
adicdo de antioxidantes é possivel retardar a degradacdo do biodiesel evitando a

ocorréncia de reacdes quimicas indesejaveis [9]. Os antioxidantes sintéticos sao os
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mais utilizados na industria alimenticia, cosmética e de combustiveis, entre 0s mais
empregados estado o Butil-hidroxitolueno (BHT), Butil-hidroxi-anisol (BHA), terc-butil-
hidroquinona (TBHQ), galato de propilo (GP) e pirogalhol (PA), porém entre as
desvantagens da utilizacdo desses compostos esta de reaclOes alérgicas no
organismo humano e a elevada toxicidade advinda da utilizagio dos naftéis [10,11].

Os antioxidantes ocorrem naturalmente em 6leos vegetais; 0s mais comuns sdo
tocoferais, alguns acidos organicos, como acido citrico, acido ascorbico (vitamina C),
flavonoides e os carotenoides [5,12]. Os carotenoides sdo pigmentos naturais
responsaveis pelas coloracdes amarelo, laranja e vermelho, sintetizados por algas,
plantas e bactérias fotossintéticas, apresentam atividade antioxidante e contribuem
para a reducédo do risco de cancer, doencas cardiovasculares e degenerativas, dentre
suas funcdes nutricionais, destaca-se a de ser precursor da vitamina A. Os compostos
que abrangem tais substancias sdo os isoprendides que possuem dupla ligacédo
carbono-carbono e formam uma estrutura conhecida como croméforo [13].

O B-caroteno (CaoHss), um carotenoide ciclico, € largamente utilizado na
industria alimenticia para retardar o processo de oxidacdo dos alimentos. E um
hidrocarboneto lipofilico altamente conjugado em que as onze liga¢bes duplas, duas
das quais estdo localizadas nos anéis 3, atuam como grupo croméforo na molécula,
sendo responsavel pela absorcdo de luz, observa-se que a maxima protecao € dada
por aqueles que tém nove ou mais ligagcdes duplas. O B-caroteno esta presente nos
legumes, como a cenoura, na manga, acerola e em frutos da familia
Palmae/Arecaceae [14].

Dentre os frutos da familia Arecaceae, o buriti (Mauritia flexuosa), planta nativa
do Brasil, tem a regido nordeste como principal produtora, sendo responséavel por
cerca de 70% da producdo brasileira, o buriti é utilizado na alimentagcédo na forma de
doces, sucos e licor [15]. O 6leo extraido do fruto do buriti apresenta elevada
concentracdo de carotenoides, principalmente o [-caroteno o que propicia uma
matéria prima rica em antioxidantes naturais e com potencialidade para aplicacéo na
industria alimenticia, farmacéutica e para a producdo de biodiesel com elevada
estabilidade oxidativa [16-18].

De acordo com a literatura, os ésteres altamente saturados perdem sua
estabilidade rapidamente quando contém baixo nivel de antioxidantes [19]. Os

carotenoides, naturalmente presentes nos 6leos vegetais, ajudam a proteger os 6leos



contra a oxidacédo induzida pelo contato com o ar, com a luz ou o ocasionado por altas
temperaturas, porém, a maioria desses antioxidantes naturais pode ser perdida na
reacao de transesterificacdo ou durante o processo de lavagem do Biodiesel [12,20].

Em face a problemaética relativa a estabilidade dos biocombustiveis, objetivou-
se nesse trabalho avaliar a concentragdo de [(-caroteno presente na etapa de
producdo do biodiesel de buriti, bem como o estudo da estabilidade oxidativa pelo

método de Rancimat de acordo com a normativa EN 14112.



Capitulo 1

Otimizagao da extragcao de B-caroteno da polpa de Buriti (Mauritia

flexuosa)



1 OBJETIVO

O objetivo do trabalho apresentado neste capitulo consiste no estudo da
otimizacdo da extragdo por solventes de [B-caroteno na polpa fresca de buriti
empregando planejamento de misturas, e avaliacdo dos métodos de extracdo
convencional (EC) e a extracao assistida por ultrassom (EAU).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Buriti (Mauritia flexuosa)

2.1.1 Palmeira do Buriti

A floresta tropical amazénica inclui as areas mais ricas em biodiversidade do
mundo, incluindo um grande numero de recursos alimentares com interessantes
moléculas biologicamente ativas. A palmeira do buriti € nativa da América do Sul
sendo abundante na regido da Amazénia, é conhecida pelos nomes de buriti, buriti-
do-brejo, carandai-guacgu, coqueiro-buriti, palmeira-dos-brejos, buritizeiro, meriti e
miriti. Tal palmeira se desenvolve em terrenos baixos com grande oferta de agua,
como nas margens de rios, areas brejosas ou permanentemente inundadas, formando
aglomerados de arvores chamados de buritizais que sdo predominantes na regiao
Norte do Brasil e encontrados no estado do Maranh&o, Piaui, Bahia, Ceara, Distrito
Federal, Minas Gerais e Mato Grosso [21].

A palmeira do buriti apresenta caracteristicas botanicas notaveis, podendo
atingir 34 a 40 m de altura, apresentam crescimento lento e uma grande longevidade
em que arvores com mais de 10 m podem ter entre 100 a 400 anos. Espécimes adultos
apresentam uma coroa esférica com grandes folhas compdsitas em formato de leque
que podem atingir 6 m de comprimento [22]. Tal espécie € chamada de “arvore da
vida” pelos povos indigenas e é totalmente aproveitada por comunidades em areas
de extracdo. Sua safra vai de dezembro a julho e tem um rendimento maximo no més
de abril. Cada palmeira de buriti produz uma média de oito flores, e cada flor produz
aproximadamente 500 frutas com uma produgédo média de 290 kg por palmeira por



ano, resultando com cada hectare de aglomerados de buritizais fornecendo cerca de
23 toneladas de frutos por ano podendo ter um rendimento de 380 kg de 6Oleo [23].

2.1.2 Fruto da Palmeira de Buriti

O fruto da palmeira de buriti € conhecido como buriti (Mauritia flexuosa) ou coco
buriti e pertence a familia Aracaceae, € composto por cerca de 20% de epicarpo (pele
ou casca), 10% a 20% de mesocarpo (polpa), 15% a 20% de endocarpo (revestimento
que protege a semente) e 40% a 45% de sementes, contendo até trés sementes por
fruto [24]. Tem também a caracteristica de ser uma fruta pequena com cerca de 4 cm
a 7 cm de comprimento e entre 3 cm a 5 cm de diametro, com um peso que varia de
25ga40g[21,22]

O epicarpo dessa fruta é formado por pequenas escamas de coloracdo
castanho-avermelhada apresentando rica concentracdo de [(-caroteno, o seu
mesocarpo é uma fina camada comestivel que possui uma coloracdo amarelo-
alaranjada que também tem um alto teor de B-caroteno, um sabor agridoce e uma
consisténcia gordurosa. Essa camada de polpa é amplamente consumida na forma in
natura, em formas processadas de sucos, doces, sorvetes, geleias, vinhos e 6leos
[16,21].

Dentre todas as camadas do fruto do buriti, a polpa apresenta elevados teores
de nutrientes importantes, compostos fendlicos totais, vitaminas, minerais, fibras
dietéticas sollveis e insoluveis e carotenoides, sdo exemplos de compostos com
aplicacdes relevantes para a industria de alimentos, farmacos e cosméticos que estao
presentes em abundéancia na polpa do buriti [25]. Na industria cosmética, o buriti é
utilizado na formulacédo de protetores solares, cremes e 6leos para o tratamento da
pele. O 6leo extraido do fruto do buriti € popularmente usado contra queimaduras,
como um potente vermifugo [22]. Essas atividades séo atribuidas principalmente aos
carotenoides e tocoferais, principais compostos do 6leo [25].

Em relagéo ao teor de carotenoides no buriti, em um estudo comparativo entre
diferentes frutos do cerrado brasileiro como o araca (Psidium guineense), buriti
(Mauritia flexuosa), cagaita (Eugenia dysenterica), caja (Spondias mombin), mangaba
(Hancornia speciosa) e marolo (Annoa crassiflora), o buriti apresentou o maior teor de

carotenoides, com cerca de 2,85 mg de licopeno e 4,65 mg de B-caroteno em 100 g



de sua polpa respectivamente. No entanto, a concentracdo de todos esses compostos
pode variar consideravelmente devido aos diferentes tipos de cultivo, clima e solo em
gue sao produzidos e também pela forma de processamento e conserva [25].

Diante disso, o buriti € uma importante fonte natural de tais compostos bioativos
e principalmente do 3-caroteno, isso porque, tal matriz alimentar apresenta grandes
concentragbes desse carotenoide. Assim, como o [-caroteno possui inUmeras
aplicacoes para alimentos, farmacos e cosméticos, a polpa do buriti tornou-se alvo de
estudos para sua utilizacdo em métodos de extracdo do B-caroteno e os demais

compostos nutrientes e antioxidantes [16,23].

2.2 Pigmentos Naturais

Os pigmentos estéo entre as classes de compostos quimicos mais importantes,
apresentando diversas cores e fungbes nos mais variados organismos, as principais
classes de pigmentos sdo as clorofilas, carotenoides, flavonoides e as betalainas.
Cada classe possui uma estrutura quimica basica e a partir de variagdes estruturais
nessas unidades, tem-se a formacgao de subprodutos, que diferem em coloracéo e
funcdes biolégicas. Devido a intensa coloracao nos vegetais, esses compostos estdo
relacionados atracdo de animais para a polinizacdo das flores e a dispersdo de
sementes, sdo também responsaveis pela coleta de luz durante a fotossintese, a
protecdo contra danos fotooxidativos e a regulacdo do desenvolvimento [26].0s
pigmentos também sdo conhecidos por terem beneficios nutracéuticos (suplementos
alimentares) funcionando em sua maioria como nutrientes essenciais e provitaminicos
[27,28].

2.2.1 Carotenoides

Entre as classes de pigmentos naturais, os carotenoides destacam-se pela
intensa coloracdo que varia entre amarelo e vermelho, esses compostos sao
sintetizados por algas, plantas e bactérias fotossintéticas [29,30]. Essa classe de
pigmentos foi reconhecida como um grupo de compostos quimicos em 1831 por

Wackenroder, que isolou um pigmento amarelo-alaranjado em cenouras, sendo



denominado por ele de carotin e posteriormente chamado de caroteno, derivado do
nome cientifico Daucus carote, referente a cenoura [31].

Tais pigmentos auxiliam a clorofila na fotossintese, pois absorvem em
diferentes comprimentos de onda, ampliando a capacidade do aproveitamento da luz
no processo, além de proteger o aparato fotossintético pelo fato de absorver o excesso
de radiacao [30]. Dessa forma, os carotenoides participam da coleta de luz, cumprem
uma funcéo fotoprotetora, fornecem protecdo antioxidante em estruturas lipidicas e
desempenham papéis na sinalizacdo e regulacdo via hormdénios apocarotenoides
[32,33].

Em relacdo a sua distribuicdo na natureza, existe uma grande variedade desses
compostos, em gue, mais de 800 compostos bioativos pertencentes a esse grupo ja
foram encontrados [34,35]. Tal diversidade é explicada pelos varios processos que
sdo realizados para a formacdo dos carotenoides, dentre eles estd a ciclizacao,
hidrogenacao, desidrogenacdo, migracdo de duplas ligacdes, o encurtamento da
cadeia, rearranjo, isomerizacdo, a introducdo com funcdes de hidrogénio ou a
combinacéo de todos esses [36].

Essa classe de pigmentos é definida quimicamente como isoprendides
lipofilicos, apresentando uma cadeia de hidrocarbonetos de polieno com 40 atomos
de carbonos, com alternancia entre ligagdes duplas e simples entre os carbonos.
Devido as duplas ligacdes conjugadas, tal estrutura é responsavel por suas formas
moleculares, sua reatividade quimica e as propriedades influenciadas pela luz [28,29].
De acordo com a composicdo de cada estrutura, os carotenoides podem ser
classificados em aciclico, monociclico e biciclico considerando o niumero de anéis
presentes na estrutura molecular. Quando séo analisados os atomos que compdem a
molécula, os carotenoides podem ser divididos em dois grupos, 0s carotenos que nao
apresentam atomos de oxigénio e as xantofilas, quando o principio de andlise é o
namero de atomos, sdo denominados de triterpenos (trinta atomos de carbono
correspondente a trés unidades de isoprenoides) e tetraterpenos (quarenta atomos de
carbono correspondente a quatro unidades de isoprenoides), sendo que mais de 95%
dos carotenoides conhecidos séo tetraterpenos [37—39].

A classificagdo dos carotenoides feita com base nos atomos presentes na
estrutura da molécula, carotenos e xantofilas, € a mais difundida. Os carotenos néao

apresentam grupo funcional e possuem um composto de hidrocarboneto simples com



uma férmula molecular de CsoHss, como por exemplo, o a-caroteno, o 3-caroteno e o
licopeno. As xantofilas, apresentam formula molecular C40Hs602 ou C40Hs60 de modo
que, sdo derivados oxigenados dos carotenos e contém um ou dois atomos de
oxigénio dentro dos grupos hidroxi, epéxi, ou ceto, como a luteina, a zeaxantina e a
violaxantina [28,36].

As conjugagdes promovem a deslocalizagdo dos elétrons 11, que atuam como
cromoforo absorvedor de luz. Dessa forma, o tamanho do cromoforo é determinante
para o espectro absorcao e coloracdo do carotenoide, como 0s caracteristicos tons
de amarelo, laranja e vermelho [36,40]. Devido a presenca de conjugacfes, esses
compostos podem sofrer reacdes de isomerizacdo cis-trans, o que influencia
diretamente em suas fungdes, de modo que, as formas isoméricas desses compostos
apresentam atividades quimicas diferentes. Além disso, tal sistema de duplas ligacdes
presentes na estrutura dos carotenoides manifesta a capacidade de desativar radicais
livres, consequentemente, apresentam atividade antioxidante [41,42].

Os carotenoides, principalmente o [-caroteno, podem ser convertidos em
vitamina A, que € essencial para a visdo, o desenvolvimento e a imunidade dos
animais e seres humanos. Esses tipos de carotenoides sdo chamados de provitamina
A e também s&o conhecidos pelo alto poder antioxidante, sendo este fator responsavel
por preservar alimentos por mais tempo, neutralizar radicais livres nos organismos e
serem usados como antioxidantes em produtos diversos, iSso porque, a sua estrutura
de ligacBes duplas conjugadas torna possivel que ele deslocalize elétrons
desemparelhados [37,41,43].

Além disso, inUmeros mecanismos como, supressdao do oxigénio singlete,
captura de radicais peroxila, modula¢cédo da expressao génica e traducdo de proteinas,
inibicdo da proliferacdo celular, aumento da diferenciacdo celular via retinoides,
estimulacdo da comunicacgéo entre células, aumento da resposta imune, filtragem de
luz azul e modulagéo do metabolismo de carcinogénicos e a da biologia dos adipécitos
sdo propostas para os efeitos promotores de salde que os carotenoides possuem
[26,44].

Devido a cadeia apolar de hidrocarbonetos, os carotenoides, possuem pouca
ou quase nenhuma solubilidade em agua, porém, apresentam uma solubilidade
significativa em solventes organicos. Desse modo, atuam como protetores das

membranas celulares de seres autotroficos por serem areas hidrofébicas e como o



nacleo interno das membranas. Grupos funcionais polares, como 0s presentes nas
xantofilas, alteram a polaridade dos carotenoides e afetam suas interagdes com outras
moléculas, considerando também que, o tamanho total e a forma da molécula
possuem uma relacéo importante com as propriedades e funcdes desses compostos
[26,34,45].

Existem carotenoides que contém menos de 40 &tomos de carbono em sua
estrutura e sdo denominados apocarotenoides (atomos de carbono perdidos das
extremidades C40) ou norcarotenoides (atomos de carbono perdidos dentro da cadeia
C40). Tais altera¢cBes na sua cadeia é resultante da degradacéo oxidativa ao nivel dos
anéis terminais, oriunda de mecanismos indefinidos como lipoxigenase e foto-
oxidacdo, ou, por mecanismos especificos como dioxigenases [29,36].

Esses carotenoides oxigenados realizam contribuicbes importantes para o
sabor e a qualidade nutricional de varios tipos de alimentos, como frutas, cha e vinho.
Possuem também importancia econbmica como pigmentos e aromatizantes em
alimentos e atuam como sinalizadores visuais ou volateis para atrair agentes
polinizadores, além de servirem como mecanismos de defesa das plantas. Existem
também apocarotenoides que sdo encontrados no espinafre e em frutas citricas que
sdo usados em produtos farmacéuticos, cosméticos e em aditivos como o0 E160e que
é legalizado pela Unido Europeia [33].

A maioria dos carotenoides absorve no maximo trés comprimentos de onda
entre o intervalo de 400 e 480 nm, resultando em trés picos de absor¢cao maxima. Tais
pigmentos requerem no minimo sete ligacdes duplas conjugadas para que tenham
uma cor perceptivel e, por isso, quanto maior for o nimero de ligacbes desse tipo,
maiores serao os valores de Amax [26,36].

Com relacdo a obtencdo de carotenoides, é constatado que cerca de 90%
desses compostos sédo adquiridos a partir de frutas e vegetais, devido as diferentes
concentragbes desses compostos nas suas matrizes, hd uma variedade de cores
caracteristicas amarelas, laranjas e vermelhas em cenouras (Daucus carota), buritis
(Mauritia flexuosa), tomates (Solanum lycopersicum), macéas (Malus domestica) entre
outras [26,44,46]. O processo de maturacdo é o fator que mais influéncia na
concentracdo desses compostos nas frutas, em que, ocorre 0 aumento significativo
do teor apds o amadurecimento, ou, ocorre a diminuicdo dessa taxa de carotenoides

apos tal periodo. A temperatura e o a intensidade de luz recebida também interfere
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diretamente na quantidade dos carotenoides em suas matrizes, sendo o clima, o solo
e a forma de cultivo os agentes determinantes para isso [34,36].

Os carotenoides estao sujeitos a isomerizacao, uma vez que por meio da acao
da temperatura, da luz, de acidos e da adsor¢cdo em uma superficie ativa, como a
alumina, ocorre a mudanca de configuracdo trans, configuracdo usual, para a
configuracédo cis. Devido isso, ocorrem perdas significativas das cores provenientes
desses pigmentos e queda nas suas fun¢cdes como provitamina A e em suas
propriedades antioxidantes [47,48].

Considerando a instabilidade térmica dos carotenoides, em um estudo
realizado em diferentes matrizes alimentares como espinafre, repolho, couve
primavera, manga, pimentdo, feijdo vermelho, abdbora, batata doce, cenoura e
tomate, mostrou que o teor de carotenoides, principalmente o B-caroteno, é reduzido
entre 20% - 75% da concentracéo inicial em situacdes de desidratacédo (secagem com
ar quente a 65 °C), por cozimento em altas temperaturas (120 °C), em condi¢des de
congelamento (a -30 °C) e liofilizacdo (a 30 °C no periodo de 1, 2 e 3 meses). No
entanto, armazenamentos a temperaturas inferiores a 3 °C, em um periodo de 3

meses, causa uma reducgéo de 10% da quantidade de [3-caroteno [26,47,49].

2.2.2 B-caroteno

O B-caroteno € um pigmento natural membro da familia dos carotenoides e
pertencente ao subgrupo dos carotenos [44,50]. Além de sua atividade como corante,
ele é o carotenoide mais importante em relacao a atividade provitamina A, em que, a
enzima monooxigenase divide a molécula de B-caroteno em duas moléculas de
vitamina A, sendo isso possivel devido a sua estrutura molecular conter anéis -
ionona (trimetil-ciclohexano conjugado) ndo substituidos que sao ligados a cadeia
lateral poliénica que é rica em ligacdes duplas conjugadas [51,52].

A vitamina A (retinol) € um micronutriente crucial para a visdo, além de
promover o desenvolvimento, sendo fundamental para a protecéo da integridade do
epitélio e do muco. Nos seres humanos, a maior parte de -caroteno que € absorvida
pela mucosa duodenal é convertida em retinol e em sequéncia o retinol é
transformado, pelo metabolismo, em ésteres de retilina no enterdécito e atinge o figado

através da linfa. Tal conversao também pode ocorrer em tecidos de diferentes érgéaos,
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tais como o figado, pulmado e rins. O B-caroteno é transportado no plasma por
lipoproteinas e é estocado principalmente no tecido adiposo e no figado [53].

Esse pigmento natural € classificado como um composto hidrocarboneto
lipofilico conjugado altamente apolar, explicando assim sua natureza hidrofébica e sua
dificil incorporacdo em alimentos a base de agua, sendo por isso, alvo de estudos de
encapsulacdo como nanoparticulas poliméricas para proporcionar uma boa
solubilizacdo e otimizar sua utilizacdo na industria [28,50]. Esse tipo de composto
apresenta baixa biodisponibilidade na forma cristalina, contém uma alta reatividade e
€ sensivel ao calor, luz e oxigénio [50,51]. Em sua estrutura ele possui um grupo
cromoforo que se deve as onze ligacfes duplas conjugadas, que sdo responsaveis
pela absorgao de luz e pela coloragao desse composto. Por causa disso, o 3-caroteno
apresenta espectro UV-Vis caracteristico, tendo maior absorbancia no comprimento
de onda entre 450 a 455 nm, sendo que a méaxima absorcdo dependente da
configuracdo da molécula, bem como das mudancas nas energias de transicao entre
o estado fundamental e excitado [26].

Os carotenoides reagem com os radicais livres por meio de trés mecanismos:
transferéncia de elétrons (reacdo 1), abstracdo de hidrogénio (reacao 2) ou adicdo de
espécies radicalares (reacao 3) de acordo com a reacdo 1. Devido a sensibilidade ao
oxigénio singlete e por ser bastante reativo, o [-caroteno apresenta poderosa
atividade antioxidante, isso porque, a sua estrutura de ligagdes duplas conjugadas

torna possivel que ele deslocalize elétrons desemparelhados [42,43].

Reacdo 1. Possiveis reacdes entre carotenoides e radicais livres

ROO* + CAR — ROO" + CAR** Reacdo 1
ROO* + CAR — ROOH + CAR* Reacéo 2
ROO* + CAR — ROO-CAR® Reacao 3

Como exemplo disso, o B-caroteno € capaz de extinguir o oxigénio singlete,
uma molécula reativa que pode ser gerada na pele por exposicéo a luz ultravioleta e
que possui a capacidade de induzir alteracdes pré-cancerigenas nas ceélulas. Tal
molécula reativa de oxigénio também é capaz de iniciar a geracéo de reacbes em de

radicais livres (peroxila, hidroxila e superdxido) que sédo neutralizados pelo 3-caroteno
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contribuindo para a manutencdo da integridade e fluidez das membranas celulares,
de modo que, o B-caroteno inibe a peroxidacgéo lipidica no interior dessas membranas
[54].

Tal propriedade antioxidante apresenta grande importancia para a manutencao
da saude humana porque espécies reativas do oxigénio (EROs) sdo produzidas
endogenamente pelo metabolismo normal do ser humano, por atividade fisica e pela
alimentacéo, e podem causar danos oxidativos por meio de uma reacdo em cadeia
que culmina em efeitos deletérios. A exemplo disso, a reacdo de EROs com
biomoléculas essenciais, como lipidios, proteinas e DNA, resulta em doencas crbnicas
ndo transmissiveis como as oculares, cardiovasculares e o cancer. Assim,
antioxidantes provenientes de matrizes alimentares como o B-caroteno inativam tais
efeitos, sendo tal pigmento considerado um importante agente preventivo de tais
mazelas [52].

A exposicao da pele a raios solares ultravioleta (UV) do tipo A (UVA) e B (UVB),
bem como os emitidos no comprimento de onda na faixa da luz azul, referente ao
intervalo de 430 a 500 nm, resulta em reac¢des quimicas e biolégicas denominadas de
estresse oxidativo. Dessa forma, por causa da propriedade de filtrar a luz visivel
(capacidade oriunda de sua longa cadeia de ligagOes simples e duplas conjugadas),
por inimeras vezes tal esse pigmento apresenta propriedades fotoprotetoras foi
considerado um protetor solar, sendo capaz de evitar as graves consequéncias do
estresse oxidativo como a peroxidacdo de acidos nucléicos, a perda funcional de
membranas celulares, a inativacdo de proteinas e a ativagdo pré-carcinogénicos
[26,55].

Diante disso, o 3-caroteno € normalmente prescrito na forma de suplemento a
portadores de protoporfiria eritropoiética, uma doenca que tem como caracteristica a
fotossensibilidade excessiva da pele. E também utilizado no tratamento de outras
doencas induzidas ou agravadas pela exposi¢do de raios UV, como urticaria solar,
erupcdes polimorficas, reagdes alérgicas a farmacos e lupus eritematoso. O (-
caroteno também realiza a reducdo da oxidac&o da lipoproteina de baixa densidade
(LDL), lipoproteina responsavel pelo transporte do colesterol no plasma sanguineo
[56].

Tal carotenoide também é usado como corante para melhorar a aparéncia de

7

alimentos industriais e também para aumentar seu tempo de prateleira, é usado
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também para melhorar o valor nutricional de, por exemplo, produtos lacteos, bolos,
margarinas, 6leos comestiveis e entre outros. E adicionado a farmacos para conferir
caracteristicas mais atraentes aos produtos como, cor, aroma e sabores. Por causa
de sua capacidade fotoprotetora e por sua menor capacidade de induzir reacdes
alérgicas, o B-caroteno € adicionado em cremes para a protecado da pele contra 0os
danos oxidativos e o envelhecimento. Portanto, devido as suas diversas aplicagdes, 0
B-caroteno apresenta contribui¢des significativas para o desenvolvimento da industria

alimenticia, farmacéutica e de cosméticos [44,56].

2.3 Métodos para a extragcao de carotenoides

Dentre as técnicas utilizadas para extracao de compostos bioativos como o [3-
caroteno estdo a extracao liquida com Soxhlet, extracdo assistida por micro-ondas e
ultrassom, extracdo por fluido supercritico e a extragcdo convencional por solventes
organicos. O Soxhlet tem sido usado ha bastante tempo, € uma técnica que consiste
na extracado de compostos diversos a partir de uma matriz sélida com a utilizacdo de
solventes acoplado ao uso de calor [57].

O solvente mais utilizado para esse tipo de extracdo é o hexano, porém, o
hexano esté na lista dos 189 mais perigosos poluentes atmosféricos, sendo por isso
feita a utilizacdo de solventes alternativos. No entanto, os solventes alternativos
resultam numa baixa extracdo devia a sua menor afinidade com o soluto. A
desvantagem dessa técnica na extracdo de carotenoides esta no fato de usar uma
temperatura relativamente alta que implicara na degradacdo dos pigmentos devido a
instabilidade térmica desses compostos. Além disso, o tempo de extracéo é longo, ha
um uso exagerado de solventes e a agitacdo da solucédo ndo pode ser fornecida no
sistema Soxhlet, resultando em um processo demorado, com custo alto dependendo
do solvente utilizado e uma extracao ineficaz para carotenoides devido a degradacéo
deles em exposicdo a altas temperaturas [58,59].

O método de extracdo com fluido supercritico € caracterizado pela utilizacédo
de variacbes da pressao e da temperatura na regido supercritica. Tais variacdes
resultam em grandes alteracdes da densidade do solvente supercritico, influenciando
diretamente no seu poder de solubilizacdo, isso porque, a solubilizacdo de um

solvente aumenta a medida que a sua densidade aumenta. Assim, tal processo
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apresenta a vantagem de poder realizar extracdes em baixas temperaturas,
preservando a concentracdo de compostos termolabeis como os carotenoides. No
entanto, sua realizacdo é onerosa, inviabilizando uma ampla reproducédo do método
[60,61].

A extracdo facilitada por micro-ondas (MAE) emprega uma rapida entrega de
energia para um volume total de solvente e matriz vegetal solida, resultando no
aguecimento do solvente e da matriz, de forma eficiente e homogénea. Dessa
maneira, como a agua dentro da matriz vegetal absorve energia de micro-ondas, a
ruptura celular € promovida pelo superaquecimento interno, o que facilita a retirada de
substancias quimicas da matriz, melhorando a recuperacdo de nutracéuticos. Porém,
€ de baixa utilidade quando os compostos a serem extraidos necessitam de solventes
extratores volateis [58,62].

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) € uma tecnologia emergente que
contem como for¢a motriz a cavitagdo acustica, um processo que ocorre quando uma
onda ultrassbnica se propaga em um meio liquido. As ondas sonoras que tém
frequéncias superiores a 20 kHz se propagam em forma de vibracées mecanicas em
sélidos, liquidos e gases, assim, durante a propagacgao, ocorrem varias expansoes e
compressdes nas moléculas do meio, em que, as expansdes separam as moléculas
e as compressdes as empurram mutuamente, ocorrendo aumentos e diminuicées da
pressdo de forma simultanea [63].

Tal variacdo de pressao resulta na producao e no colapso de microbolhas, que
se formam, crescem e depois se desmoronam gerando jatos de liquidos com alta
velocidade que tém um forte impacto na superficie sélida causando ruptura das
membranas celulares. Isso resulta em uma melhor penetracéo do solvente nas células
e um aumento na transferéncia de massa dos solutos para o solvente. Dessa forma,
através da aplicacdo de ultrassom, extracdes completas podem ser realizadas em
minutos, com alta reprodutibilidade e baixa quantidade de solvente usados [42]. A
extracdo assistida por ultrassom é uma alternativa barata, simples e eficiente para
técnicas convencionais de extracao. Os principais beneficios do uso do ultrassom na
extracao solido-liquido incluem o aumento do rendimento da extragdo e uma cinética
mais rapida. O ultrassom também pode reduzir a temperatura operacional, permitindo
a extracdo de compostos termolabeis. Em comparacdo com outras técnicas

inovadoras de extracdo, como a extracao assistida por micro-ondas, o aparelho de
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ultrassom é mais barato e seu funcionamento é mais facil. Além disso, a extracdo
assistida por ultrassom, como extracdo Soxhlet, pode ser usada com qualquer
solvente para extrair uma ampla variedade de compostos naturais [58,64].

A extracdo convencional por solvente, ou também solido-liquido, €
relativamente simples e econdmica que é usada convencionalmente para extrair
carotenoides. Tal técnica necessita de um processo de preparagdo da amostra,
chamado de pré-tratamento, empregando o rompimento da membrana celular,
melhorando a mobilidade dos carotenoides no solvente de extracdo, aumentando,
assim, a eficiéncia da extracdo. O pré-tratamento pode utilizar métodos mecanicos,
incluindo moagem, ultrassom e homogeneizacdo de alta pressdo; e métodos nao
mecanicos, incluindo hidrdlise enzimatica. Durante a extracdo, equipamento simples
como a mesa agitadora podem ser utilizados para melhorar a superficie de contato
entre o solvente e soluto [65].

Em estudos comparativos entre a extracao por solvente e Soxhlet, os autores
obtiveram um maior rendimento com o primeiro método, defendendo a hipotese de
gue ele era superior a outros métodos, devido ao fato de ndo precisar de um sistema
de aquecimento durante a extracdo, 0 que evita a degradacdo térmica dos
carotenoides e minimiza o tempo de contato entre solvente e matéria-prima [28]. Outro
estudo comparando a extracdo de carotenoides por sélido-liquido com a extragédo por
solvente supercritico apresentou um maior rendimento também para primeira técnica,
evidenciando ser um método mais simples que nao requer equipamentos sofisticados,

de baixo custo e também eficaz para extragdo de pigmentos naturais [66].

2.4 Quantificacdo de carotenoides

Conhecer a identidade e a concentracdo dos principais carotenoides,
especialmente em frutas e vegetais, é fundamental para definir matrizes eficientes
desses compostos. Métodos para quantificacdo de carotenoides tém se baseado
extensivamente nas propriedades do espectro de absorgéo desses pigmentos [67].

A absortividade molar é a capacidade maxima de um mol de substancia
absorver radiacdo de uma determinada frequéncia. Assim, a concentracdo de
pigmentos é calculada usando a absortividade molar e a densidade 6ptica da amostra

de carotenoides, de acordo com a Lei de Beer-Lambert. A densidade o6ptica é
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geralmente medida no maximo de absor¢cdo mais pronunciado para o pigmento que
esta sendo analisado, desse modo, quanto maior for o nimero de moléculas maior
sera a densidade Optica [39].

O método comumente utilizado para a identificacdo e quantificacdo de
carotenoides utiliza cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) combinada com
deteccdo de absorcdo UV-Vis. A quantificacdo dos carotenoides foi estudada por
diversos autores utilizando técnicas efetivas como, RP-HPLC (RP — reverse phase),
HPLC-DAD (DAD - diode array detector) [68—70] ou por detector de espectrometria
de lente térmica (HPLC-TLS) [71]. Tais técnicas, considerando a manutencdo do
equipamento e 0s materiais necessarios para a realizacdo de analises, sdo de alto
custo. Ha4 também o método de quantificacdo por UV-vis [72] que é uma técnica

ecologicamente correta, de baixo custo e de facil execucao [73].

3 Procedimento Experimental

3.1 Amostras

As amostras de buriti foram adquiridas no comércio da cidade de Caxias-MA.
Para a utilizacdo do mesocarpo (polpa) do buriti, foi realizada a remocéao do envoltério
(epicarpo ou casca) do fruto com a utilizacdo de espatulas metalicas. Em seguida,
realizou-se a raspagem do fruto e a polpa foi armazenada em um recipiente platico.
Foi feita a homogeneizacdo da amostra unindo todas raspagens e nao houve
processamento térmico. Apdés isso, o recipiente contendo a amostra foi acondicionado

a temperatura de -4 °C.

3.2 Reagentes e Solucdes

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho foram de grau analitico, os
materiais foram descontaminados em banho acido 10% HNOz3 (v/v) por no minimo 24
h, posteriormente, foram lavados com agua deionizada e secos a temperatura
ambiente. Para os ensaios de otimizagdo da extragao de -caroteno da polpa de buriti
foram utilizados os solventes: acetona (Sigma — Aldrich, USA), etanol (J. T. Baker,

Brasil), metanol e acetonitrila (Sigma — Aldrich, USA).
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3.30timizagao da extragao de B-caroteno da polpa de buriti

Visando obter a melhor condigdo para a extragéo do B-caroteno, dois métodos
de extracdo foram propostos, um realizado com o auxilio de agitacdo mecanica e o
segundo assistido por ultrassom. Para tanto, a extragéo foi desenvolvida empregando
misturas de solventes contendo acetona, metanol, etanol e acetonitrila. Para o
procedimento, 0,1 g de amostra foi pesada diretamente dentro dos tubos de
polipropileno de 15 mL tipo Falcon com a adicdo de 10 mL de solucdo extratora, o
tubo contendo a solucéo foi envolto em papel aluminio e em seguida a mistura foi
submetida a agitacdo por 15 min a 250 rpm e centrifugada a 3500 rpm por 10 min. A
extracdo assistida por ultrassom (UAE) foi realizada em um banho de limpeza de
ultrassom (Ultrasonic Branson 1510; Branson Ultrasonics Corp. Danbury, EUA)
operado a uma frequéncia de 40 kHz e uma poténcia de 80 W com um volume
utilizavel de 1,9 L (dimensdes internas 15 x 13 x 10 cm). A UAE ocorreu seguindo as
mesmas condi¢cdes da extracdo por solventes convencional descrita a cima. Apds o
procedimento de extracdo, o sobrenadante foi coletado e armazenado a temperatura
de 5 °C. O planejamento experimental utilizado pode ser observado na figura 1, em

que cada ensaio foi realizado em duplicata.

Figura 1: Planejamento de misturas para a extracao de p-caroteno.

Etanol

Acetona
Metanol

Acetonitrila

De acordo com a figura 1, os pontos localizados nos veértices da piramide
correspondem aos ensaios realizados com apenas um tipo de solvente, os pontos das

arestas representam as misturas binarias de solucdo extratora, nas faces esta
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representado a mistura de solvente ternaria e ao centro, representado pela estrela a

mistura dos quatro solventes.
3.4 Quantificagao do B-caroteno

A quantificagao do teor de p-caroteno extraido da polpa, do 6leo e do biodiesel
de buriti foi realizada em espectrofotometro (Drawell, DU-8200), para tanto, procedeu-
se com a varredura do espectro visivel para o padrdo de -caroteno em que a maior
absorbancia foi observada em 455 nm, sendo este o comprimento de onda escolhido
para as analises futuras. A curva analitica foi obtida utilizando padrao de (3-caroteno.
Uma solucéo estoque de 0,5 mg L foi preparada em acetona e a partir da diluicdo da
mesma obteve-se as solucdes de 0,25, 0,5, 1, 2, 2,5, 3 e 5 ug mL* utilizadas para a

curva analitica. As analises foram realizadas em triplicata e sob luz fraca.
3.5 Analise estatistica dos dados
A interpretacdo dos dados provenientes do planejamento centroide simplex e

as superficies de resposta das misturas foram realizadas em software Statistica 12 e

Origin85. As comparacdes foram todas realizadas com um nivel de confianca de 95%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizagao do método de extragao de B-caroteno empregando planejamento

centroide simplex

Para a realizagcao do estudo da melhor condic&o para a extragao do [3-caroteno
da polpa de buriti, dois métodos de extracdo (EC e EAU) foram desenvolvidos. O
mesmo planejamento experimental foi realizado para os dois procedimentos, com 0
desenvolvimento de 15 experimentos em duplicata utilizando modelagem de misturas
empregando os solventes organicos mais utilizados na literatura para a extracao de
B-caroteno das mais diferentes matrizes [28,74,75]. A tabela 1 apresenta o0s
resultados obtidos para os diferentes ensaios realizados para o planejamento
centroide simplex.
Tabela 1. Planejamento centroide simplex com as porcentagens de solventes
utilizados para a extragdo de B-caroteno da polpa de buriti para a extracdo

convencional (EC) e a extracao assistida por ultrassom (EAU).

B-caroteno (ug g)

Ensaio Acetona Etanol Metanol Acetonitrila
(A) (B) © (D) EC EAU
El 100 706,8+9,7 872,8+18)9
E2 100 5579+9,9 357,7+253
E3 100 286,1+13,6 227,6+94
E4 100 4466 +20 351,1+238
E5 50 50 649,5+ 16,0 919,8+40,2
E6 50 50 561,0+33,9 523,1+19
E7 50 50 553,6 +24,0 702,5+21,7
ES8 50 50 3958+ 14,1 794,8+19,3
E9 50 50 400,1+2,0 7353%+55
E10 50 50 3448+ 12,2 543,6+23/4
E11 33,3 33,3 33,3 580,0+18,2 750,9 + 26,8
E12 33,3 33,3 33,3 555,7 +15,1 811,4+ 28,8
E13 33,3 33,3 33,3 582,9+19 8222+317
E14 33,3 33,3 33,3 4326 +6,0 857,5+14,1
E15 25 25 25 25 590,0+2,0 948,3+16,0
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Comparando os dois métodos de extracdo apresentados na tabela 1, a EAU
apresentou média global de aproximadamente 681,2 ug g* de B-caroteno extraido, a
EC demonstrou um rendimento médio de 509,6 ug g, em que a EAU obteve média
superior a EC. Observa-se que tanto para a EC quanto a EAU, dentre os solventes
puros, o maior teor de (3-caroteno foi obtido utilizando acetona (ensaio 1), em que o
ensaio 3 realizado com 100% de metanol foi o menos efetivo nos dois métodos de
extragao, possivelmente justificado porque dentre os quatro solventes estudados, o 3-
caroteno apresenta maior solubilidade em acetona com 200 mg L, seguido pelo
etanol (30 mg L), acetonitrila e metanol (10 mg L) [76].

Entre as misturas binarias realizada para a EC, o ensaio 5 composto pela
solucédo extratora de acetona:etanol representou a melhor extracdo com um valor
cerca de 1,9 vezes superior ao obtido pelo ensaio 10, a mistura entre
metanol:acetonitrila. O método EAU, teve como melhor mistura binaria o ensaio 5, e
como menos efetiva 0 experimento 6, composto pela mistura de acetona:metanol.
Além da capacidade de solubilizacdo da acetona pura, a penetracdo ou difusdo dos
solventes na matriz da amostra desempenha um papel importante na eficiéncia da
extracdo. O ensaio realizado com acetona pura foi mais eficiente na extragcdo do
antioxidante quando comparado a misturas de acetona e outros solventes,
possivelmente justificado pela acetona pura ser um solvente e um material umectante
melhor, que penetra mais facilmente na matriz sélida e contribui para ou aumento do
teor de B-caroteno extraido [77,78]. Analisando as misturas ternarias, o ensaio 14
composto pela mistura de metanol:etanol:acetonitrila foi responsavel pelo menor teor
de B-caroteno extraido para a EC e a EAU teve como mistura ternéria mais efetiva o
ensaio 14, realizado com etanol:metanol:acetonitrila.

Para a analise dos dados obtidos foram estudados trés modelos mateméticos,
o modelo linear, quadrético e o cubico especial. As figuras de mérito para cada modelo
estédo listadas na tabela 2.
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Tabela 2. Resumo das figuras de mérito obtidas a partir de modelos polinomiais

otimizados para o estudo da extragao de B-caroteno da polpa de buriti.

Extracdo Convencional (EC)

Modelo R? Rajus  Fcamodelo Ftab Fca falta de ajuste  Ftap

Linear 0,8396 0,8211 45,38 2,98 24,80 2,51

Quadratico 0,9294 0,8976 29,26 2,39 22,34 2,90
Cubico

) 0,9910 0,9838 136,26 2,40 1,06 4,54
especial

Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU)

Linear 0,2814 0,20 3,39 2,98 196,46 2,51

Quadrético 0,9332 0,9031 31,04 2,39 37,46 2,90
Cubico

) 0,9902 0,9822 124,03 2,40 14,75 4,54
especial

De acordo com a tabela 2, é possivel inferir que com o aumento da
complexidade do modelo matemético, a adicdo de novos termos para estudar as
interacdes quadraticas e clbicas propicia um aumento dos parametros R? e Rajust para
os dois métodos de extracdo (EC e EAU). Observa-se que em ambos os métodos, o
modelo o cubico especial foi o que melhor descreveu o conjunto de dados, em que
para a EC o coeficiente de determinacdo mulltipla R?, responsavel por avaliar a
capacidade de predicdo do modelo, descreve cerca de 99,1% da variancia dos dados,
o modelo possui uma maxima variancia explicada de 98,4%. Para a EAU, obteve-se
R? de 99,0% e Rajust de 98,2%.

A analise do Fcal para os modelos estudados revela que todos, exceto o0 modelo
linear obtido para a EAU, foram significativos, pois o Fca para o0 modelo foi superior ao
Ftab. Com a adicdo de novos termos ao polindmio matematico, observa-se que ocorre
a diminuicdo da razéo FcalFwb para a falta de ajuste, em que a significancia da falta
de ajuste pode ser observada para modelos que apresentem raz&o Fcal/Fab > 1 [79].
Dentre os modelos estudados para a EC, o cubico especial ndo apresentou falta de
ajuste com a razédo Fcal/Fab = 0,23 e foi 0 que obteve maior razdo Fcal/Fwabn para o
modelo Fcal/Ftab = 56,78. Os modelos utilizados para o estudo do método EAU,
apresentaram razao Fcal/Ftab Superior a 1, com o cubico especial apresentando-se com

a falta de ajuste menos significativa. A tabela 3 apresenta os valores da ANOVA para
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avaliar a qualidade do modelo cubico especial proposto para a descricdo dos dados
experimentais para o método EC e EAU, em que os valores para a regressao de

ambos sdo muito superiores a soma quadratica para o residuo e para a falta de ajuste.

Tabela 3. Anova para o modelo cubico especial.

Extracdo Convencional (EC)

_ Soma Graus de Média Fcal Ftab
Fonte de Variagédo . . .
Quadratica Liberdade Quadréatica (95%) (95%)
Regressao 392622,2 13 30201,71
136,26 2,40
Residuo 3546,4 16 221,65
Falta de ajuste (faj) 234,8 1 234,80
1,06 4,54
Erro puro 3311,6 15 220,78
Ajuste total 396168,7 29 13660,99
R? 0,9910
Rajustado 0,9838
Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU)
Regressao 1427669 13 109820,7
124,03 2,40
Residuo 14167 16 885,5
Falta de ajuste (faj) 7025 1 7024,9
14,75 4,54
Erro puro 7142 15 476,2
Ajuste total 1441836 29 49718,5
R? 0,9902
Rajustado 0,9822

As equacgles contendo apenas os termos significativos para cada tipo de
extracdo estdo listadas na tabela 4, em que as trés equacdes para os modelos dos
tipos de extracédo realizadas (EC e EAU) possuem a acetona como o termo linear mais
significativo corroborando com a maior concentragao de 3-caroteno extraido por esse
solvente de 706,84 + 9,65 ug g* para a EC e de 872,8 + 18,9 ug g* para a EAU, o
termo linear menos significativo foi observado para o metanol em ambas com 286,12
+ 13,63 ug g* de B-caroteno extraido para EC e de 227,6 + 9,4 ug g* para a EAU.

Para o modelo quadratico da extragcdo convencional, tem-se que a interagcao

entre o0 etanol:acetonitrila apresenta valor negativo, portanto, essa interacao
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apresenta um efeito antagonico no sistema, ou seja, a resposta obtida para os dois
componentes combinados serda sempre menor do que a soma de suas respostas
individuais, também é observado o efeito antagbnico para a mistura entre
acetona:etanol:metanol no modelo cubico especial para a EAU. O efeito binario
representado pela acetona:metanol no modelo quadratico para a EC, possui sinal
positivo, isso significa que se trata de um efeito sinérgico, em que, a resposta
proveniente da combinacdo desses dois efeitos sera sempre maior que a soma
individual de suas respostas [79].

O modelo cubico especial para a EC, apresenta como efeitos antagdnicos as
combinacdes entre etanol:metanol e etanol:acetonitrila nos efeitos binarios, que
possivelmente se deve ao fato de o metanol solvente em que o B-caroteno possui
menor solubilidade, além de, em termos de polaridade, o metanol apresenta-se como
0 solvente mais polar, o que, quando em mistura com ou outros solventes, possa ter
provocado o aumento da polaridade da solu¢do, diminuindo assim a afinidade com o
analito, que € um composto apolar [76,78,80]. Entre as misturas ternarias, a

associacao entre acetona:metanol:acetonitrila foi o termo mais significativo.

Tabela 4. Equacdes polinomiais para os modelos matematicos em que y € a

concentragao de B-caroteno extraido da polpa de buiriti.

Extracdo Convencional (EC)

Modelo Equacéo

Linear y = 757,25a + 534,23b + 327,15c + 420,14d
Quadratico  y=694,79a + 547,82b + 271,26¢ + 432,07d + 454,38ac — 260,92bd

Cubico y =706,97a+558,07b + 286,25c¢ + 446,74d + 261,342ac — 109,29bc
especial —413,36bd + 1141,62abc +1030,44abd +2650,86acd + 1991,34bcd
Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU)

Linar y =943,63a + 725,76b + 464,62c + 590,97d

Quadratico y = 864,48a + 361,82b + 211,36¢ + 333,15d + 1060,33ab +
600,55ad +1993,68bc + 1538,58bd + 1398,36¢cd
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Valores previstos

Cubico y = 873,50a + 358,41b + 228,31c + 351,76d + 1193,35ab +
especial 337,36ad + 1983,77bc + 1498,95bd + 992,24cd — 1496,53abc +
6031,41acd + 1783,91bcd

a = acetona; b = etanol; ¢c = metanol; d = acetonitrila

A analise da figura 2, mostra que existe uma correlacdo entre os valores
experimentais e os valores previstos para os dois métodos de extracao, revelando que
0 modelo cubico especial € capaz de prever com boa exatiddo os valores
experimentais. A analise dos residuos para os modelos (Figura 3) demonstrou que 0s
mesmos seguem uma distribuicdo normal, indicando que as variacdes nas medidas

realizadas resultam de erros aleatorios e inerentes ao processo analitico.

Figura 2. Grafico dos valores experimentais vs valores previstos para a extracao

convencional (A) e assistida por ultrassom (B).
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Figura 3. Histograma de residuos vs frequéncia para a extracdo convencional (A) e

assistida por ultrassom (B).
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A figura 4, apresenta a comparagéo para os valores de B-caroteno em cada
ensaio nos dois métodos de extracdo realizados (EC e EAU), em que, embora o
ensaio 5, realizado para EC, com a mistura binaria de acetona:etanol tenha
apresentado menor rendimento de extracdo (649,49 + 1595 ug g?') quando
comparado ao ensaio 1 (706,84 * 9,65), contendo apenas acetona, o teste Tukey, a
95% de confianga, indicou que a discrepancia entre os valores nao foi
significativamente diferente. Observa-se que a influéncia da energia ultrassom foi
positiva na maioria dos experimentos, possibilitando a obtencdo de extratos mais
concentrados e superiores aos EC nos casos 1, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15 com
a mistura quaternaria de acetona:etanol:metanol:acetonitrila extraindo uma maior
quantidade de B-caroteno (948,3 + 16,0 pug g*?). Nos ultimos anos, as EAU de
antioxidantes tém sido amplamente aplicada devido a sua alta eficiéncia e elevada
taxa de extracdo. A forca de cavitacdo aplicada pela energia ultrassom pode acelerar
a transferéncia de calor e massa, em que o aumento da extracao tem sido atribuido a
ondas de grande amplitude que viajam através de um meio, provocando a
compresséo e o cisalhamento de moléculas do solvente, resultando em diferencas

localizadas na densidade e no médulo de elasticidade da solucédo [81,82].
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Figura 4. Comparagdo entre os teores de B-caroteno extraido para a extracdo

convencional (EC) e assistida por ultrassom (EAU).
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Como consequéncia, a compressao inicialmente senoidal e as ondas de
cisalhamento, a uma distancia finita do transdutor ultrassonico, sao distorcidas em
ondas de choque. A diminuicdo abrupta da pressao na borda da onda ultrassénica no
ciclo de pressado negativa gera pequenas bolhas. Essas bolhas colapsam no ciclo de
pressdo positiva e produzem condicbes de fluxo turbulento associados a altas
pressbes e temperaturas, causando ruptura de tecido vegetal e aumentando a
liberacdo de substancias intracelulares no solvente, melhorando a eficiéncia da
extracdo [83,84]. Os efeitos da cavitacdo dependem fortemente dos parametros
operacionais, como a intensidade ultrassbnica, a temperatura, etc., que € crucial em
um projeto e operacdo eficientes dos reatores sonoquimicos. O aumento da
intensidade da energia ultrassom propicia a ocorréncia de efeitos cavitacionais
aprimorados, aumentando a ruptura celular e com isso gerando extratos mais
concentrados. Aléem do aumento da ruptura celular, a EAU facilita a dilatacdo e a
hidratac&o, ocasionando o aumento dos poros presentes na parede celular e com isso
a difusdo do solvente para dentro da célula, esses fatores possivelmente contribuiram
para a maio eficiéncia de extracdo apresentada pela EAU [81,85].

Varios estudos compararam os efeitos da extracao de solventes convencionais
e EAU narecuperacéo de carotenoides a partir de diferentes materiais vegetais e seus
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subprodutos, como o tomate [86—88], residuos de tomate [89], cenoura [90], milho
[91], toranja [92]. No entanto, nenhuma informagdo sobre a extragédo assistida por
ultrassom de carotenoides a partir de polpa de buriti esta disponivel na literatura.

Os resultados obtidos para os experimentos 5, para a EAU, (919,8 + 40,2 ug g
1) e 15 (948,3 £ 16,0 ug g!) apresentaram-se superiores, no entanto, o teste de Tukey,
a 95% de confianc¢a, indicou que os resultados obtidos para a mistura binaria de
acetona:etanol (ensaio 5) e a mistura quaternaria, acetona:etanol:metanol:acetonitria,
foram estatisticamente iguais. Uma possivel explicagdo para o elevado teor de -
caroteno extraido no ensaio 5 é que os dois solventes polares (acetona:etanol), devido
ao seu pequeno volume molar, alta capacidade de ligagao de hidrogénio, causam o
inchaco do tecido da planta, facilitando assim a penetracdo do solvente [76].

Apos a avaliacdo da significancia dos efeitos e da adequac¢édo do modelo cubico
especial pela ANOVA, obteve-se a superficie de contorno da figura 5, que apresenta
a concentracdo de B-caroteno em funcdo da composicado da solugcéo extratora. De
acordo com a figura 5A, a regido que corresponde a 100% de acetona proporciona
uma melhor condicdo de extragdo para o B-caroteno. A medida que se distancia da
regido correspondente a totalidade de acetona para a direcdo do etanol, tem-se a
diminuicdo na eficiéncia da extracdo, dentre os trés solventes da figura 5A, a
acetonitrila apresenta menor teor de B-caroteno extraido. A figura 5B, porpde que
mistura de 75% de acetona e 25% de etanol é a melhor solucdo para a EAU, com um
valor previsto superior a 900 pg g, entre os quatro solventes estudados o metanol foi
o responsavel pelo menor teor de B-caroteno para ambos os métodos avaliados.

Os solventes organicos sdo empregados para provomer a extracdo dos
carotenoides em geral, de acordo com a literatura, 0s solventes mais utilizados séo os
solventes apolares, hexano, tetrahidrofurano (THF), éter de petrdleo além de solvente
polares como a acetona o etanol, metanol e misturas desses solventes [28]. A escolha
do solvente ou da mistura de solventes apropriada para o procedimento de extracao
€ uma etapa crucial, em que cada amostra apresenta uma matriz particular o que pode

dificultar o procedimento de extragcao [75].
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Figura 5. Superficie de contorno para o modelo cubico especial, onde a concentragédo
de pB-caroteno ¢é predita em funcdo da razdo entre o0s solventes

acetona:etanol:acetonitrila.
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Carotenoides apolares como o licopeno e o B-caroteno apresentam extensa
cadeia carbdnica com duplas ligacdes conjugadas, além de ndo possuirem grupo
funcional [14]. Entre os solventes mais utilizados para a extragdo tanto de
carotenoides polares quando apolares, destacam-se a acetona e o hexano. O hexano
(CeH14) € um hidrocarboneto alcano comumente utlizado nas industrias quimicas e
petroquimicas, e na extracdo de O6leos vegetais, porém, apresenta atividades
carcinégenas e neurotoxicas [93]. A acetona, o etanol e o metanol sdo solventes
considerados seguros (GRAS — Generally Recognized As Safe), quando comparados
com hexano, éter dietilico, diclorometano e o cloroférmio, a acetona e o etanol séo
preferiveis por questdes ambientais, de salde e seguranca. Os carotenoides estédo
presentes nas mais diferentes matrizes vegetais e cada uma possui particularidade
guanto a composicao da parede celular, ao metanol e etanol, é atribuida a capacidade
de alteracdo da permeabilidade celular facilitando a extracéo [77].

Devido a sua miscibilidade em agua, a acetona e o etanol sdo comumente
empregados para a extracdo de carotenoides devirados de vegetais que contém
consideravel teor de umidade. Existe relacédo entre o grau de hidratacdo das amostras
e o teor de carotenoides extraido, onde embora a presenca de umidade possa
acarretar a diminuicdo da solubilidade do B-caroteno devido a agua residual [77], o

maior contetdo de carotenoides extraido pela acetona, pode ser atribuido ao fato de
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que a agua promoveu a intensificacdo da penetracdo do solvente na parece celular,
conseguentemente, ocorreu 0 aumento no teor de B-caroteno extraido.

Em relacdo a polaridade dos solventes organicos utilizados, pode se atribuir a
maior extracao pela acetona devido a sua baixa polaridade quando comparada ao
etanol, metanol e acetonitrila. A escala de polaridade ET (transicdo eletronica) que
relaciona as propriedades fisico-quimicas como: constante dielétrica, momento
dipolar, viscosidade da solucdo, pontua que altos valores de ET correspondem a
solventes de mais elevada polaridade, observa-se que a acetona € menos polar que
0s outros solventes estudados. Onde os valos de ET encontrados na literatura para

os solventes em Kcal mol? estio listados na tabela 5.

Tabela 5. Valores de E: (30) para os solventes avaliados neste trabalho [78,80].

Solvente Valores de E:
Acetona 42,2
Acetonitrila 45,6
Etanol 51,9
metanol 55,4

Em relagdo ao teor de B-caroteno obtido, observa-se que quanto menor a
polaridade da solucdo extratora, maior o contetdo extraido. Para solventes de maior
polaridade, por exemplo o metanol, foi observado concentragcdes menores. Nao foram
encontrados na literatura, valores de ET para as misturas binarias, ternarias e
guaternarias avaliadas nesse trabalho.

O teor de B-caroteno extraido com acetona (706,84 + 9,65 ug g) foi bastante
superior aos entrados na literatura para outros vegetais, de acordo com a tabela 6 a
concentracéo de B-caroteno presente na polpa de buriti é cerca de dez vezes superior
ao encontrado na cenoura, tuberculosa mais conhecida pela presenca de

carotenoides e por apresentar altos teores de vitamina A.
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Tabela 6. Concentragbes de 3-caroteno em amostras frescas reportadas na literatura

para matrizes vegetais.

Fontes vegetais B-caroteno (ug g) Ref
Cenoura 41,7-111,4 [73,94,95]
Batata doce 147,2 - 214,7 [73,94]
Acerola 6,1-17,0 [57,96]
Caja’ 1,4-26 [94,96]
Caju 05-18 [96]
Goiaba 1,1-12,0 [96]
Manga 2,0-25,2 [96]
Maracuja 2,4-13 [96]

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), a deficiéncia de vitamina A
afeta aproximadamente 200 milh&es de criancas e 19 milhdes de mulheres gravidas,
principalmente na Africa e no Sudeste Asiatico. A vitamina A exerce funcbes
importantes no organismo humano, como a de influenciar no crescimento e na
eficiéncia reprodutiva, além da manutencao dos tecidos epiteliais [97]. Por isso, 0s
retindides tém sido utilizados para tratamento dermatoldgicos, como a acne, devido a
sua capacidade antioxidante, o B-caroteno € utilizado como protetor solar oral para
prevenir o fotoenvelhecimento da pele e as queimaduras de sol, além de ser
adicionado a alimentos para retardar o processo de oxidagao [13,28,98].

A elevada concentragédo de B-caroteno presente no buriti pode contribuir para
gue os subprodutos advindos dessa matriz também possuam altos teores desse
antioxidade, o que resulta em produtos naturalmente mais resistentes ao processo de
degradacéo, provodada pelo tempo, temperatura, exposicdo ao oxigénio ou ao ar
[99,100]. Com isso, 0 Oleo extraido desse fruto pode ser uma materia prima
interessante para a producdo de biodiesel com altas concentracdes de antioxidantes

naturais e com uma elevada estabilidade oxidativa.
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5 CONSIDERACOES PARCIAIS

Os objetivos propostos neste capitulo foram atingidos satisfatériamente, uma
vez que os estudos realizados contibuiram para agregar informag6es sobre o pefrfil
nutricional do buriti ampliando os estudos relacionados aos compostos bioativos
presentes no fruto. Além de que, esse trabalho ampliou as informacfes sobre o
processo de extracdo de carotenois, estudando a influéncia da energia ultrassom em

amostras vegetais.

A analise do conjunto de dados para os dois métodos de extracao (EC e EAU)
propostos revelou que, em ambos, o modelo cubico especial foi o que melhor
descreveu o conjunto de dados, apresentando uma variagcdo maxima explicada de
98,4% para a EC e de 98,2% para EAU. Para a EC a acetona pura foi a melhor
condicéo, extraindo cerca de 706,8 + 9,7 ug g* de B-caroteno e que dentre os solvente
puros, o metanol foi o menos efetivo na extracdo (286,1 + 13,6 ug g?), foi observado
que as misturas de etanol:metanol e metanol:acetonitrila apresentaram efeito
antagdnico no sistema com uma resposta inferior a dos seus solventes puros. No
método EAU, assim como o observado para a EC, a acetona apresentou-se como o
solvente mais efetivo na extracéo (872,8 + 18,9 ug g?) e que o metanol foi o menos
eficaz (227,6 £ 9,4 ug g1), o ensaio 15 composto pela mistura quaternaria (acetona,
etanol, metanol e acetonitrila) apresentou o maior teor de 3-caroteno (948,3 + 16,0 ug
gl), porém a andlise da superficie de contorno para o0 modelo clbico especial propds
gue a melhor condicéo é obtida pela mistura de aproximadamente 75% de acetona e
25% de etanol. Na maioria dos ensaios de extragéo realizados (1, 5, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14 e 15) a EAU apresentou teores mais elevados de [-caroteno extraido.
Portanto, este estudo mostrou que a melhor condicdo para a extracdo deste
antioxidante em amostras de buriti frescas cosiste na utilizacdo da mistura entre

acetona:etanol (3:1) empregando energia ultrassom.
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Capitulo 2

Estabilidade oxidativa do biodiesel de Buriti (Mauritia flexuosa) pelo

método de Rancimat
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1 OBJETIVO

Esse capitulo teve como objetivo, avaliar a estabilidade do biodiesel obtido pela
transesterificacdo metilica do 6leo de buriti pelo método de Rancimat, bem como
estudar a influéncia da etapa de produgdo do biodiesel na concentracdo de [-

caroteno.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Combustiveis fésseis

Caracterizam-se como combustiveis fosseis, agueles formados por meio de
processos lentos de decomposicdo de restos de vegetais e animais. O termo “féssil”
deve-se ao fato do longo processo de formacéo, que dura milhdes de anos, em que
séo exemplos de combustiveis fésseis o carvdo mineral, gas natural e o petréleo [101].
Durante os ultimos anos, o consumo de combustiveis fosseis aumentou em todo
mundo. Por volta de 1985, aproximadamente 2.807 milh&es de toneladas de petréleo
foram consumidas, em 2008 esse numero atingiu 3.928 milhdes de toneladas. O
petrdleo trata-se de uma fonte passivel de esgotamento, além de ser uma das
principais causas da liberacdo de gases que provocam o efeito estufa [102,103].

Atualmente, os setores de transportes sdo quase que totalmente dependentes
dos combustiveis derivados do petréleo, em que, um quinto das emissdes globais de
CO2 é gerado por esse setor. Em 2007, havia cerca de 806 milhdes de veiculos
terrestres movidos a combustdo de derivados do petroleo, em 2030, estima-se que
esse numero aumente para 1,3 bilhdes e que no ano de 2050 alcance a marca de
2000 milhdes de veiculos [102]. Esse crescimento acentuado pode afetar a
estabilidade do planeta, assim como as reservas mundiais de petroleo. O consumo de
combustiveis fésseis apresenta um impacto significativo na qualidade do meio
ambiente, em que a poluicdo do ar, mudancas climaticas, os derramamentos de 6leo
e a geracao de residuos toxicos sao resultados do uso desenfreado desses
combustiveis [4,104]. As fontes de energia renovavel vém se destacando nos ultimos

anos devido ao seu potencial como substituto aos combustiveis derivados do petréleo,
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em termos ambientais e econbmicos. A energia solar, edlica, hidrica e os
biocombustiveis ganham mais atencdo a cada ano, como alternativa para 0s

tradicionais combustiveis [105].

2.2 Biodiesel

Os combustiveis renovaveis ou biocombustiveis sdo aqueles originados da
biomassa, isto €, toda matéria organica, de origem vegetal ou animal que é utilizada
para a producdo de energia. Sdo exemplos de biocombustiveis o etanol comumente
produzido a partir da cana de agucar e o biodiesel obtido de oleaginosas e de gordura
animal [101,106]. Entre as vantagens dos biocombustiveis frente aos combustiveis
fésseis, esta a de ser uma fonte de energia renovavel e a de liberar menor quantidade
poluentes na atmosfera apds o processo de queima, na comparacdo com o diesel, 0
biodiesel pode emitir em média 48% a menos de mondéxido de carbono, 47% a menos
de material particulado e 67% menos hidrocarbonetos [107,108].

A utilizacdo de oleaginosas na producédo de biocombustiveis teve inicio por
volta de 1900 com engenheiro Rudolph Diesel, inventor do motor a diesel, nessa
época, Rudolph realizou testes em motores de compressdo utilizando 6leo de
amendoim. Os 6leos vegetais foram usados nos motores a diesel até a década de
1920, porém, nessa época, 0s baixos precos dos combustiveis fosseis favoreceram a
utilizacao de derivados do petréleo. As primeiras pesquisas relacionadas a producéo
de biodiesel iniciaram em 1937 na Bélgica, com o depdsito de uma patente que
descrevia a producdo de biodiesel por meio de catalise basica. A patente intitulada
“Procédé de transformation d’huiles végétales em vue de leurutilisation comme
carburants” (Processo de conversdo de 6leos vegetais para uso como combustivel)
depositada pelo belga Charles George Chavanne [109], que observou a reducéo da
viscosidade do 6leo, facilitando, desta forma, sua queima em motores a diesel. A
patente deposita, tinha como objetivo a transformacédo do éleo vegetal em éster de
acidos graxos de cadeia longa, para utilizagdo como matéria prima energética em
motores a diesel. Nas décadas de 40 e 50 intensificaram as pesquisas sobre a reagcao
de transesterificacédo e aplicacdo de biodiesel em motores [110].

Entre as definicGes para o biodiesel, alguns pesquisadores o definem com uma

mistura de Oleos vegetais e diesel fossil, enquanto outros como uma mistura de
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ésteres alquilicos e diesel [111,112]. Segundo a American Society for Testing
Materials (ASTM) o biodiesel € um combustivel liquido sintético, obtido a partir de
matéria prima renovavel e constituida por uma mistura de ésteres alquilicos de acidos
graxos de cadeias longas, derivados de 6leos vegetais ou de gorduras animais. A
Agéncia Nacional de Petréleo, define-o como derivado da biomassa renovavel que
pode substituir, parcial ou totalmente, combustiveis derivados do petroleo e gas

natural em motores a combustéo [6,113].

O biodiesel comecou a ser utilizado como combustivel comercial por volta de
1988 em muitos paises Europeus, impulsionado por uma reducdo de 90% nos
impostos que possibilitou a venda na Europa com pre¢cos competitivos com o diesel
convencional [114]. Estima-se, que em 2014, aproximadamente 71 milhdes de
toneladas de biodiesel foram produzidos, dentre os principais produtores, destacam-
se os Estados Unidos, Brasil e Alemanha com 30; 17 e 2,6 milhdes de toneladas,
respectivamente [4,115]. A utilizacdo nos EUA comecou a se intensificar a partir da
motivacdo mundial em melhorar a qualidade do meio ambiente [107], reduzindo a
quantidade de gases do efeito estufa emitidos e com vérias iniciativas, entre elas o
programa intitulado de “Programa Ecodiesel” [19]. Até meados de 2010, a Alemanha
detinha cerca de 42% da producdo mundial de biodiesel, obtidos em sua grande
maioria a partir da colza, as folhas da planta servem também de forragem para o gado

por seu alto contetdo em lipidios e conteddo médio em proteinas [116].

2.2.1 Processos de sintese do biodiesel

As principais formas de obtencdo do biodiesel sdo pelas reacbes de
transesterificacdo, esterificacdo e a tecnologia de craqueamento que consiste na
guebra da molécula do triglicerideo a altas temperaturas (acima de 400 °C) para a
formacdo dos ésteres [105,108,111]. A principal rota para a obtencéo do biodiesel é
atraves da reacao de transesterificacdo em que um alcool de cadeia curta reage com
os triglicerideos, formando ésteres e glicerol, além de triglicerideos e diglicerideos nao
reagidos. Para completar estequiometricamente uma reacao de transesterificacdo, é
necessario utilizar uma razao molar de 3:1 de alcool pra os triglicerideos, todavia, ha

pratica, a fim de se obter um rendimento reacional maior, utiliza-se o alcool em
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excesso, para que o equilibrio seja deslocado para o lado dos produtos e permita a
separacéo do glicerol formado [117].

Para facilitar e acelerar a reacao de transesterificacdo, comumente, emprega-
se catalisadores, que podem ser acidos, basicos ou enzimaticos. A reacdo deve
ocorrer sob constante agitacdo, porém, uma agitacdo demasiadamente intensa pode
ocasionar a formacdo de sabdes, consequentemente, a formacdo de uma
emulsificacao de dificil separacéo [118]. A transesterificacdo homogénea ocorre com
reagentes na forma liquida, de acordo com a figura 6, para a catalise acida, o
mecanismo reacional equivale a protonagdo do grupo alquila dos triglicerideos e ao
ataque do alcool ao carbono protonado. Na catélise basica homogénea, 0 mecanismo
reacional consiste no ataque nucleofilico do alcool a carbonila dos triglicerideos [119],
inicialmente o alcool reage com a base para a formacao do alcoxido, na segunda etapa
tem-se o ataque nucleofilico (alcoxido) ao grupo carbonila do triglicerideo formando
um intermediario tetraédrico, posteriormente, ha a formacdo do éster e 0 anion
correspondente ao diglicerideo, depois, o anion abstrai um préton do alcool e produz
0 ion alcoxido que desprotona o catalisador e gera a base. Com uma segunda
molécula de alcool h& o inicio de um novo ciclo catalitico até que os diglicerideos e os
monoglicerideos sejam convertidos em éster e glicerol [120].

A transesterificacao utilizando catalizadores acidos é comumente empregada
para 6leos com elevado teor de acidos graxos livres, os catalizadores mais utilizados
sdo os &cidos sulfarico, cloridrico, sulfénico e fosférico, entre as desvantagens da
catalise 4cida, estdo a sensibilidade a 4gua, a baixa velocidade reacional [121,122] se
comparada com a catalise alcalina, pois o alcool € um nucledfilo mais fraco que o ion
alcéxido, altas razdes molares Oleo/alcool [123]. Na transesterificacdo basica os
hidréxidos de sodio e potassio sdo os mais utilizados, entre as vantagens desse
método tem-se 0 seu baixo custo relativo e o alto rendimento reacional, porém,
apresenta como desvantagem a de separacao do glicerol, a necessidade de 6leos
com baixas concentracdes de agua e acidos graxos livres, aléem da necessidade de
ao final da reacédo ser realizada a purificacéo para a retirada do catalisador e do alcool
remanescente [121,124]. O subproduto da reacdo de transesterificacdo € o glicerol,
um liquido de alta viscosidade e alto ponto de ebulicdo que apresenta aplicacdes na
industria alimenticia, farmacéutica e quimica, sendo utilizado como estabilizante,

antioxidante, umectante, emulsificante e na obtencéo de resinas [112].
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Figura 6. Mecanismo de reacédo para a catalise basica (A) e acida (B). Adaptado de
Aransiola et al [125].
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2.2.2 Histérico do Biodiesel no Brasil

Por volta da década de 1920 surgiram os primeiros relatos envolvendo o uso
de 6leo vegetal como combustivel automotivo no Brasil, em testes coordenados pelo
INT (Instituto Nacional Tecnoldgico). A baixa na producéo de petréleo na década de
70 e 80 ocasionada pela elevagédo no preco do barril de 3 para 12 U$ pela OPEP
(Organizacao dos Paises Exportadores de Petréleo) e devido a guerra na regiao Ira-
Iraque, impulsionou a implantacdo de programas de incentivo a producdo de
combustiveis renovaveis no pais [126,127].

Para contornar essa adversidade da época, o governo brasileiro criou diversos

programas, entre eles os programas Pro-alcool com o objetivo de aumentar a
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producédo de etanol por meio da cana-de-agucar, para ser adicionado a gasolina e com
isso reduzir a necessidade de importagcéo do petréleo, e o Pro-0leo, que era o plano
de incentivo a producao de Oleos vegetais para utilizacdo como combustiveis. O Pro-
Oleo era utilizado na forma de blends (misturas) de até 30% de Oleos vegetais
adicionados ao diesel comercial [126,127]. Surgiram nessa €época, 0S estudos
coordenados pelo professor Expedito José de Sa Parente, da Universidade Federal
do Ceara, O PRODIESEL, e posteriormente o PROSENE, projeto criado para a

producdo de querosene para avido, a fim de fortalecer os projetos nacionais [110].

No ano de 2002, surgiu o ProBiodiesel, criado pelo Ministério de Ciéncia e
Tecnologia do Brasil, que tinha por objetivo incrementar gradativamente, o biodiesel
ao diesel em automoveis brasileiros, inicialmente seria adicionado cerca de 5% de
biodiesel no ano de 2005, em 2010 essa porcentagem seria de 10% e 20% no ano de
2020. O biodiesel apresentou crescimento de 175% na participacdo da matriz enérgica
entre 2008-2015 [127]. Em, 2011, a producdo de biodiesel aumentou em R$ 7,1
bilhdes o PIB brasileiro e gerou 85 mil novos empregos. No ano de 2016 o Brasil
tornou-se o segundo maior produtor de biodiesel, com uma producéao de 17 milhdes
de toneladas, com um faturamento estimado em R$ 8,5 bilhdes em 2015. O Brasil
reduziu suas importacées em 30% 0 que representou uma economia de R$ 2,6
bilhdes. Com o incentivo de politicas de desenvolvimento do biodiesel, o Brasil teve
um aumento de 736 m® em 2005 para 3.801.339 m3 na producdo anual, esse
crescimento, pode ser justificado pela obrigatoriedade da adicdo do biocombustivel
ao diesel, que em 2008 era de 2% e de 8% em 2017 [110,128,129].

2.3 Matérias-primas para a producdao de biodiesel

Devido a extensa area geografica do Brasil e os variados climas, existe uma
grande diversidade de oleaginosas que podem ser utilizadas como matéria-prima para
a producdo de biodiesel. A escolha da matéria prima a ser utilizada estd muito
relacionada com a disponibilidade e o potencial econdmico da regido, o desafio é o
aproveitamento das potencialidades de cada area para a producao de biodiesel. Nas
regides Sul e Centro-oeste, destacam-se a gordura animal e a soja, o Nordeste

brasileiro tem como principais bases para a producéo de biodiesel o pinhdo manso, o
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algodao, o babacu e a mamona, na regido norte do pais, destaca-se o dendé [110,127]
as principais oleaginosas brasileiras estao representadas na figura 7.

Figura 7. Producéo de dleos vegetais e tendéncias regionais brasileiras
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De acordo com o Programa Nacional de Produgéo e Uso do Biodiesel (PNPB),
0 pais ndo deve privilegiar rotas tecnolégicas ou matérias-primas, porém, a soja ainda
se destaca com a principal oleaginosa utilizada na producéo do biodiesel. De acordo
com a ANP, em 2010, as principais matérias-primas utilizadas na producdo de
biodiesel foram, 6leo de soja, sebo, 6leo de algoddo. Embora o biodiesel possa ser
produzido com qualquer acido graxo, os 0leos vegetais sao considerados a principal
matéria-prima para a producéo [110,126]. Apesar do atual crescimento da producéo
de biodiesel no Brasil, este aumento ocorre de forma irregular, liderado praticamente
pelas regibes Sul e Centro-oeste do pais, que é possivelmente explicado pela

heterogeneidade das monoculturas de oleaginosas presentes nessas regides [127].

Além dos 0leos e gorduras virgens, 0s 0leos e gorduras residuais, provenientes

de processos de fritura, domésticos, comerciais e industriais, podem ser utilizados
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como matéria-prima. Entre as principais vantagens decorrentes da utilizacdo dos
Oleos residuais de fritura estd4 a de dispensa do processo de extracao, além de ser
uma matéria-prima de baixo custo, por se tratar de um residuo e existe a vantagem
de cunho ambiental, que se caracteriza pela destinacdo adequada de um residuo que
em sua grande maioria é descartado inadequadamente, contaminando o solo e os
recursos hidricos. Diferentemente do diesel, o biodiesel é mais sensivel a oxidagéo,
isso ocorre devido a composicao do biocombustivel, ou seja, a presenca de ésteres
insaturados advindos da matriz utilizada para a producao do biodiesel, torna-o mais
suscetivel a degradacdo. E importante destacar que a natureza da matéria prima a
ser utilizada para a sintese do biodiesel influencia diretamente nas propriedades e na
estrutura do mesmo, apos o processo de transesterificacdo, o biodiesel apresenta o

mesmo perfil de acidos graxos da sua matéria prima de origem [4,130].

As insaturacfes presentes na estrutura dos acidos graxos, sado responsaveis
por sitios suscetiveis a oxidagao, o que justifica a baixa estabilidade apresentada por
esse biocombustivel. O tipo e o teor de acidos graxos presentes no 6leo vegetal
influenciam diretamente na estabilidade do biodiesel, em que quanto maior o grau de
insaturacdes presentes, menor a estabilidade do biocombustivel [131]. O processo de
oxidacdo ocasiona a formacéao de hidroperéxidos que contribuem para a formacéo de
composto insollveis que precipitam e provocam o entupimento de filtros e sistemas
de injecdo. Quando a estabilidade oxidativa do biodiesel € considerada insuficiente,
pode ser feito a adigdo de antioxidantes, sintéticos ou naturais [111].

2.4 Antioxidantes

Os antioxidantes sé@o definidos como qualquer substancia que presente em
baixas concentracdes, quando comparada a do substrato oxidavel, retarde ou iniba o
processo de oxidacdo desse substrato de maneira eficaz [132]. Podem agir de
diversas formas, como diminuindo a concentracdo de oxigénio, abstraindo o oxigénio
singlete, evitando assim a fase de iniciagdo da oxidacao pelo sequestro do radicai
hidroxil. Os antioxidantes podem ser classificados em primarios, removedores de
oxigénio, biolégicos, agentes guelantes e antioxidantes mistos [108].

Os compostos primarios sdo os antioxidantes que promovem a remogao ou a

inativacao dos radicais livres formados durante as etapas de iniciagdo ou propagacao,
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atuam através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo
a reacdo em cadeia. Sao exemplos de antioxidantes primarios os compostos

fendlicos, tocoferois e os carotenoides [133].

2.4.1 Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos sdo os mais utilizados para combater o processo de
oxidacdo em diversas matrizes, alimentares, farmacéuticas e combustiveis, entre os
mais utilizados em biodieseis estdo o Butil-hidroxitolueno (BHT), Butil-hidroxi-anisol
(BHA), terc-butil-hidroquinona (TBHQ), galato de propilo (GP) e pirogalhol (PA)
[11,134]. O BHT, é um antioxidante sintético pertencente ao grupo dos antioxidantes
primarios, usado como aditivo alimentar, remédios, combustivel, borracha e
taxidermia. E produzido a partir do cresol e do isobutileno, possui formula molecular
C1sH240 e apresenta baixa solubilidade em agua. O bom desempenho do BHT em
combustiveis ocorre devido a suas caracteristicas como ser estavel em elevadas
temperaturas, eficaz em pequenas quantidades, apresentar alto grau de pureza,
soluvel em dleo, entre outras [135].

O BHA é um antioxidante de pouca estabilidade frente a elevadas
temperaturas, mas é particularmente efetivo no controle de oxidagdo de &cidos graxos
de cadeia curta, como aqueles contidos em 6leo de coco e palma [136]. O TBHQ é
um pé cristalino branco e brilhoso, moderadamente solGvel em 6leos e gorduras e nao
se complexa com ions de cobre e ferro, como o galato de propilo. E considerado, em
geral, mais eficaz em 6leos vegetais do que o BHA ou o BHT; em relagédo a gordura
animal, é tao efetivo quanto o BHA e mais efetivo do que o BHT. O BHA e o TBHQ

sdo 0s mais utilizados na conservacgao de 6leos vegetais estocados [137,138].

Outros compostos que vem sendo investigados como antioxidantes sintéticos
sao os naftois. Os naftdis sédo derivados do naftaleno e séo pertencentes a familia dos
fendis. Assim como o naftaleno, seus derivados o a-naftol e B-naftol sdo considerados
como poluentes organicos oriundos de processos industriais. Esses compostos
podem apresentar elevada toxicidade dependendo da posicdo dos seus grupos

substituintes e podem ser encontrados em efluentes de industrias téxteis [139].
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2.4.2 Antioxidantes Naturais

A utilizacdo de antioxidantes naturais ganha forca a cada dia, principalmente
na inddstria alimenticia, de produtos farmacéuticos e cosméticos, por ndo serem
toxicos ao organismo humano. A maioria dos antioxidantes naturais utilizados contém
polifendis, antioxidantes monofendlicos que ajudam a estabilizar a maioria dos 6leos
vegetais [52,108]. Os flavonoides, que sédo pertencentes ao grupo de polifendis totais,
cumprem as exigéncias as quais sao estabelecidas aos antioxidantes, pois estudos
realizados comprovaram a sua eficacia em retardar ou evitar o processo de oxidacao,

mesmo em pequenas quantidades [140].

Caracteristicas estruturais, como, a presenca de conjugacdo e a sua
aromaticidade, propiciam elevada estabilidade a esses compostos. A literatura relata
que, compostos fendlicos sdo eficientes antioxidantes contra a deterioragdo oxidativa
de acidos graxos polinsaturados. A atividade antioxidante dos flavonoides ocorre
devido a sua habilidade de sequestrar radicais livres, atuando assim, como doadores
de hidrogénio e quelantes de metais [141]. Os tocoferdis apresentam como
desvantagem a alta suscetibilidade a oxida¢éo provocada pelo pelo ar e sdo estaveis
apenas na auséncia em sua auséncia. Além disso, a presenca da enzima lipoxigenase
degrada os tocoferéis, em que esta enzima deve ser desativada para retardar a

degradacéo [108].

Entre os carotenoides, destaca-se o0 [-caroteno que é encontrado
principalmente no 6leo de palma e de buriti, € um potente antioxidante e sua eficacia
depende principalmente da pressao parcial de oxigénio em contato. Quando em
elevadas pressdes parciais, o B-caroteno pode desenvolver agdo pro-oxidante [16].
Em geral, os 06leos vegetais possuem antioxidantes naturais, como tocoferdis,
tocoestriendis, polifendis, clorofilas, ascorbatos, lignina e carotendides que exercem
um papel protetor essencial na oxidagédo dos acidos graxos. Os resultados de muitas
pesquisas mostram que mesmo 0 éster altamente saturado perde sua estabilidade

rapidamente se contém um baixo nivel de antioxidantes naturais [142,143].

Embora os combustiveis biodiesel produzidos a partir de gorduras animais
terrestres, como a banha e o sebo bovino, contenham grandes quantidades de
gorduras saturadas, eles tém pouca estabilidade porque contém uma gquantidade
menor de antioxidantes naturais [108]. O Gleo de buriti, altamente insaturado (80%
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insaturado), tem maior estabilidade a oxidacéo, independentemente de seu alto teor
de acido oleico, devido a presenca de grandes quantidades de tocoferdis e
carotenoides, porém, a maioria desses antioxidantes naturais pode ser reduzida ou
destruida durante a transesterificacdo durante o processo de refino [20]. Os biodieseis
produzidos a partir de Oleos vegetais ndo refinados contém mais antioxidantes
naturais e melhor estabilidade, mas n&do satisfazem outros requisitos de para sem

utilizados como combustiveis [144].
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Amostras

O oleo utilizado para a sintese do biodiesel foi extraido em laboratorio. Para o
procedimento de extracdo, em um béquer de 1 L, aproximadamente 300 mL de agua
deionizada foi aquecida até a ebulicdo, entdo a polpa foi adicionada e permaneceu
sob aquecimento a temperatura e agitacdo constante por 1 h, ap6s decorrido esse
tempo, a mistura foi deixada em repousou para que houvesse a separacao de fases,

entdo, o 6leo foi coletado da fase superior com o auxilio de uma seringa.

3.2 Reagentes e Solugdes

Os reagentes para os procedimentos de sintese e caracterizacdo do biodiesel
foram de pureza analitica. Todas as solu¢des foram preparadas utilizando agua
deionizada com resistividade = 18,2 1 MQ.cm obtida por sistema de purificacédo
Millipore® Milli-Q Direct purification system (Darmstadt, Alemanha). Para a sintese do
biodiesel, foi utilizado metanol e hidroxido de sédio (Sigma — Aldrich, EUA). Os
reagentes para os ensaios de caracterizacdo foram, reagente de Wijs (Quimica
Moderna, Brasil), acido cloridrico e acido acético (Merck, Alemanha), hexano (Sigma
— Aldrich, EUA), cloroférmio (Synth, Brasil), etanol (J. T. Baker, Brasil) iodeto de
potassio (Dinamica, Brasil), tiossulfato de sddio (Synth, Brasil) e fenolftaleina, (Synth,

Brasil).

3.3 Sintese do biodiesel

O biodiesel utilizado neste estudo foi produzido por transesterificacdo catalitica
de 6leo de buriti em excesso de metanol (30% m/m) e com NaOH (0,7% m/m) como
catalisador alcalino. A massa de NaOH foi solubilizada em metanol e a solugdo foi
adicionada ao Oleo de buriti previamente aquecido a 60 °C, a reacdo de
transesterificacdo procedeu por 50 min sob agitacdo constante, a formagao do
biodiesel foi confirmada pelo aparecimento do glicerol de coloragdo mais escura que
0 Oleo [145]. A mistura resultante foi transferida para um funil de separacéo e apos 1
h o glicerol decantou ao fundo e foi removido. O biodiesel foi entdo lavado com agua
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deionizada aquecida a 60 °C para a retirada glicerol e do NaOH remanescente, com
a verificacdo da auséncia pelo teste da 4gua de lavagem com solucéo de fenolftaleina
1%. ApOGs a remocao do catalizador, o biodiesel foi seco com sulfato de sédio anidro

e armazenado em frasco de vidro ambar ao abrigo da luz e da umidade.

3.4Quantificacao do teor de B-caroteno no 6leo e no biodiesel de buriti

Para as analises do teor de B-caroteno presentes no 6leo e do biodiesel de
buriti, aproximadamente 0,1 g de amostra foi transferida para tubos Falcon de 15 mL
e dissolvidos em acetona até um volume final de 10 mL, a mistura foi entdo lida em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 455 nm.

3.5Avaliacéo da estabilidade do biodiesel

A medida da estabilidade oxidativa do biodiesel foi conduzida de acordo com a
norma EN 14112 empregando o equipamento Rancimat (Metrohm, modelo: 873). Para
o procedimento experimental, aproximadamente 3 + 0,2 g de amostra foi pesada em
triplicata diretamente dentro dos tubos de ensaio de vidro e foram aquecidas em
blocos controlados por termostato nas temperaturas de 90, 100 e 110 °C sob fluxo de
ar constante de 10 L hl. Os produtos volateis da oxidacdo formados durante o
processo, sao arrastados pelo fluxo de ar e coletados em um recipiente de medicéo
de condutividade elétrica contendo 50 mL de &gua deionizada. Os dados de
condutividade elétrica (uS) x tempo (h) foram plotados e o ponto de inflexdo da curva

representando o tempo de inducéo (h) foi obtido manualmente.

3.6Analise cromatografica

A andlise cromatogréfica foi realizada por um cromatégrafo trace GC Ultra da
ThermoScientific acoplado com espectrometro de massa modelo 1SQ, equipado com
uma coluna capilar de silica fundida SP™-2560 (100m x 0,25 mm x 0,2 um film
thickness), tendo como gas de arraste o hélio, com vazdo 1 mL min-t. Para a andlise,
cerca de 0,110 g de biodiesel foi dissolvida em 1,5 mL de hexano. A programagéao do

equipamento para determinar o perfil dos acidos graxos, na forma de ésteres metilicos
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foi: temperaturas: do injetor e do detector 240 °C e da fonte de ions a 240 °C; a coluna
foi inicialmente aquecida a 90 °C, permanecendo nesta temperatura por 1 min, em
seguida foi elevada a 180 °C, com uma taxa de aguecimento de 4 °C min! e mantida
nessa temperatura por 1 min; finalizando, com uma taxa de aquecimento de 3 °C min°
! foi elevada até 220 °C e mantida por 10 min. Logo, a duragdo de toda andlise foi

equivalente a 47,83 min.

3.7Caracterizacdo do Biodiesel

O dleo e o biodiesel de buriti foram submetidos a caracterizacao fisico-quimica
por métodos oficiais estabelecidos pela American Oil Chemists 'Society (AOCS), pela
Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM) e pelo Comité Europeu de
Normalizacdo (EN). As seguintes propriedades foram determinadas: indice de acidez
(EN 14104), indice de peréxido (AOCS Cd 8-53) indice de saponificacdo (AOCS Cd
3-25), indice de iodo (EN 14111) e a andlise do teor de agua presente no 6leo e no
biodiesel de buriti foi realizada de acordo com a norma ASTM D 6304 utilizando um
aparelho Karl Fischer (Metrohm, 831). Todas as analises fisico-quimicas foram
realizadas em triplicata e os valores médios foram reportados com desvio padréo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Propriedades fisico-quimicas do 6leo e do biodiesel de buriti

Os efeitos da degradacao oxidativa em termos de manutencdo da qualidade
dos biocombustiveis apresentam uma preocupacéo legitima pela ampla aceitacéo do
biodiesel. Durante o armazenamento, ocorrem alteragdes na composi¢ao, bem como
nas propriedades fisico-quimicas do biodiesel, que incluem o indice de acidez,
densidade, viscosidade, indice de peroxido, tempo de inducdo (TI) [1]. A tabela 7

apresenta os resultados para os resultados para algumas dessas propriedades.

Tabela 7. Propriedades fisico-quimicas do biodiesel utilizado neste trabalho.

Propriedade Método Oleo Biodiesel Max Bio”
indice de acidez (IA)
EN 14104 3,75+0,06 0,40+0,04 0,5
(mg KOH gV
indice de iodo (1)
EN 14111 6,91+0,23 7,11 +£0,87 20
(g 12/2009)
indice de peroxido (IP) AOCS
12,20+0,61 8,94 +0,98 -
(meq Kg?) Cd 8-53
indice de
o AOCS
saponificacao (IS) 180+2,72 185,32+7,20 180-200
Cd 3-25
(mg KOH g
Umidade ASTM D
33,33+1,44 60,0+ 3,5 200
(ppm) 6304-07

*Valores maximos regulamentados pela ANP

O indice de acidez € uma medida da quantidade de acidos graxos livres
presentes no biodiesel ou no 6leo, estando diretamente relacionado a estabilidade.
Os ésteres presente no biodiesel tendem a se hidrolisar em alcool e acidos quando
em presenca de oxigénio, acarretando um aumento no numero de acidos totais. Além
dos produtos da oxidacao e da hidrélise, os acidos minerais residuais utilizados no
processo de sintese do biodiesel sdo responsaveis pela presenca de compostos
acidos, que consequentemente, contribuem para o aumento do IA [4]. O valor

encontrado para o biodiesel de buriti (0,40 + 0,04 mg KOH g1) estd em concordancia
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com o estabelecido pela ANP de no maximo 0,5 mg KOH g*. O IA é um importante
parametro para avaliar a qualidade do biodiesel produzido, bem como monitorar o
nivel de oxidacdo durante o periodo de armazenamento, um valor elevado de IA ndo
é favoravel porque afeta as partes metalicas do motor e leva a corrosao [107]. Os
Oleos vegetais e gorduras podem ser utilizados para a producdo de biodiesel por
transesterificacdo alcalina quando apresentam valores de acidez inferiores a 6 mg
KOH/g, sendo assim, o Oleo utilizado nesse trabalho apresenta IA (3,75 + 0,06) viavel
para a sintese do biodiesel [146].

Por meio da andlise do indice de iodo é possivel obter informacfes a cerca da
magnitude das insaturacdes presentes nos acidos graxos ou nos ésteres [4]. O dleo
e o biodiesel de buriti apresentaram valores em concordancia com o respectivo grau
de insaturacdo, com valores de 6,91 + 0,23 g 12/100g e 7,11 + 0,87 g 12/100g,
respectivamente. Quanto maior o grau de insaturacédo, maior a quantidade de iodo
utilizado, porém, ndo é possivel identificar a posicdo na cadeia e a quatidade de
carbonos olefinicos nos acidos graxos, pois neste teste, todos os hidrogénios séo
considerados igualmente reativos, portanto, com base no indice de iodo, ndo é
possivel concluir as diferencas estruturais presentes em diferentes compostos
graxos. Consequentemente, o indice de iodo ndo fornece informacgdes para determinar
se os hidrogénios sao alilicos ou bisalilicos as duplas ligagbes, o que € um fator
importante para determinar a propensao a oxidacao do biodiesel [6,7].

O indice de peréxido € uma medida da quantidade de perdxido formado durante
0 processo de oxidacdo, o aumento do valor de IP assim como o aumento da acidez,
pode ocasionar a corrosao das partes do sistema de combustivel, o entupimento das
tubulacbes, o endurecimento dos componentes de borracha e o atraso no
procedimento de ignicdo. Embora o IP ndo seja especificado nas normas para o
biodiesel devido ao aumento durante os estagios iniciais de oxida¢cao e a diminui¢ao
durante o perido final, trata-se de um importante parametro para a determinac¢éo do
nivel de oxidagéo e da qualidade do 6leo a ser utilizado como matéria prima. Segundo
alguns relatos da literatura, o valor maximo desse indice para O6leos refinados e
gorduras vegetais é de aproximadamente 10 meq Kg? [12,147]. O éleo de buiriti
apresentou IP igual a 8,94 + 0,98 meq Kg, o que sugere um estagio consideravel de
oxidacao, entretanto, este valor pode néo representar o real estagio de degradacéo,

pois, durante o procedimeto de titulacdo, devido a forte coloracdo avermelhada do
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Oleo, a observacdo dos pontos de viragem € dificultada. Em um estudo sobre as
caracteristica dos 6leos de planta da amaz6nia, Serra et al. [148] encontrou um valor
de 12,05 + 0,10 meq Kg™, e esse alto valor foi atribuido a dificuldade na observacéo
do ponto de viragem para o Oleo.

O indice de saponifica¢do indica a quantidade relativa de acidos graxos de alto
e baixo peso molecular. Os ésteres de acidos graxos de baixo peso, requerem mais
base para a saponificacdo, enquanto que os de alto, consomem uma quantidade
menor [148]. Valores de IS acima de 200 mg KOH g sdo caracteristicos de 6leos
com acidos graxos de baixo peso molecular [4], portanto, o IS é inversamente
proporcional. Os valores para o IS do 6leo (180,51 + 2,73 mg KOH g?) e do biodiesel
de buriti (185,32 + 7,20 mg KOH g) estdo dentro da faixa de 180 — 200 m KOH g,
indicando a presenca de acidos graxos de alto peso molecular.

Uma das principais preocupacfes a cerca da estabilidade do biodiesel é a
degradacdo oxidativa, porém, a estabilidade durante o armazenamento também pode
envolver problemas causados pela contaminagdo da agua e crescimento microbiano
[2]. O efeito da agua no biodiesel pode levar a degradacéo hidrolitica de ésteres para
alcool e acidos livres diminuindo a qualidade do biodiesel, resultando na corrosédo do
tanque, formacdo de emulsdes, além de hidrolise ou oxidag&o hidrolitica [3] A agua
presente no combustivel pode causar a formacéo de ferrugem e corrosdo, exacerbada
pela presenca de acidos e hidroperoxidos formados pela oxidacdo, assim, por meio
da analise da tabela 7, o biodiesel utilizado neste trabalho apresentou-se em

conformidade com o valor méxido estabelecido para o teor de agua [15].

4.2 Teor de B-caroteno presente no 6leo e no biodiesel de buriti

Com o intuito de avaliar as perdas de B-caroteno adivindas do processo de
transesterificacdo, procedeu-se com a quantificacdo na amostra de Oleo e
posteriormente no biodiesel obtido. A partir da figura 8, observa-se que o teor de [3-
caroteno encontrado no 6leo de buriti foi de 3,95 + 0,24 mg g, apds o processo de
transesterificacdo, lavagem e desumidificacdo do biodiesel, cerca de 3,5 £ 0,08 mg
g de B-caroteno se manteve presente, embora a média encontrada apds o processo
de transesterificagdo tenha sido menor, o teste de Turkey, ao nivel de confianca de

95%, revela que ndo h& diferenca significativa. Porém, essa diferenca no teor médio
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de B-caroteno entre o Oleo o biodiesel pode ser atribuida a fatores como o
aguecimento utilizado para faciliar a reacdo de transesterificacdo ou a etapa de

lavagem para a retirada da glicerina e do metanol residual [147].

Figura 8. Teor de B-caroteno presente no 6leo e no biodiesel de buriti
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Para a sintese do biodiesel, costumasse empregar a razao estequiometrica
alcool/triglicerideo de 3:1, todavia, € comum a utilizacdo de uma razdo molar mais
alta, com o alcool em excesso para garantir uma maior eficiencia reacional [117]. Ap6s
0 processo de transesterificacdo, o biodiesel é lavado para a remocao da glicerina, do
catalizador basico e do alcool remanescente. Durante o processo de lavagem, utiliza-
se agua deionizada aquecida a 60 °C e observa-se que a agua de lavagem apresenta
coloracdo amarelada, compativel com atribuida ao antioxidante B-caroteno, esse
fendbmeno pode ser justificado pela solubilizacdo do antioxidade no metanol residual,
o B-caroteno apresenta solubilidade de 10 mg L't em metanol e que por ser miscivel
em &gua, € possivel que o alcool seja retirado do meio com percentuais do
antioxidante [76].

Além da perda proviniente da solubilizagdo em metanol, é possivel que a
temperatura utilizada para a reacdo de sintese do biodiesel possa ter promovido a
degradacao de parte do B-caroteno, ainda que em baixa intensidade. Devido as suas
estruturas altamente insaturadas, os carotendides sao suscetiveis a processos de
oxidacdo, que podem ser causados pela exposicdo ao calor, luz, oxigénio,
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catalisadores e outros fatores. A estrutura também pode influenciar na sua
estabilidade, como por exemplo, a posicdo e o numero das insaturacbes. Por
possuirem um sistema de ligagcdes duplas conjugadas, os carotenoides sao
vuneraveis ao calor, quando sob altas temperaturas [149].

Em um estudo sobre a influencia da temperatura na degradacédo de
carotenoides no suco de laranja, durante a pasteurizagdo por microondas foi
observado que os teores de a-caroteno, B-caroteno, luteina e zeaxantina no suco
pasteurizado a 85 °C por 60 s reduziram em aproximadamente 50%, 57%, 66%, 54%
e 58%, respectivamente [150]. Estudos anteriores também encontraram uma perda
de B-caroteno em nanoemulsbes armazenadas em temperaturas elevadas [151].
Assim, mesmo que a sensibilidade térmica dos carotenoides seja uma caracteristica
conhecida, ela ndo segue um padrdo exato, tendo variacbes de resultados entre
diferentes matrizes. Por exemplo, a ebulicdo (durante 20 min), a fritura (10 min) ou a
secagem (a 57 °C durante 10h) da batata doce reduzem o teor de carotenoides como
o all-trans-B-caroteno em 77% - 88%. Similarmente, o teor de carotenoides em
pimentdes diminuiu em 55% - 80% a medida que a temperatura do processo de
desidratacdo osmaética aumenta de 25 °C para 55 °C [26,45,47,49]. Desse modo,
diminuir a temperatura, reduzir o tempo de processamento e a exposicao das
amostras ao oxigénio pode garantir uma menor degradagdo dos carotenoides.
Observa-se que mesmo a perda do antioxidante durante o processo de lavagem ou a
degracdo proviniente da temperatura utilizada para favorecer a reacdo de
transesterificacdo nédo representou grande impacto na concentracdo final de -

caroteno presente no biodiesel de buriti.

4.3 Tempo de inducéao (TI)

O método de Rancimat para a avaliacdo da estabilidade oxidativa consiste em
submeter uma amostra de gordura, 6leo ou biodiesel a um fluxo de ar e temperatura
constantes. Durante o estagio inicial da oxidacdo, os ésteres metilicos de &cidos
graxos sao oxidados a peroxidos. Entdo, os peroxidos sdo completamente
decompostos para formar compostos organicos volateis e acidos organicos,
principalmente o acido formico e o acido acético. Os gases liberados sdo entédo

coletados em um frasco contendo agua deionizada e um eletrodo é resposavel por
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medir a condutividade da solucao [4,107]. O Tl € observado quando ocorre 0 aumento
pronunciado da condutividade, em que a medi¢cdo continua fornece uma curva de
oxidacao (Figura 9A). A analise da estabilidade oxidativa para o biodiesel de buriti foi

realizada nas temperaturas de 110, 120 e 130 °C, apresentada na tabela 8.

Tabela 8. Tempo de inducéo e vida de prateleira para o 6leo e o biodiesel de buriti

TI (h) Ln TI
Temperatura ° C § — § —
Oleo Biodiesel Oleo Biodiesel
130 11,7 11,5 2,46 2,44
120 21,1 242 3,05 3,19
110 494 3,90
25 24306,5 10,10

O grafico do In do TI vs temperatura para o biodiesel foi plotado e pode ser
observado na figura 9B. Por meio da extrapolacdo do grafico € possivel encontrar o
Pl a 25 °C que corresponde a vida de prateleira de 24306,52 h ou 2,81 anos, esse &
o tempo tedrico de validade para o biodiesel de buriti. A obtencdo do tempo de
prateleira pode ser realizada de duas formas, pelo teste de estabilidade acelerada ou
pelo teste de estabilidade em tempo real. O teste de estabilidade em tempo real
apresenta a desvantagem do longo tempo necessario para a ocorréncia da degracao
significativa do biodiesel sob condi¢des controladas [152]. A fim de avaliar o tempo de
inducdo para o Oleo antes da transesterificacdo, procedeu-se com o estudo da
estabilidade acelerada nas mesmas condi¢cdes em que o biodiesel. Nas temperaturas
de 130 e 120 °C o 6leo de buriti apresentou Tl préximos aos do biodiesel (tabela 8).
O biodiesel apresentou Tl proximos aos do Oleo, possivelmente devido a grande
concentragado de B-caroteno que se manteve presente apds a sintese. Observou-se
gue embora o biodiesel apresente grandes quantidades de acidos graxos insaturados
(90,1%), principalmente o acido 6leico e o linolénico, a alta estabilidade oxidativa
determinada deve-se basicamente ao elevado teor de antioxidantes naturais

presentes.
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Ln TI

Figura 9. (A) Tl para o biodiesel de buriti utilizado neste trabalho a 110 °C. (B) Gréfico

para o In do Tl vs temperatura.
200

49.39

(A)

175 4

150 4

=125 o

100

y =-0,0729x + 11,921
R = 0,9998

3,5

3,0

2,5

T T T T T T T T T T T T T T T T T

LI —T
110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130
Temperatura

O teste de Rancimat é considerado o parametro mais importante em relagédo a
estabilidade do biodiesel. A ANP estabelece que a determinacdo da estabilidade
oxidativa a 110 °C com um Tl minimo de 8 h pelo método de Rancimat, pelo método
da ASTM D-6751 especifica-se um tempo minimo de indugéo de 3 h. Constatou-se
gue o biodiesel de buriti apresentou o Tl aproximadamente 7 vezes superior ao
estabelecido pela ANP pelo método EN 14112.

Quando comparado a outros biodieseis da literatura (tabela 9), o de buriti
apresenta Tl muito superior a soja que € a principal matéria prima para a producao de

biocombustiveis, todavia, devido a presenca altas porcentagens de acidos graxos
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insaturados, com predominancia dos &cidos linoleico e oleico, o biodiesel de soja
apresenta alta vulnerabilidade a oxidacao, para aumentar a estabilidade oxidativa do
biodiesel de soja, € comum a adicdo de antioxidantes sintéticos, que encarecem 0
processo de producdo além de nédo ser interessante do ponto de vista ambiental, a
consideravel estabilidade apresentada pelo biodiesel obtido do babassu deve-se a
baixa composi¢do de acidos graxos insaturados [153].

Tabela 9. Estabilidade oxidativa para e percentual de 4cidos graxos insaturasdos para

diferentes bhiodieseis.

Estabilidade Acidos graxos  Ref
Matéria-prima Oxidativa insaturados (%)

(TI,a 110 °C, h)
Buriti (neste trabalho) 49,39 90,1+9,5 [148,154,155]
Algodéo 4,9 74,1 [146]
Améndoa 3,0 86,4 [153]
Amendoim 2,0 84,4 [153]
Babassu 19,4 16,0 [79]
Colza 2,0 93,6 [153]
Girassol 0,8-1,56 88,9 [153]
Jatropha 4,80 73,64 [19]
Karanja 4,20 86,70 [19]
Milho 1,2-5,9 91,7 + 11,2 [79,153]
Oleo de fritura 3,0 75,35 [2]
Oliva 3,3 84,4 [153]
Soja 1,3-51 85,0+5,9 [79,153]
Uva 0,5 88,5 [153]

O elevado TI para o biodiesel de buriti deve-se a alta concentragdo de [3-
caroteno (3,5 + 0,08 mg g!) remanescente apds a reacdo de transesterificacdo. A
atividade antioxidante dos carotenoides baseia-se na extingdo do oxigénio singlete
(!02) ou por meio da reacdo com radicais livres. O primeiro caso envolve a
transferéncia de energia de excitacdo do oxigénio singlete para o carotenoide,
resultando em oxigénio no estado fundamental e carotenoide excitado no estado
triplete. A energia de excitacdo € dissipada, produzindo energia térmica e 0

55



carotenoide assume o estado fundamental, resultando na oxidag&o do pigmento com
o desaparecimento da coloracdo vermelha caracteristica do 6éleo e do biodiesel de
buriti. Os carotenoides possuem forte acdo antioxidante devido as duplas ligacdes
conjugadas. Isso os torna capazes de capturar radicais livres, especialmente os
radicais alquil-peroxil [14].

A interacéo entre os carotenoides e os radicais alquil-peroxil ocorrem de trés
maneiras diferentes: por transferéncia de elétrons, abstracdo de hidrogénio e
formacéo de uma espécie radical. Essas propriedades dos carotenoides enfatizam os
resultados de muitas pesquisas que mostram que mesmo o éster altamente saturado
tende a perder sua estabilidade rapidamente se contiver um baixo nivel de
antioxidantes naturais. O altamente insaturado 6leo de buriti, por exemplo, tem maior
estabilidade, independentemente do seu alto teor de 6leo oleico, devido a presenca

de grandes quantidades do (3-caroteno [14,156].

Sabe-se que é dificil cumprir o estabelecido pela ANP para biodieseis sem que
seja realizada a adicdo de antioxidantes. Em um estudo realizado por Tang et al. [157]
para avaliar a qualidade do biocombustivel comercializado nos EUA, foi observado
que a qualidade dos produtos € aceitavel, todavia, em face a estabilidade oxidativa,
45% das amostras nao atingiram a estabilidade minima de 8 h pelo método de
Rancimat. Em outro estudo, Ramos et al. [153] avaliou a estabilidade de biodieseis
produzidos de diversas fontes vegetais, como, 6leo de oliva, soja, girassol, uva,
améndoa e milho, nenhum dos biodieseis produzidos apresentou estabilidade superior
a 6 h sem a adicdo de antioxidantes. Comparando a composicédo dos acidos graxos
para o biodiesel de buriti e o de soja, tabela 9, observa-se que os dois apresentam
composicdo similar, porém, apenas o biodiesel de buriti esta de acordo com a EN
14112, portanto, pode-se atribuir a maior estabilidade frente a oxidagéo ao alto teor

de B-caroteno que atua retardando o processo de oxidacao.
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5 CONSIDERACOES PARCIAIS

Quanto ao teor de p-caroteno no 6leo e no biodiesel de buriti, pode-se observar
que o processo de transesterificacdo metilica ndo influenciou significativamente na
concentracéo deste antioxidante, em que o 6leo apresentou concentracao de 3,95 +
0,24 mg g* e apds a sintese, lavagem e secagem do biodiesel, cerca de 3,49 + 0,08
mg g* de B-caroteno se manteve presente. Constatou-se que, embora o B-caroteno
seja um antioxidante sensivel ao calor e possa ter sido retirado do meio solubilizado
no metanol, durante o processo de lavagem do biodiesel, esses processos nao
representaram perdas significativas na concentracdo deste antioxidante. Com
realizacdo do teste da estabilidade acelerada pelo método de Rancimat, conclui-se
que biodiesel de buriti apresenta elevado ponto de inducdo a 110 °C (49,39 h), além
de uma vida de prateleira a 25 °C estimada em 2,81 anos. O 6leo de buriti, quando
submetido ao teste em Rancimat, em condi¢des iguais ao biodiesel, nas temperaturas
de 130 e 120 °C apresentou Tl de 11,72 e 21,13 h; préximo aos valores encontrados
para o biodiesel (11,50 e 24,22 h).
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos com a realizacdo deste trabalho revelaram novas
informacdes acerca da extracdo de carotenoides e da estabilidade de biodieseis. A
proposta de otimizacdo da extragdo de [(-caroteno empregando planejamento de
misturas foi eficiente, com o modelo cubico especial explicando melhor os dados
obtidos para os dois métodos de extracao (EC e EAU). Dentre os solventes analisados
(acetona, etanol, metanol e acetonitrila), a acetona destacou-se como o mais efetivo
na extracao do antioxidante para os métodos EC e EAU, com valores 706,8 + 9,7 ug
g'le 872,8 +18,9 ug g}, respectivamente. Constatou-se que a EAU foi mais eficiente
gue a EC na extracdo de B-caroteno extraido da polpa de buriti, produzindo extratos
mais concentrados, com a melhor condicéo de extracdo proposta pelo modelo cubico
especial sendo a acetona pura para a EC e a mistura de acetona:etanol (3:1) para a
EAU. Dentre todos os solventes, o0 mais polar, o0 metanol, foi o que apresentou menor
eficiéncia na extracdo nos dois métodos avaliados.

Os resultados provenientes das analises do teor de B-caroteno antes e apds o
processo de transesterificacdo, revelaram que o processo de tratamento térmico e a
lavagem do biodiesel, ndo resultaram em perdas significativas do antioxidante, em
que para o 6leo a concentracdo de B-caroteno foi de 3,95 + 0,24 mg g* e ap6s a
sintese o biodiesel apresentou o teor de 3,49 + 0,08 mg g* do antioxidante. A alta
concentracdo de antioxidantes presentes no biodiesel de buriti contribuiu para a
elevada estabilidade oxidativa, com o tempo de inducdo de 49,39 h, muito superior a
outros biodieseis da literatura e ao estabelecido como limite minimo pela ANP
desenvolvido de acordo com o método de Rancimat (8 h). O teste da estabilidade
acelerada estimou que a temperatura de 25 C° o biodiesel de buriti apresenta ponto
de inducdo de 2,81 anos, esse tempo também pode ser entendido como a vida de
prateleira para o biodiesel, ou seja, o periodo em que, a temperatura ambiente, o
biodiesel de buriti comecaria a se degradar significativamente. A analise do 6leo, antes
do processo de transesterificacdo, nas mesmas condicbes em que o biodiesel foi
submetido revelou que ambos apresentam TI proximos nas temperaturas de 130 e
120 °C, possivelmente devido a elevada concentracdo de antioxidantes presentes no

6leo e no biodiesel.
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Como perspectivas futuras, tem-se a avaliagdo de outros fatores como,
temperatura, tempo, luminosidade etc, na extragdo do 3-caroteno na amostra de buiriti,
bem como a possibilidade de avaliacdo da polaridade quantitativas para misturas,
entre solventes por meio de estudos de solvatocrébmismo, com o intuito de
compreender melhor a relacdo entre a polaridade dos solventes e da mistura na
extracdo de carotenoides em amostras de buriti. Além disso, pretende-se realizar a
avaliacdo da estabilidade oxidativa acelerada para o biodiesel de buriti nas
temperaturas de 100 e 90 °C para a melhor compreensdo acerca da cinética de

degradacdo desse biocombustivel.
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