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RESUMO

O presente trabalho de dissertacdo de mestrado visa mostrar o estudo da estabilidade a
oxidacdo do biodiesel pelo uso do extrato etandlico obtido do exsudato da Amburana
cearensis como aditivo antioxidante natural. A incorporacdo de antioxidantes € uma
estratégia amplamente empregada para mitigar a degradagao oxidativa do biodiesel;
entretanto, os antioxidantes sintéticos estdo frequentemente associados a alto custo,
potencial toxicidade e baixa biodegradabilidade a descoberta de novas substancias
quimicas tem se tornado uma area de grande avango cientifico. Os resultados
experimentais do extrato etandlico da Amburana cearensis mostraram eficiéncia
antioxidante conforme determinado pelo ensaio de sequestro de radical ABTS <%, que
mostrou alta atividade antioxidante mesmo com perda de massa em relagdo ao tempo.
Na analise termogravimétrica e térmica diferencial (TG/DTA) revelou sua estabilidade
térmica em altas temperaturas comecando a se degradar a partir de 281°C. A
caracterizagao quimica por HPLC e o DI-ESI-IT-MS" identificaram os compostos
responsavel pela atividade antioxidante, o metabdlito predominante foi associado a
cumarinas, flavonoides e acidos fendlicos. Fragmentos de 5 compostos foram
identificados como buteina, calicosina, cirsimaritina, 3,5,3 -tri-hidroxi-7,4-dimetoxiflavona
e nevadensiva. A eficacia do extrato como antioxidante no biodiesel foi avaliada pelo
método Rancimat (EN 14112). A amostra tratada apresentou um tempo de indugao de
11,03 h, com 3000 ppm do extrato etandlico, aproximando-se bastante dos limites
estabelecidos pela Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP).
De modo geral, os fitoquimicos presentes no exsudato da Amburana cearensis
evidenciam relevante potencial cientifico, ambiental e socioeconémico, apoiando seu uso

como alternativa verde e regional aos antioxidantes sintéticos.

Palavras-Chave: Biodiesel; Antioxidante Natural; Amburana cearensis; Estabilidade

Oxidativa; Extrato Etandlico.



ABSTRACT

This master’s thesis aims to investigate the oxidative stability of biodiesel through the use
of an ethanolic extract obtained from the exudate of Amburana cearensis as a natural
antioxidant additive. The incorporation of antioxidants is a widely used strategy to mitigate
the oxidative degradation of biodiesel; however, synthetic antioxidants are often
associated with high cost, potential toxicity, and low biodegradability, making the discovery
of new chemical substances an area of significant scientific advancement. Experimental
results for the ethanol extract of Amburana cearensis demonstrated antioxidant efficacy
as determined by the ABTS " radical scavenging assay, which showed high antioxidant
activity even with mass loss over time. Thermogravimetric and differential thermal analysis
(TG/DTA) revealed its thermal stability at high temperatures, with degradation beginning
at 281°C. Chemical characterization by HPLC and DI-ESI-IT-MSn identified the
compounds responsible for the antioxidant activity; the predominant metabolite was
associated with coumarins, flavonoids, and phenolic acids. Fragments of five compounds
were identified as butein, calicosin, cirsimaritin, 3,5,3-trihydroxy-7,4-dimethoxyflavone,
and nevadensiv. The extract’s efficacy as an antioxidant in biodiesel was evaluated using
the Rancimat method (EN 14112). The treated sample exhibited an induction time of 11.03
h with 3000 ppm of the ethanolic extract, coming very close to the limits established by
the National Agency of Petroleum, Natural Gas, and Biofuels (ANP). Overall, the
phytochemicals present in the exudate of Amburana cearensis demonstrate significant
scientific, environmental, and socioeconomic potential, supporting its use as a green and

regional alternative to synthetic antioxidants.

Keywords: Biodiesel; Natural Antioxidant; Amburana cearensis; Oxidative Stability;

Ethanolic Extract.
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1 INTRODUGAO

O biodiesel € um biocombustivel obtido por meio da transesterificagao de oleos e
gorduras, amplamente reconhecido por sua origem renovavel e por sua contribuicdo para
a reducgao das emissdes de gases de efeito estufa. No entanto, a instabilidade oxidativa
permanece como um dos principais desafios técnicos e comerciais para sua produgao e
uso eficiente. Tal limitacdo decorre da suscetibilidade dos ésteres metilicos de acidos
graxos a oxidagao durante as etapas de armazenamento e transporte, o que pode resultar
em alteragdes indesejaveis nas propriedades fisico-quimicas do combustivel, como
aumento da acidez e da viscosidade, além da formagdo de sedimentos, comprometendo
o desempenho de motores a diesel (David; Kopac, 2023).

Com o objetivo de assegurar a qualidade e a competitividade do biodiesel
brasileiro, a Resolugao ANP n° 920, de 4 de abril de 2023, estabeleceu as especificagdes
técnicas para o biodiesel comercializado no Pais, incluindo requisitos relacionados a
estabilidade a oxidacdo. Essa normativa define o aditivo antioxidante como uma
substancia capaz de retardar a oxidagao lipidica de dleos e gorduras, determinando que
o biodiesel em circulagdo contenha aditivos com essa fungéo. Além disso, o tipo e a
concentragdo do antioxidante utilizado devem constar no certificado de qualidade do
produto (Brasil, 2023).

Diversos estudos relatam que antioxidantes sintéticos, como o butil-hidroxitolueno
(BHT), o butil-hidroxianisol (BHA) e a tert-butil-hidroquinona (TBHQ), sé&o
tradicionalmente empregados para aumentar a estabilidade oxidativa do biodiesel,
atuando na interrupgdo das reagbes em cadeia responsaveis pela degradacdo do
combustivel. Entretanto, esses compostos apresentam limitagcoes relevantes, tais como
impactos ambientais negativos, restricdes de desempenho em baixas temperaturas e
baixa biodegradabilidade, o que tem estimulado a busca por alternativas mais
sustentaveis e alinhadas aos principios da Quimica Verde (David; Kopac, 2023).

Nesse contexto, antioxidantes naturais extraidos de fontes vegetais tém emergido
como alternativas promissoras, em razdo de sua menor toxicidade, maior

biodegradabilidade e ampla disponibilidade de compostos fendlicos com reconhecida



atividade antioxidante. As principais fontes naturais de polissacarideos incluem fungos,
celulose, exsudatos vegetais e algas (De Paula et al., 1998; De Oliveira Farias et al.,
2025). Estudos envolvendo extratos vegetais demonstram que compostos fendlicos
naturais podem atuar como doadores de elétrons ou de hidrogénio para radicais livres,
interrompendo as cadeias reativas de oxidacdo, de maneira semelhante aquela
observada em sistemas lipidicos como o biodiesel.

A goma de Amburana cearensis (GAmb) é um polissacarideo de carater
polieletrdlito, obtido a partir do exsudato do tronco dessa espécie, e tem sido amplamente
investigada devido a sua composigao fitoquimica rica em cumarinas e outros compostos
fendlicos com atividade antioxidante relevante. Estudos etnobotanicos e fitoquimicos
indicam que extratos etandlicos e fracbes da Amburana cearensis apresentam
significativa atividade antioxidante em ensaios com radicais livres, atribuida
principalmente a presenca de flavonoides e fendis, evidenciando seu potencial como
fonte de antioxidantes naturais para aplicagbes tecnoldgicas (De Oliveira Farias et al.,
2025). Diante desse perfil fitoquimico, o extrato etandlico da Amburana cearensis surge
como candidata potencial para aplicacdo como aditivo antioxidante em sistemas lipidicos,
incluindo o biodiesel.

Considerando a necessidade da adicdo de antioxidantes ao biodiesel para
aumentar sua estabilidade oxidativa, em razao da presenca de sitios reativos associados
aos carbonos metilénicos adjacentes as insaturagdes, os quais s&o suscetiveis ao
processo de auto-oxidagao, torna-se relevante o desenvolvimento de alternativas aos
antioxidantes sintéticos atualmente utilizados. Nesse sentido, esta pesquisa avalia o
extrato etandlico obtido a partir da goma da Amburana cearensis como um antioxidante
de origem natural uma abordagem inovadora ao destacar o potencial cientifico, ambiental
e socioecondmico de antioxidantes naturais aplicados a estabilizacdo oxidativa do

biodiesel.



2. FUNDAMENTAQI\O TEORICA
2.1 Biodiesel

A Lei n® 11.097 sancionada em 2005 apresenta o biodiesel como sendo qualquer
combustivel proveniente de biomassa a partir de fontes renovaveis para uso em motores
que dependem do ciclo do diesel para seu funcionamento. O artigo 2 da Resolugéo da
ANP n° 45/2014, estabelece que biodiesel é todo combustivel que em sua composicao
contém alquil ésteres de acidos carboxilicos de cadeia longa, produzido a partir do
proccesso de transesterificacdo e/ou esterificagdo de matérias graxas, de gorduras de
origem vegetal ou animal (ANP, 2014).

A pressdo mundial sobre o uso de combustiveis provenientes de fontes n&o
renovaveis obrigou alguns paises industrializados durante a Convengdo de Kyoto a
assumirem propostas, a fim de auxiliar na redugcéo de emissao de gases poluentes na
atmosfera, por meio de novas fontes de energias alternativas (Wendt, 2021).

No ano de 2019, a ANP iniciou levantamentos para validar a utilizacao de
biocombustiveis a partir de 6leos vegetais. O biodiesel é reconhecido pelas propriedades
que o compdem, independentemente de processso produtivo pelo qual passa durante
sua fabricacao, devendo obedecer aos padrbes determinados na norma técnica da ANP
RAMP 798/2019 que altera a Resolugdo ANP n° 45, de 25 de agosto de 2014, as quais
determinam as propriedades que o produto (Tabela 1) devera apresentar para ser aceito
no mercado de combustiveis e segue os padrdes nacionais da Organizagao Nacional de
Normalizagbes do Brasil (ABNT), da American Society for Testingand Materials (ASTM),
International Organization for standardization (ISO) e do Comité Europeu de
Normalizagéo (CEN) (ANP, 2019; Cruz et al., 2022).

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do biodiesel

Propriedade fisico-quimica Limite Normas de procedimentos
Ponto de fulgor (°C) 100min NBR14598; ISSO/CD3679
Viscosidade cinematica a 40°C 3,0—6,0 NBR10441; D445; EM/ISO31
Teor de agua (mg/kg) 500,0 max. ASTM D 6304; EM ISSO 12937
Cinzas sulfatadas (% m/m) 0,02 max. NBR9842; D874; 1S3987

Enxofre total (mg/kg) 50,0 max. D5453; EN/ISO14596




Corrossividade ao cobre por 3h a 50°C No 1 max. NBR15342; D130; EN/ISO2160

Teor de éster (% m/m) 96,5 min. NBR15342; EN14103
Numero de cetano Anotar D613; EN/ISO5165
Residuo de carbono (%om/m) 0,05 max. D4530; EN/ISO10370
indice de acidez (mg KOH/g) 0,50 max. NBR14448; D664; EN10104
Glicerina livre (%m/m) 0,02 max. D6854; EN14105-6
Glicerina total (%m/m) 0,25 max. D6854; EN14105
Fosforo (mg/kg) Anotar D4951; EN14107
Massa especifica a 20°C (kg/m?3) 850-900 NBR7148/14065; D1298/4052
Metanol ou etanol, Max (%m/m) 0,20 max. NBR15343; EN14110
Numero de iodo Anotar EN14111
Monoglicerideos (%m/m) Anotar D6584; EN14105
Diglicerideos (%m/m) Anotar D6584; EN14105
Triglicerideos (%m/m) Anotar D6584; EN14105
Sadio e potassio (mg/kg) 5 max. EN14108-9
Estabilidade a oxidagao a 110°C, min 12 hs EN 14112; EN 15751

Fonte: ANP (2019), adaptada pela autora (2022).

Essas especificacbes tém sido aprimoradas constantemente com as normas
internacionais e retificacdo da sua qualidade as condigdes do mercado brasileiro,
garantindo seguraanga e previsibilidade aos agentes econbmicos. Dentre estes
parametros, a estabilidade oxidativa do biodiesel refere-se ao comportamento do
biocombustivel no que tange a durabilidade na presencga de luz, calor, umidade e outros
fatores envolvidos no transporte e estocagem do biocombustivel a matéria-prima (ANP,
2023).

O Uso de dleos vegetais como substituto ao 6leo diesel tem sido alvo de pesquisas
mundiais ha muitos anos. Por possuirem alto indice de cetano e um poder calorifico
elevado, teoricamente, seu uso in natura se presta bem para a queima em motores de
ciclo diesel, como presssupunha o préprio inventos deste motor, Rudolf Diesel, que me
1900 apresentou na Alemanha um modelo capaz de queimar 6leo de amendoim. (Leite,
2018).

O uso direto de 6leos vegetais e animais como combustivel foi superado pelo uso

de 6leo diesel derivado do petroleo, tanto por fatores econdmicos quanto técnicos. A
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utilizagao direta do 6leo in natura pode causar danos aos motores de ciclo diesel, com a
ocorréncia de excessivos depdsitos de carbono, obstrugdo nos filtros de 6leo e bicos
injetores, a diluicdo parcial do combustivel no lubrificante e comprometimento da
durabilidade do motor (Ribeiro et al., 2007).

Devido ao seu alto ponto de fusao e viscosidade, as gorduras ndao podem ser
usadas diretamente nos motores, nem mesmo misturadas com combustivel diesel
(Duarte et al., 2022).

Na transesterificacao de 6leos vegetais, um triacilglicerol reage com um alcool na
presenca de uma base ou acido forte, produzindo uma mistura de ésteres de acidos
graxos e dlicerol, conforme esquematizado na figura 1. O processo geral é uma
sequeéncia de trés reagdes consecutivas, na qual mono e diacilglicerol sdo formados
como intermediarios (Schuchardt et al., 1998). Para uma transesterificacdo
estequiometricamente completa, uma proporgdo molar 3:1 de alcool por molécula de
triacilglicerol € necessaria (Meher et al., 2006).

Entretanto, devido ao carater reversivel da reacao, o agente transesterificante
(alcool) geralmente é adicionado em excesso contribuindo, assim, para aumentar o
rendimento do éster, bem como permitir a sua separagéo do glicerol formado (Meher et
al., 2006).

Figura 1 — Esquema de reagao quimica para obtenc¢ao do biodiesel.

/
R ﬂ o}
! catalisador O OH
O + 3ROH 3 R1—/< + HO
O OR OH

alcool

ésteres glicerol
triacilglicerol R1 alquilicos

Uma grande variedade de Oleos vegetais pode ser utilizada para preparacao de
biodiesel. Entre os mais estudados encontram-se os 6leos de soja, girassol, palma e
babacu (Schuchardt et al., 1998) e a composigao diversificada de seus acidos graxos é

um fator que influencia nas propriedades do biodiesel (Pinto, 2005).

Oleos vegetais usados, tambpem sdo considerados como uma fonte promissora
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para obtencido do biocombustivel, por envolver reciclagem de residuos e baixo custo
(Costa et al., 2021). O produto obtido € comparavel com o biodiesel a partir do éleo
refinado (Felizardo et al., 2006).

Com relagdo ao agente transesterificante, o processo reacional ocorre
preferencialmente com alcoois de baixa massa molecular, como por exemplo, metanol,
etanol, propanol, butanol e alcool amilico (Ferrari et al.,2005), porém o metanol e o etanol
sdo os mais empregaados. O metanol é o mais utilizado devido o seu baixo custo na
maioria dos paises e as suas vantagens fisicas e quimicas que inclui uma maior
polaridade e por ser um alcool de cadeia mais curta, reage rapidamente com o
triacilglicerol e dissolve facilmente o catalisador basico (Ma; Hanna, 1999). Além disso,

permite a separacgao simultanea do glicerol (Schuchardt et al.,1998).

A mesma reagao usando etanol € mais complicada, pois a ligagao O-H dp etanol
(pKa 15,9) é mais forte do que aquela do metanol (pKa 15,5), por sua vez, o efeito indutivo
de repulsao de elétrons do grupamento etila € maior que do grupo metila, isto faz com
que a disponibilidade dos elétrons do oxigénio s+01 seja reduzida na rota etilica, e a
reagao torna-se mais lenta (Holanda, 2004). Além disso, a presenga de agua (4 — 6%)
existente no etanol retarda a reagao, sendo necessaria a utilizagao de etanol anidro para

minimizar este inconveniente (Ramos, 2003).

O processo de transesterificacdo pode ser realizado tanto em meio acido como em
meio basico ou até mesmo utilizando enzimas. Entre os catalizadores basicos estao os
hidroxidos de metais alcalinos, carbonatos e alcéxidos de metais alcalinos (metéxido de
sodio, etoxido de sédio, propdxido de sddio e butdxido de sédio) (Ma; Hanna, 1999).
Sendo que a maior parte dos ttrabalhos descritos na literatura emprega catalisadores
basicos, tais como KOH e NaOH onde foram observados maior rendimento e seletividade
(Freedman et al., 1986).

No entanto, outros catalisadores basicos nao ibnicos podem ser usados na
transerterificagdo dos triacilglicerois, evitando a formagao de subprodutos indesejaveis
como os sabdes, dentre eles destaca-se a trietilamina, piperidina e guanidinas
(Schuchardt et al., 1998).

No processo de transesterificacdo, a velocidade de reagdo, quando se utiliza
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catalisador basico € de 4000 vezes mais rapida, se comparado com uma mesma
quantidade de catalisador acidico (Fukuda et al., 2001), isso acontece porque o anion
alcoxido € um nucledfilo muito mais poderoso doque o metanol, o que facilita o ataque
ao grupo éster. Por esta raz&o, e aliado ao fato dos catalizadores alcalinos serem menos

corrosivos, este processo € o mais comumente utilizado pelas industrias.

De acordo com dados da literatura, a transesterificagao alcalina pode ser realizada
satisfatoriamente a temperatuda ambiente, o aquecimento tende a favorecer reacdes

paralelas como a saponificagdo dos ésteres (Ferrari et al., 2005; Vicente, 2006).

Os acidos de Brownsted como: sulfurico, sulfénico, fosforico e cloridrico, sédo
geralmente empregados como catalisadores na transesterificagdo para a produgao do
biodiesel. Esses catalisadores possibilitam um alto rendimento, no entanto, as rea¢des
sdo mais lentas, exigindo altas tempeeraturas (acima de 100°C) e mais de 3h para

completar a converséo (Fukuda et al., 2001; Meher et al., 2006).

Embora a transesterificacdo catalisada por acido seja mais lenta do que por
catalise basica, a mesma é adequada para 6leos vegetais com altos conteudos de acidos
graxos livres (Fukuda et al., 2001). Os acidos catalisam a esterificacdo dos acidos graxos
livres, produzindo ésteres de acidos graxos aumentando desta forma o rendimento da

reacao.

2.2 Estabilidade do biodiesel

De acordo com Jain e Sharma (2010) a estabilidade do biodiesel possui trés fases
distintas conforme sua classificagdo: térmica (proveniente dos fendmenos de
temperatura), armazenamento (referente a estocagem) e oxidativa (associada aos efeitos
da oxidagao em virtude do calor, luz e microorganismos). Em todas as fases do processo
de produgao, o biodiesel permanece vulneravel a alteragcao de suas propriedades fisico-
quimicas, sendo que o efeito desses fatores pode ser variavel, conforme a matéria-prima
utilizada, bem como estocagem e transporte (Silva, 2017).

Quando se inicia 0 processo oxidativo ocorre uma reagdo em cadeia onde os

compostos de cadeias pequenas ocasionam a oclusao do filtro de combustivel e bico
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ejetor, formando precipitados em diversos segmentos do sistema, alterando assim sua
coloracao, acidez, viscosidade, dentre outros.

A estabilidade oxidativa € a vulnerabilidade do produto ao mecanismo de agao do
oxigénio atmosférico. O processo de oxidagao é uma reagdo em cadeia autossustentavel
que se inicia lentamente, com concentracdo de hidroperéxido (ROOH) baixa e,
inesperadamente, o grau de oxidacdo aumenta de forma abrupta, determinando o
“periodo de indugao” (Pl), que define a susceptibilidade relativa a oxidagédo do TAG ou
ester alquilico, e de acordo com as condi¢gdes sob o qual é estressado (temperatura e
exposicdo ao oxigénio). Uma vez que o Pl tenha passado, o nivel de ROOH aumenta
rapidamente, sinalizando o inicio da oxidagao rapida (Pullen; Saeed, 2012; Rizwanul,
2014).

O método oficial de determinagéo da estabilidade oxidativa dos 6leos e gorduras
pela American Oil Chemists’ Society (AOCS) é conhecido como método Rancimat. Nessa
metodologia a amostra é submetida ao teste em uma temperatura constante pre-
estabelecida, a oxidagdo da amostra € induzida com a adigao de ar em taxa constante. A
mistura ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs) presentes na amostra sao
convertidos em produto da oxidacdo primaria, hidroperoxidos, que quando
completamente decompostos resultam nos produtos de oxidagdo secundaria. Como
resultado do processo de oxidagao, ocorre uma liberagao de gases juntamente com o ar,
que € entdo direcionado para um recipiente contendo agua deionizada. Este recipiente
possui um condutivimetro, o qual afere a condutividade da amostra versos o tempo
(Yaakob et al., 2014).

A medicdo continua dessa condutividade institui uma curva de oxidag¢ao, na qual
o ponto de inflexao dessa curva é conhecido como periodo de indugao, que vem a ser
tempo, até o aumento subito na condutividade. Apds o periodo de indugéo, a taxa de
oxidagao, indice de peroxido, absorcdo de oxigénio e formacdo de compostos volateis,
todos rapidamente aumentaram. Quanto maior for o periodo de indugdo maior sera a
estabilidade a oxidacéo (Silva, 2017).

Com o intuito de diminuir ou retardar a oxidacdo do biodiesel, comumente e de
maneira eficaz a industria de 6leo vegetal e biodiesel vem utilizando como tratamento

substancias conhecidas como antioxidantes (Yang et al., 2018).
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Existe uma diversidade de matérias primas com potencial antioxidante
provenientes de plantas in natura, processadas ou seus residuos agroindustriais. Frutas,
tubérculos, cascas, sementes entre outros componentes podem apresentar potencial
antioxidante (Oliveira, 2009). De acordo com Fernandes (2015) antioxidantes naturais

sdo considerados vantajosos por serem biodegradaveis e néo toéxicos.

2.2 Gomas Naturais

As gomas naturais possuem representatividade elevada dentre as matérias-
primas disponiveis. Sob o olhar da quimica, sdo definidas como polissacarideos,
composto por multiplas unidades de agucares, interligados por ligagdes glicosidicas, para
formar um polimero com longa cadeia e alta massa molecular (Rana et al., 2011). Estudos
de materiais gomosos mostraram que as suas cadeias de polissacarideos,
aparentemente, interagem entre si, levando a formacao de uma rede de baixa entalpia/
baixa entropia resultando nas propriedades fisico-quimicas caracteristicas das gomas
(Grobl et al., 2005).

As gomas naturais sao classificadas de acordo com sua origem, comportamento
e estrutura quimica. Podem ser originadas do endosperma de sementes de plantas
(goma guar), de exsudados de plantas (tragagante), exsudados de arbustos ou arvores
(goma arabica, goma karaya, goma de cajueiro), extratos de algas (agar), bactérias
(goma xantana), fonte animal (quitina), além de outras fontes (Laaman, 2011,
Nussinovitch, 2011).

As gomas exsudadas s&o produzidas em células epiteliais confinadas em ductos
das arvores e sao liberadas espontaneamente ou induzidas como um mecanismo de
defesa natural da planta, quando esta € submetida a injurias mecanica ou microbiolégica
(Rana et al., 2011). As gomas exsudadas estao entre as mais antigas do mundo: ha cerca
de 5000 anos atras elas ja eram usadas como agentes espessantes e de estabilidade
(Renard et al., 2006), sendo a goma arabica a mais conhecida dentre as gomas naturais.
As principais familias que incluem espécies que produzem gomas na forma de exsudado

séo Leguminosae, Combretaceae e Anacardiaceae (Cunha et al., 2009).
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O interesse em gomas exsudadas de plantas vem crescendo consideravelmente
devido as suas propriedades estruturais e as suas fungées em produtos alimentares,
farmacéuticos, cosméticos, téxtil e biomédicos (Renard et al., 2006). Gomas soluveis em
agua, também conhecidas como hidrocoloides, s&o usadas para varias aplicagdes, como:
fibras dietéticas, modificadores de textura, agentes geleificantes, espessantes,
estabilizantes, emulsificantes, revestimentos, filmes, agente encapsulante e coadjuvante
de secagem (Mirhosseine; Tan, 2010; Martinetti et al., 2014).

Atualmente ha uma forte tendéncia de substituigdo dos materiais sintéticos pelas
gomas naturais, devido a ndo toxicidade, baixo custo, seguranga e disponibilidade (Rana
etal., 2011). As gomas mais utilizadas industrialmente sao: amido, derivados de celulose,
goma guar, arabica, gatthi, karaia, tragacanto, gelano e agar. Entretanto a busca por
novas gomas com propriedades especiais tem despertado interesse da comunidade
cientifica, como a de exsudatos de arvores de clima tropical (Cunha et al., 2009).

As plantas apresentam a capacidade excéntrica de produzir substancias quimicas
e biologicas ativas como um mecanismo de autodefesa contra microorganismos
patogénicos. Um exemplo dessas substancias sdo os exsudatos, também conhecidos
como  hidrocoloides sdo  polissacarideos (gomas), classificados  como
heteropolissacarideos complexos, ramificados e polidispersos (Dantas Junior, 2015).

Polissacarideos de exsudados tém sido amplamente estudados devido a sua
disponibilidade a partir de fontes renovaveis, baixo custo, biodegradabilidade e
versatilidade de aplicagbes. A goma arabica (Acaciasenegal) é tradicionalmente utilizada
tanto na industria alimenticia (Lopez-Torres, 2015), como nos setores industriais (Mothé;
Rao, 2000). A goma do cajueiro (Anacardium occidentale) € um bom substituto da goma
arabica em diversas aplicagbes, como emulsificantes (Porto; Cristianini, 2014). Além
disso, o uso dessa goma em aplicagdes mais sofisticadas, como matriz de
encapsulamento para extratos (Silva et al., 2018) e 6leos essenciais € bem difundida na
literatura (De Oliveira et al., 2014).

Para ampliar as aplicagbes dessas gomas, modificagdes estruturais podem ser
realizadas, como a inser¢ao de grupos carboxilatos, oxidagao de grupos hidroxilas e

acidos, bem como a enxertia com acrilamida (De Paula; Rodrigues, 1995).
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Além disso, a esterificagcdo com anidridos tem sido reportada com o objetivo de
melhorar as propriedades antimicrobianas de gomas contra cepas de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (Barreiras, 2020).

A busca por novos polissacarideos é necessaria, devido as suas propriedades
fisico-quimicas, estruturais e reoldgicas que podem variar de acordo com a fonte de
producao, bem como fatores regionais e climaticos (De Paula et al., 1998).

Amburana cearensis AC Smith € uma das duas espécies do género Amburana e
pertence a familia Fabaceae. E conhecida popularmente como “amburana-de-cheiro”,
cerejeira, “cumaru”, entre outras denominacgdes, tendo ainda como sinonimia cientifica
Torres cearensis A. sua ocorréncia estende-se desde a regidao Nordeste até o Brasil
central, predominantemente, em regides de caatinga e na floresta pluvial de Minas
Gerais, no Vale do Rio Doce, podendo também ser encontrada em outros paises da
América do Sul, como Argentina, Paraguai e Bolivia (Araujo; Dantas, 2018).

Essa arvore apresenta porte regular, podendo atingir até 10 m de altura nas
regides de caatinga e até 20 m na zona da mata (Cunha; Ferreira, 2003). Seu tronco &
revestido por uma casca castanho escuro e geralmente esta presente na forma de
camadas finas, que caem durante os periodos de seca (Silva et al., 2015). Por outro lado,
as principais informagdes sobre a espécie sao escassas e dispersas, particularmente
sobre sua biologia e ecologia, visto que ainda ndo € uma espécie domesticada e sua
extragcdo € quase que exclusivamente extrativista (Leite, 2005). Sua flora ocorre em
setembro e, nos dois meses seguintes, apresenta uma boa produgao de frutos (vagens
curtas). As sementes estdo distribuidas em numero de uma por fruto, as quais sao
achatadas, oleaginosas, manchadas de marrom e branco e tém aroma forte agradavel.
Este mesmo aroma, embora mais fraco, pode ser encontrado em todas as outras partes

da planta, o que facilita sua identificagao.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Apresentar a viabilidade do uso do extrato etandlico obtido da goma natural da
Amburana cearensis como um antioxidante natural adicionado ao biodiesel comercial de
soja, no sentido de obter valores relevantes para mostrar seu potencial como tecnologia
ambiental de baixo custo, maior biodegradabilidade e valorizagao regional de um produto

natural.

3.2 Especificos

1. Comprovar o potencial antioxidante do Extrato Etandlico da Amburana cearensis
através da parte experimental do estudo.

2. Extrair a substancia do exsudado bruto preparando-a para os demais testes.

3. Realizar o experimento de Atividade Antioxidante com o intuito de mostrar seu
potencial antioxidante, através de ensaios em triplicata.

4. Realizar a analise Termogravimétrica objetivando comprovar a durabilidade de
seus compostos em altas temperaturas. Realizar a analise HPLC-DAD para
comprovar a existéncia de compostos fendlicos, antioxidantes e os identificar.

5. Realizar o teste Rancimat EN14112 com o Extrato Etandlico adicionado ao
biodiesel comercial de soja na expectativa de apresenta boa estabilidade
oxidativa, alcangando um tempo de prateleira consideravel para os parametros

nacional e internacional.
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Resumo

O presente artigo visa mostrar o estudo da estabilidade a oxidacao do biodiesel pelo uso
do extrato etandlico obtido do exsudato da Amburana cearensis como aditivo antioxidante
natural. A incorporagao de antioxidantes € uma estratégia amplamente empregada para
mitigar a degradacgao oxidativa do biodiesel; entretanto, os antioxidantes sintéticos estao
frequentemente associados a alto custo, potencial toxicidade e baixa biodegradabilidade
a descoberta de novas substancias quimicas tem se tornado uma area de grande avanco
cientifico. Os resultados experimentais do extrato etandlico da Amburana cearensis
mostraram eficiéncia antioxidante conforme determinado pelo ensaio de sequestro de
radical ABTS «*, que mostrou alta atividade antioxidante mesmo com perda de massa em
relagdo ao tempo. Na analise termogravimétrica e térmica diferencial (TG/DTA) revelou
sua estabilidade térmica em altas temperaturas comegando a se degradar a partir de
281°C. A caracterizagéo quimica por HPLC e o DI-ESI-IT-MS" identificaram os compostos
responsavel pela atividade antioxidante, o metabdlito predominante foi associado a
cumarinas, flavonoides e acidos fendlicos. Fragmentos de 5 compostos foram
identificados como buteina, calicosina, cirsimaritina, 3,5,3 -tri-hidroxi-7,4-dimetoxiflavona
e nevadensiva. A eficacia do extrato como antioxidante no biodiesel foi avaliada pelo
método Rancimat (EN 14112). A amostra tratada apresentou um tempo de indugao de
11,03 h, com 3000 ppm do extrato etandlico, aproximando-se bastante dos limites
estabelecidos pela Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP).
De modo geral, os fitoquimicos presentes no exsudato da Amburana cearensis
evidenciam relevante potencial cientifico, ambiental e socioeconémico, apoiando seu uso

como alternativa verde e regional aos antioxidantes sintéticos.

Palavras-Chave: Biodiesel; Antioxidante Natural; Amburana cearensis; Estabilidade

Oxidativa; Extrato Etandlico.
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Resumo grafico
1. Introducgao

O biodiesel € um biocombustivel obtido por meio da transesterificacdo de 6leos e
gorduras, amplamente reconhecido por sua origem renovavel e por sua contribuigao para
a reducao das emissdes de gases de efeito estufa. No entanto, a instabilidade oxidativa
permanece como um dos principais desafios técnicos e comerciais para sua producao e
uso eficiente. Tal limitacdo decorre da suscetibilidade dos ésteres metilicos de acidos
graxos a oxidagao durante as etapas de armazenamento e transporte, o que pode resultar
em alteragcdes indesejaveis nas propriedades fisico-quimicas do combustivel, como
aumento da acidez e da viscosidade, além da formacao de sedimentos, comprometendo
o desempenho de motores a diesel (David; Kopac, 2023).

Com o objetivo de assegurar a qualidade e a competitividade do biodiesel
brasileiro, a Resolugdo ANP n° 920, de 4 de abril de 2023, estabeleceu as especificacbes
técnicas para o biodiesel comercializado no Pais, incluindo requisitos relacionados a

estabilidade a oxidacdo. Essa normativa define o aditivo antioxidante como uma
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substancia capaz de retardar a oxidagao lipidica de 6leos e gorduras, determinando que
o biodiesel em circulagdo contenha aditivos com essa fungéo. Além disso, o tipo e a
concentracao do antioxidante utilizado devem constar no certificado de qualidade do
produto (Brasil, 2023).

Diversos estudos relatam que antioxidantes sintéticos, como o butil-hidroxitolueno
(BHT), o butil-hidroxianisol (BHA) e a tert-butil-hidroquinona (TBHQ), sé&o
tradicionalmente empregados para aumentar a estabilidade oxidativa do biodiesel,
atuando na interrupgcdo das reagbes em cadeia responsaveis pela degradacdo do
combustivel. Entretanto, esses compostos apresentam limitagdes relevantes, tais como
impactos ambientais negativos, restricdes de desempenho em baixas temperaturas e
baixa biodegradabilidade, o que tem estimulado a busca por alternativas mais
sustentaveis e alinhadas aos principios da Quimica Verde (David; Kopac, 2023).

Nesse contexto, antioxidantes naturais extraidos de fontes vegetais tém emergido
como alternativas promissoras, em razdo de sua menor toxicidade, maior
biodegradabilidade e ampla disponibilidade de compostos fendlicos com reconhecida
atividade antioxidante. As principais fontes naturais de polissacarideos incluem fungos,
celulose, exsudatos vegetais e algas (De Paula et al., 1998; De Oliveira Farias et al.,
2025). Estudos envolvendo extratos vegetais demonstram que compostos fendlicos
naturais podem atuar como doadores de elétrons ou de hidrogénio para radicais livres,
interrompendo as cadeias reativas de oxidacdo, de maneira semelhante aquela
observada em sistemas lipidicos como o biodiesel.

A goma de Amburana cearensis (GAmb) é um polissacarideo de carater
polieletrdlito, obtido a partir do exsudato do tronco dessa espécie, e tem sido amplamente
investigada devido a sua composigao fitoquimica rica em cumarinas e outros compostos
fendlicos com atividade antioxidante relevante. Estudos etnobotanicos e fitoquimicos
indicam que extratos etandlicos e fragcbes da Amburana cearensis apresentam
significativa atividade antioxidante em ensaios com radicais livres, atribuida
principalmente a presenca de flavonoides e fendis, evidenciando seu potencial como
fonte de antioxidantes naturais para aplicagbes tecnoldgicas (De Oliveira Farias et al.,

2025). Diante desse perfil fitoquimico, o extrato etandlico da Amburana cearensis surge
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como candidata potencial para aplicagdo como aditivo antioxidante em sistemas lipidicos,
incluindo o biodiesel.

Considerando a necessidade da adicdo de antioxidantes ao biodiesel para
aumentar sua estabilidade oxidativa, em razao da presenca de sitios reativos associados
aos carbonos metilénicos adjacentes as insaturagdes, os quais s&o suscetiveis ao
processo de auto-oxidagao, torna-se relevante o desenvolvimento de alternativas aos
antioxidantes sintéticos atualmente utilizados. Nesse sentido, esta pesquisa avalia o
extrato etandlico obtido a partir da goma da Amburana cearensis como um antioxidante
de origem natural uma abordagem inovadora ao destacar o potencial cientifico, ambiental
e socioecondmico de antioxidantes naturais aplicados a estabilizagdo oxidativa do

biodiesel.

2. Metodologia

2.1 Obtencao do exsudado bruto da Amburana cearensis

A coleta do exsudato da Amburana cearensis foi realizada nos meses de julho a
setembro de 2022, periodo de estiagem na regido, considerado melhor época para
estimulacao e coleta do material. O exsudado bruto foi coletado na regido de Cocal da
Estacdo—PI, Brasil (Latitude: 3°28'33" S; Longitude: 41°33'28" W). Apos a coleta, o
material vegetal foi seco ao sol por um periodo de duas semanas, ou até a completa
solidificacdo da resina. Em seguida, o exsudato bruto foi obtido por meio da remocéao de
residuos macroscopicos, tais como fragmentos de casca do tronco e galhos. O material

foi entdo triturado e peneirado em peneira com granulometria de 425 um.

2.2 Obtencao do extrato etandélico de Amburana cearensis

O material peneirado foi submetido ao processo de extracao etandlica, conforme
metodologia descrita por Samrot et al. (2019). Para isso, 10,0 g do exsudato foram
pesados em balanga analitica (Sartorius ED124s Extend) e transferidos para um béquer
de 150 mL, ao qual foram adicionados 50,0 mL de etanol (ACS Dinadmica, P.A., 95%). A

mistura foi mantida sob agitagdo magnética, a temperatura ambiente, por um periodo de
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2 horas. Apds esse intervalo, o sistema permaneceu em repouso para decantagao, sendo
a fase liquida cuidadosamente separada e armazenada para posterior utilizagao.

O extrato obtido foi concentrado por evaporagdo do solvente, realizada por
gotejamento em béquer sob placa de aquecimento em temperatura constante de 70°C.
Apoés a completa secagem do material em dessecador, procedeu-se a pesagem do soélido
resultante em balanca analitica, obtendo-se, assim, o extrato etandlico do exsudato da

Amburana cearensis.

2.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato etandlico do exsudato da Amburana cearensis
foi determinada pelo ensaio de sequestro do radical catidbnico ABTS<* [2,2'-azino-
bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)], conforme metodologia descrita por Gido et al.
(2007), com adaptacdes. A andlise estatistica foi realizada por meio de andlise de
variancia de uma via (one-way ANOVA), seguida do teste de comparag¢des multiplas de
Tukey (Giao et al., 2007). Os ensaios foram realizados em triplicata, e os resultados foram
expressos como media de desvio padrao, adotando-se nivel de significancia de p < 0,05.

O extrato foi solubilizado em etanol e preparado em uma série de diluicdes, com
concentragbes variando de 31,25 a 0,24 pg mL™". A solugdo do radical ABTS<* foi
preparada previamente e mantida em repouso ao abrigo da luz. Aliquotas das solugdes
do extrato foram adicionadas a solugao do radical, e a mistura foi incubada no escuro por
6 min.

A capacidade de sequestro do radical ABTS<* pelo extrato foi monitorada em trés
tempos de reagao (6, 30 e 60 min), utilizando um leitor de microplacas do tipo ELISA
(SpectraMax, Molecular Devices, EUA). A atividade antioxidante foi expressa como
porcentagem de inibigao do radical em relagao ao controle, e os valores de concentragao
inibitéria média (Clso) foram determinados a partir das curvas de inibicdo em fungéo da

concentracédo do extrato.
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2.4 Analise termogravimétrica (TG)

As analises térmicas foram realizadas utilizando um analisador térmico Shimadzu
DTG-60H. Aproximadamente 5-10 mg da amostra foram colocados em cadinhos de
alumina (ou platina), previamente limpos e secos. Foi utilizada a Norma ASTM E2550
Método Padréo para Estabilidade Térmica por Termogavimetria. Foram aplicadas duas
condi¢cdes atmosféricas: uma atmosfera inerte de argon e uma atmosfera oxidativa de
oxigénio, ambas com uma taxa de fluxo de 100 mL min™ e uma taxa de aquecimento de
20 °C min™" da temperatura ambiente até 600 °C. Os dados foram adquiridos utilizando
um SDT Q600 V20.9 Build 20 Module: analisador térmico padrao DSC-TGA.

2.5 HPLC-DAD do extrato etanodlico

O extrato etanolico de Amburana foi analisado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE/HPLC) em sistema analitico equipado com desgaseificador (DGU-
20A5R), bomba (LC-20AT), valvula LPGE kit, injetor automatico (SIL-20AHT), forno de
coluna (CTO-20A), detector de arranjo de diodos (DAD, SPD-M20A) e controlador (CBM-
20A), todos da marca Shimadzu. O controle instrumental e a aquisicao dos dados foram
realizados por meio do software LabSolutions (Shimadzu).

A separacgao cromatografica foi conduzida em coluna C18 (Luna®, Phenomenex;
250,0 x 4,6 mm; 5 um). Previamente a analise, a amostra foi submetida a um
procedimento de limpeza (clean-up) por extragdo em fase sélida (SPE). Para isso, uma
aliquota de 10 mg do extrato foi dissolvida em 2,0 mL de metanol (MeOH) e aplicada em
cartucho C18 previamente condicionado com o mesmo solvente. A eluigao foi realizada
com 20,0 mL de MeOH. Apés a secagem, 5 mg do material eluido foram redissolvidos
em 2,0 mL de uma mistura MeOH/H,O (1:1, v/v) e filtrados em membrana de nylon (47
mm de diametro e porosidade de 0,22 ym, Chromafil® Xtra).

A anadlise cromatografica do extrato etandlico da Amburana (2,5 mg mL™) foi
realizada em modo de eluicdo gradiente, conforme o seguinte programa: 0-50 min, 5—
100% de solvente B; 50—60 min, 100% de solvente B. Afase mével foi composta por agua

ultrapura (solvente A) e metanol (solvente B), com vazédo de 1,0 mL min~™", volume de
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injecdo de 10 uL e temperatura da coluna mantida a 40 °C. A deteccéo foi realizada na

faixa espectral de 200 a 800 nm.

2.6 DI-ESI-IT-MS" do extrato etandlico

O extrato etandlico foi dissolvido em alcool metilico a uma concentragao de 0,1
mg/mL e filtrada por uma membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) com porosidade de
0,22 ym antes da analise espectrométrica. Os espectros de massa foram adquiridos por
insercao direta (DI) em um espectrébmetro de massas equipado com analisador do tipo
armadilha de ions (IT/MS, AmaZon X, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) e fonte de
ionizagao por eletrospray (ESI), operando no modo DI-ESI-IT-MSn.

As analises foram conduzidas no modo de ions negativos [ESI(-)], com faixa de
varredura de m/z entre 100 e 1500 Da, vazao da seringa ajustada para 3,0 yL min™,
tensao capilar de 4,5 kV, vazao do gas de secagem (N;) de 5,0 L min™', pressao de
nebulizagao de 8,0 psi e temperatura da fonte mantida a 250 °C. Para os experimentos
de MSn, a energia de colisdo, a amplitude do sinal, o tempo de aquisi¢ao e os parametros
de radiofrequéncia foram otimizados individualmente para cada ion precursor, a fim de
maximizar a qualidade das informagdes espectrais obtidas.

A aquisigéo e o processamento dos dados foram realizados utilizando o software

Bruker Compass Data Analysis (versao 4.3), fornecido pelo fabricante.

2.7 Método Rancimat

O método analitico atende as especificagdes internacionais para comercializar
biodiesel, aceitacdo na Europa, nos Estados Unidos e no Brasil, onde faz parte das
especificagcbes EN 14112 (2003) e Regulamento Técnico ANP n°920/2023. O método
normatizado pela EN 14112 onde a oxidacao € induzida por meio de uma corrente de ar
injetada na amostra de biodiesel a uma vazdo de 10 L.h"', mantida a temperatura
constante de 110°C. A condutividade da solugdo € monitorada de forma continua e uma

curva de oxidagédo € obtida, cujo ponto de inflexdo pode ser calculado pelo ponto de
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interseccdo das duas tangentes. O periodo de inducdo foi obtido pelo ponto de

interseccao das duas tangentes da curva de condutividade (Jain & Sharma, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Processamento do exsudado e obtengdo do extrato etandlico de Amburana

cearensis

A sequéncia apresentada na Figura 1 evidencia a evolugéo visual e fisica do
exsudado de Amburana cearensis ao longo do processo de obtengcdo do extrato
etandlico. X O exsudado bruto apresenta-se X na forma de agregados soélidos irregulares,
com coloragdo caracteristica e elevada rigidez, aspectos que refletem o processo natural
de exsudagao e solidificagdo do material vegetal (Figura 1A). Apds o processamento
fisico, observa-se uma reducgado significativa do tamanho das particulas e maior
homogeneidade do material, o que favorece a liberacdo dos compostos bioativos
presentes na matriz polissacaridica (Figuras 1B e 1C).

A interagdo do exsudado com o solvente etandlico resulta em mudangas visiveis
no sistema, destacando-se a coloragdo da fase liquida, indicativa da solubilizacdo de
compostos organicos, possivelmente associados a fendis, flavonoides e cumarinas
previamente reportados na literatura para a espécie (Figura 1D). Esse comportamento
sugere uma extragao eficiente dos constituintes de interesse, corroborando estudos que
apontam o etanol como um solvente adequado para a obtengao de antioxidantes naturais
a partir de matrizes vegetais.

Dessa forma, o material apresentado na Figura 1F corresponde ao extrato
etandlico seco do exsudato de Amburana cearensis, caracterizado pela sua aparéncia
homogénea e estabilidade fisica, indicando boa conduta do processo de extragado e a sua
adequagao para analises subsequentes e aplicagbes tecnoldgicas propostas neste
estudo. No estudo comparativo de obtengdo do extrato etandlico obtido do exsudado da
Amburana Cearensis a outros extratos etandlicos de diferentes fontes, foram constatadas
quantidades diferentes para realizagdo do processo, enquanto o extrato da Amburana
utilizou 10g do exsudado macerado em 50 ml de etanol gerando em meédia 3,89 de

extrato, outros estudos como o extrato etandlico das folhas da Annona squamosa (ATA)



29

exigiu uma quantidade muito maior e mais tempo de preparo para obtengcdo de um extrato
liquido. Informando usar 245g de folhas secas em recipiente de vidro adicionados a
1400ml de alcool etilico a 96%. Masserado por 15 dias e depois sendo filtrado duas vezes
por gase e por filtro de papel. (Brito et al., 2007), ndo sendo informada quantidade e
concentracdo final do extrato obtido. Diversos outros estudos envolvendo extrato

etandlico das mais diferentes fontes ndo informaram o processo de obteng¢ao do extrato.

Figura 1. Extracao e purificagao do extrato etanélico do exsudado da Amburana cearensis.

3.2 Atividade antioxidante do extrato etanodlico do exsudado da Amburana

cearensis

A atividade antioxidante do extrato etandlico do exsudado de Amburana cearensis
foi avaliada por meio do ensaio de sequestro do radical ABTS++, com analise estatistica
realizada por ANOVA de uma via, seguida do teste de comparag¢des multiplas de Tukey.
Os resultados evidenciaram elevada capacidade antioxidante do extrato, com
comportamento dependente do tempo de reagao entre o radical e os compostos bioativos

presentes na amostra(Sanches et al., 2025).
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Os valores de concentragao inibitoria média (Clso) diminuiram progressivamente
ao longo do tempo, indicando aumento da eficiéncia antioxidante com o prolongamento
da reagdo. Foram observados valores de Clso de 1,562 ug/mL apdés 6 minutos, 1,176
Mg/mL apés 30 minutos e 0,9961 pg/mL apés 60 minutos. Esse comportamento sugere
uma sinergia oxidativa, na qual os compostos antioxidantes do extrato continuam a
neutralizar o radical ABTS<+ de forma eficiente ao longo do tempo. A redug¢do do (Cls)
ao longo do tempo pode indicar também uma cinética dependente de difuséo e interagéo
molecular; presenca de compostos com diferentes velocidades de reagido; ou um
mecanismo nao exclusivamente instantaneo.

A comparagcdo com o antioxidante padrdo Trolox revelou diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) apenas no tempo inicial de 6 minutos. Nos tempos
de 30 e 60 minutos, ndo foram observadas diferengcas estatisticas significativas,
indicando que o percentual médio de inibicao do radical ABTSe+ pelo extrato foi
equivalente ao do Trolox. Esses resultados sio ilustrados na Figura 2A, que demonstra
a similaridade da atividade antioxidante entre o extrato e o padrdo nos tempos mais
longos de reagdo, enquanto a Figura 2B evidencia a resposta antioxidante no tempo

inicial de 6 minutos em fung¢ao da concentracao do extrato.
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Figura 2. (A) Percentual de inibicdo da atividade antioxidante semelhante ao padrao Trolox
nos tempos de 30 e 60 minutos. (B) Percentual de inibicdo da atividade antioxidante em
comparagao ao padrao Trolox considerando o tempo de 6 min onde a substancia foi

deixada para reagir no escuro e sua concentragao em (ug/mL).
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3.3 Analise de TGA do extrato etandlico da Amburana cearensis

Os ensaios experimentais foram realizados empregando o extrato etandlico do
exsudado da Amburana cearensis, bem como a goma purificada (GAmb), obtida a partir
do mesmo material vegetal. Verificou-se que a GAmb apresentou elevada
hidrossolubilidade, caracteristica que imp6s limitagdes significativas quanto a sua
dispersao e solubilizacdo em biodiesel, um sistema de natureza predominantemente
lipofilica. Essa incompatibilidade comprometeu a homogeneidade das formulagdes e
inviabilizou sua aplicagao direta como aditivo antioxidante, motivando a descontinuidade
dos ensaios com essa fragcdo. Em contraste, o extrato etandlico demonstrou maior
afinidade com a matriz lipidica do biodiesel, evidenciando maior potencial de aplicagao
tecnolégica. Ademais, esse extrato é obtido a partir de uma etapa do processo de
purificacdo anteriormente descartada, o que reforca seu aproveitamento sob as
perspectivas tecnologica, econdmica e ambiental.

A analise termogravimétrica (TGA), associada as curvas derivadas de perda de
massa (DTG), do extrato etandlico e da GAmb (Figuras 4A e 4B), revelou comportamento
térmico globalmente semelhante, caracterizados pela ocorréncia de dois eventos
principais de degradacao ao longo do aquecimento. O primeiro evento foi observado
entre 40 e 120 °C para o extrato etandlico e entre 45 e 151 °C para a GAmb, com perdas
de massa superiores a 8%. Esse estagio € atribuido, predominantemente, a eliminagao
de umidade residual e a volatilizagdo de compostos de baixa massa molar. As curvas
DTG evidenciaram a presenga de multiplos picos nessa faixa de temperatura, indicando
que a perda de massa ocorre de forma escalonada. Observou-se, ainda, o alargamento
e a suavizagao dos picos, especialmente para a GAmb, sugerindo redugédo no teor de
constituintes volateis e hidrofilicos em decorréncia do processo de purificagdo do
exsudado (Mothé; de Freitas, 2014; Sampaio et al., 2016).

O segundo evento de perda de massa ocorreu em faixas de temperatura mais
elevadas, entre 281 e 600 °C para o extrato etandlico e entre 250 e 600 °C para a GAmb,
com perdas médias de aproximadamente 50,0% e 54,7%, respectivamente. Esse estagio
esta associado a degradacao térmica da estrutura polimérica, envolvendo mecanismos

de despolimerizacido, descarbonilacdo e decomposicao pirolitica, com a consequente
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formagao e liberagdo de produtos gasosos, tais como agua, mondxido de carbono e
hidrocarbonetos leves. A temperatura inicial de degradagao indica que o extrato etandlico
apresenta estabilidade térmica até aproximadamente 281 °C, enquanto a GAmb mantém
estabilidade até cerca de 250 °C. Esses valores sao significativamente superiores as
temperaturas usuais de armazenamento, manuseio e aplicacdo do biodiesel, o que
evidencia a adequacéao térmica do extrato etandlico para uso como aditivo antioxidante
(Mothé; de Freitas, 2014; Sampaio et al., 2016).

De modo geral, os resultados demonstram que, embora o extrato etandlico e a
goma purificada de Amburana cearensis apresentem comportamentos térmicos
semelhantes, as diferengas de solubilidade e compatibilidade com a matriz lipidica séo
determinantes para sua aplicagdo em biodiesel. O extrato etandlico destacou-se como a
fragcdo mais promissora, n&o apenas pela maior afinidade com o biodiesel, mas também
pela elevada estabilidade térmica e pelo potencial antioxidante associado a presenca de
compostos fendlicos, consolidando sua viabilidade como alternativa natural, eficiente e
sustentavel aos antioxidantes sintéticos empregados na estabilizagdo oxidativa do
biodiesel.
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Figura 3. Graficos mostrando resultado da analise térmica do extrato etandlico (3A) e da

GAmb (3B) mostrando a perda de massa em relagdo ao aumento de temperatura.

A andlise termogravimétrica (TGA) ¢é utilizada para investigar processos

relacionados a estabilidade térmica e decomposicdo, desidratacdo e oxidagao,
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medindo as variagbes da massa de uma amostra em fungcao da temperatura e do tempo
durante o aquecimento (TENGKU-ROZAINA, BIRCH, 2019; XIAO et al., 2014).

Em estudos analisados que apresentaram parte experimental em termogavimetria
podemos citar analises de outras substancias com elementos antioxidantes, como a
analise de microparticulas contidas no éleo de pequi (Caryocar coriaceum), segundo o
estudo publicado por Castelo et al., 2020, o éleo de pequi teve sua degradagao a 424°C.
Temperatura superior a temperatura de degradagédo do extrato etandlico da Amburana
Cearensis, lembrando a diferenga entre os dois, onde o extrato aqui estudado foi obtido
por evaporacdo em placa de aquecimento e sua forma final é sdlida e o 6leo de pequi
apesar de passar por alguns processos nao era um extrato etandlico e sua forma final é

liquida.

3.4 Analise de HPLC do extrato etanélico da Amburana cearensis

O cromatograma HPLC-DAD do extrato etandlico de Amburana registrado a 254
nm em coluna C18 revelou um perfil dominado por compostos de polaridade intermediaria
a baixa, com a maior parte dos sinais eluindo entre aproximadamente 28 e 45 min. Um
pico majoritario foi observado em torno de 36-37 min, indicando a presenga de um
metabolito predominante, possivelmente associado a derivados cumarinicos,
amplamente descritos como marcadores quimicos da espécie (cumarinas, flavonoides,
acidos fendlicos). Picos secundarios nas regides de 30-34 min e 40—45 min sugerem a
presenca de flavonoides e outros compostos fendlicos menos polares. A linha de base
estavel e a boa resolucdo entre os principais picos indicam adequada eficiéncia

cromatografica e preparo de amostra (Dantas et al., 2015; Maia et al., 2020).
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Figura 4 - Cromatograma do extrato etandélico de Amburona. 1=254 nm. coluna C-
18, fase mével: MeOH-H20, gradiente exploratério: 0-50min, 5-100% MeOH; 50-
60min, 100% MeOH, vazdo da fase mével de 1,0 mL min-'.

A figura 5 apresenta os espectros UV-DAD (200-400 nm) dos compostos que
eluiram do extrato etandlico de Amburana entre 30 e 40 minutos de tempo de retencao
(Tr). Os picos de A-G correspondem a um pico cromatografico diferente com tempos de
retencao especificos de cada composto. Bandas entre 250-280 nm. Indicam presencgas
de anéis aromaticos e compostos fendlicos e uma Absor¢cdo entre 300-350 nm

flavonoides e cumarinas (Benheim et al., 2011; Canuto et al., 2014).
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Figura 5 - Espectros UV-DAD (200-400 nm, A-G) do extrato etandélico da Amburana
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Na analise por DI-ESI-IT-MS/MSn no modo de ides negativos, um total de 5

compostos com tempos de retengao de 32,8-34,4 min pode indicar compostos fendlicos

mais polares. O pico predominante em 36,3—-37,0 min mostra o principal produto do

extrato, provavelmente cumarina ou um derivado metoxilado. Compostos como
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flavonoides foram encontrados no extrato etandlico de Amburana: chacona (1), isoflavona
(2), flavonas (3 e 5) e flavonol (4) (Figuras 6-7), corroborando os dados de HPLC-DAD.
Na Figura 7, podemos observar os fragmentos dos compostos encontrados nos

antioxidantes fornecidos pelo extrato (Silveira et al., 2022).
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Figura 6 - Perfil quimico do extrato etanélico da Amburana por DI-ESI-IT-MS/MS" no

modo ion negativo.

Figura 7 - Constituintes quimicos anotados no extrato etanélico da Amburana por
DI-ESI-IT-MS".

O ion da molécula desprotonada em m/z 271,0 [M-H]-, apresentou ions fragmentos
em m/z 252,8 [M-H-H2O0J, 224,9 [M-H-H-O-COJ e 134,8 [M-H-CsH7O2], referindo-se a
uma clivagem alfa a carbonila (Figura 8A). O composto foi anotado como buteina (1) (Liu
et al., 2020; Silveira et al., 2022). O composto 2, apresentou ion da molécula

desprotonada em m/z 282,9 [M-HJ e ion fragmento no espectro MS2em m/z 267,8 [M-H-
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CHjsJ". O espectro MS? apresentou ions fragmentos em m/z 238,9 [M-H-CH3-COJ-, 223,8
[M-H-CH3-CO2] e m/z 210,8 [M-H-CH3-C202H] (Figura 8Bi-Bii). O composto foi anotado

como a calicosina (2). (Wang et al., 2008).
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Figura 8 - Espectro de massas MS2?do (A) ion precursor m/z 271,0 [M-H]- (composto
1), (Bi) e MS? (Bii) do ion precursor m/z 282,9 [M-H]- (composto 2).

Os ions da molécula desprotonada m/z 312,9 [M-H] e 342,9 [M-H], foram
anotados como sendo flavonas metoxiladas. O composto 3, apresentou ion molecular
desprotonado m/z 312,9 [M-H] e ions fragmentos no espectro MS? em m/z 297,8 [M-H-
CHjsJ, no espectro MS® em m/z 282,8 [M-H-(CH3)2]" e MS* m/z 254,8 [M-H-(CH3)-COJ
(Figura 9Ai-Aiii), anotado como sendo cirsimaritina (3) (Boukhalkhal et al., 2020). O
espectro de massas do composto 4 apresentou ion da molécula desprotonada em m/z
328,9 [M-HJ, no espectro MS? foram observados os ions fragmentos m/z 313,9 [M-H-
CHa3J, 298,9 [M-H-(CH3)2], 285 [M-H-CO2], 271 [M-H-(CH3)2-CO]- (Figura 9B).
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O composto foi anotado como 3,5,3'-tri-hidroxi-7,4'-dimetoxiflavona (4) (Falcdo et
al., 2008). Para o composto 5, foi observado ion da molécula desprotona em m/z 342,9
[M-HT, o espectro MS? apresentou ion fragmento m/z 327,9 [M-H-CH3]-, o MS3 m/z 312,9
[M-H-(CH3)2] e 0 MS* m/z 297,8 [M-H-(CHzs)s]", correspondente a perdas sucessivas de
grupos metilas. Além disso foram observados os ions fragmentos em m/z 284,8 [M-H-
(CH3)2-COJ, m/z 269,8 [M-H-(CHz3).-CO-CHs] e m/z 241,8 [M-H-(CH3)2>-CO-CH3-COJ
(Figura 9Ci-Ciii), sendo possivel anotar o composto como a nevadensina (5) (Végh et al.,
2017).

Todos esses resultados mostram que os constituintes contidos no extrato etandlico
da Amburana que corroboraram para a melhoria do resultado na resisténcia a oxidagao.
Essa estabilidade superior a 11,03 horas sugere menor formagdo de compostos em
motores e sistemas de combustivel. Foi feito o teste no Rancimat EN 14112 a (B. B.
Ferrari et al., 2021). Onde conseguimos identificar as substancias adicionadas ao
biodiesel capazes de minimizar as reagdes de oxidacgao, retardando o inicio das reagdes
de oxidacgdo, interrompendo a propagacdo radicalar. Para atestar a sua eficacia no
biodiesel utilizamos o método Rancimat mostrado na figura 10. A tabela 1 mostra os

compostos identificados pelo DI-ESI-IT-MS"
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(Ci) e MS3 (Cii) e MS* (Ciii) do ion precursor m/z 342,9 [M-H]- (composto 5).
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Tabela 1 — Compostos anotados por DI-ESI-IT-MS" no extrato etandélico de Amburana

DI-ESI-IT-MS"
, Formula Massa [M-H] MS/MS" fragmentos c ¢ Ref
Molecular ~ Molecular (m/z) (abundancia em porcentagem/%) Omposto o
1 CiHpOs 979 2710 MS?[270,9]: 252,8 (13); 224,9 (15); 134,8 (100) Buteina Liu etal., 2020
MS?[282,9]: 267,8 (100); 2389 (5) Calicosi Wang et al,
alicosina
2 CefleQs 284 2829 s o671 2388 (68) 2238 (53): 2108 (100) 2008

Boukhalkhal et

(

(

MS? [312,9]; 207,8 (100); 2828 (11)

3 CiHiuOs 314 3129 MS®[297,8]: 2828 (100); 2548 (15) Cirsimaritina
(

al. 2020
MS* [282,8]: 254,8 (100); 226,8 (13)
e L Falcdo et al.
MS2[328,9]: 3139 (100): 298.9 (19): 285 (1), 271 (3 3,9,3{ri-hidroxi-7 4'- ’
4 CiHiOr 330 3289 [328,9] (100) (19); 285 (1), 271 (3) oo, 012

MS2[342.9]: 3279 (100); 3129 (19)
5 CoHWOr 344 3409 MS*[327.9]: 312,9 (100); 2979 (7), 2848 (4), 2568 (12) Nevadensina Végh etal., 2017
MS* [312,9]: 297,9 (100); 284.9 (36), 256.8 (55), 2418 (24)
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3.5 Analise da estabilidade oxidativa do biodiesel de soja comercial na presencga

e auséncia do extrato etanédlico de Amburana cearensis

O estudo da estabilidade oxidativa do biodiesel é essencial para avaliar sua
resisténcia a degradacdo durante o armazenamento e a utilizagdo. A oxidagao
promove a formagado de compostos que alteram as propriedades fisico-quimicas do
combustivel e podem comprometer o desempenho e a durabilidade dos sistemas de
injecdo. Dessa forma, a avaliagdo da estabilidade oxidativa permite prever o
comportamento do biodiesel ao longo do tempo, subsidiar a adequagao as normas
regulatérias e orientar estratégias, como a aditivagdo com antioxidantes, para
assegurar desempenho e confiabilidade do biocombustivel.

O ensaio de estabilidade a oxidagéao a 110°C, realizado pelo método Rancimat
(EN 14112), determina o tempo de indugéo até a formagao de produtos de oxidagao,
sendo um parametro fundamental para avaliar a resisténcia do biodiesel a degradacéao
oxidativa.

A Figura 10 apresenta os resultados dos tempos de indugcdo do biodiesel de
soja puro, sem adigao de antioxidantes, bem como do biodiesel aditivado com 1000,
1500, 2000, 2500 e 3000 ppm de extrato etandlico de Amburana empregado como

aditivo antioxidante.

12

11,03h

10

Horas
(<3}

Tempo de Indugao (Rancimat (837)

Figura 10 - Grafico de estabilidade oxidativa para biodiesel de soja/BIOPAR -

puro - 1000 a 3000 ppm (Extrato etanélico da Amburana Cearensis)
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A Resolugao ANP n° 920/2023 estabelece um valor minimo de 13 horas para a

estabilidade oxidativa de biocombustiveis, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 - Valores minimos do periodo de indugao (Lébo et al., 2009)

Regulamento/Norma Periodo de Método de Ensaio

Indugao Minimo

Brasil (ANP) =213 h EN 14112 (Rancimat) ou equivalente
Europa (EN 14214) 206 h EN 14112 (Rancimat)
Nao especificado Testes podem ser feitos conforme
EUA (ASTM D6751) métodos associados, mas nenhuma
exigéncia minima oficial no D6751

Os resultados obtidos evidenciam que o biodiesel de soja puro apresentou
baixa estabilidade oxidativa, com periodo de indugao de 5,02 h, valor inferior ao
minimo estabelecido pela norma europeia EN 14214 (6 h) e, de forma ainda mais
expressiva, ao requisito vigente no Brasil, definido pela ANP como 13 h, mostrando o
extrato etandlico da Amburana cearensis como potencial substituto a compostos
sintéticos.

A adicao do extrato etandlico de Amburana resultou em aumento significativo e
gradual da estabilidade oxidativa, alcangando 7,59 h (1000 ppm), 8,33 h (1500 ppm),
9,39 h (2000 ppm), 10,27 h (2500 ppm) e 11,03 h (3000 ppm), valores que, embora
ainda n&o atendam a exigéncia brasileira, superam o limite minimo europeu, indicando
que o biodiesel aditivado nessas concentragdes estaria apto para uso em mercados

internacionais com especificagcbes menos restritivas.

4. CONCLUSAO

Foi possivel identificar os compostos presentes no exsudado da Amburana
cearensis, o produto natural utilizado mostrou-se relevante no combate a oxidacédo do
biodiesel de soja, mostrando-se uma area promissora no campo cientifico no ambito
de substituintes para antioxidantes sintéticos. As analises termoanaliticas mostraram
que o uso do produto a altas temperaturas é estavel, indicando maior resisténcia do

combustivel a diferentes condi¢gdes de armazenamento, temperatura e operagéao.
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O ensaio de estabilidade a oxidagao a 110°C , realizado pelo método Rancimat
apresentou um periodo de indugdo de 11,03 horas, utilizando como aditivo
antioxidante 3000ppm de extrato etandlico do exsudado da Amburana Cearensis,
conseguindo um valor aproximado do minimo exigido por lei. O que evidenciou sua
eficiéncia na mitigacdo da oxidagdo em comparagdao ao biodiesel sem aditivos
mostrando que a continuagao da pesquisa € promissora. Tal desempenho destaca o
potencial do extrato como uma futura alternativa de substituicdo sustentavel aos
antioxidantes sintéticos tradicionalmente empregados, ou até estudos para realizar
blendas, atendendo a demanda por insumos renovaveis e ambientalmente seguros,
mostrando o extrato como uma estratégia viavel e eficiente para manter uma melhor
estabilidade oxidativa do biodiesel, agregando valor a um produto natural que obteve

bons resultado ao ser testado em um biodiesel comercial.
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5. CONTRIBUICAO ATRELADAS A DISSERTAGAO

5.1 Importancia Social

O aproveitamento do extrato etandlico do exsudato de Amburana cearensis
como antioxidante natural para biodiesel apresenta relevante impacto social,
especialmente para regides onde a espécie € nativa, como o Nordeste brasileiro. A
valorizacdo de recursos vegetais regionais fortalece cadeias produtivas locais,
estimula a bioeconomia e promove geragédo de renda para comunidades envolvidas
na coleta e manejo sustentavel da espécie. Além disso, a substituigdo de antioxidantes
sintéticos potencialmente téxicos por alternativas naturais contribui para a melhoria
das condi¢des de saude ocupacional e reducido de riscos associados a exposicao
quimica. O desenvolvimento de solugbes baseadas em biodiversidade nacional
também reforca a soberania cientifica e tecnolégica do pais, incentivando a pesquisa
aplicada e a inovagao sustentavel alinhada as demandas sociais e energéticas

contemporaneas.

5.2 Importancia econdémica

O estimulo ao desenvolvimento de insumos renovaveis nacionais fortalece o
setor de biocombustiveis e contribui para a diversificagdo da industria regional,
promovendo competitividade, inovacgao tecnoldgica e redugao de custos associados a
importacao de aditivos sintéticos. O uso do extrato etandlico de Amburana cearensis
como aditivo antioxidante representa uma alternativa estratégica aos antioxidantes
sintéticos importados, frequentemente associados a elevados custos de producgéo e
dependéncia externa. Agregar valor a subprodutos previamente descartados promove
uma maior eficiéncia no aproveitamento de matérias-primas. O aumento significativo
do tempo de inducdo oxidativa do biodiesel demonstra viabilidade técnica para
insercdo em mercados internacionais com requisitos regulatérios especificos,

ampliando oportunidades comerciais.
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5.3 Importancia ambiental

A substituicdo parcial ou total de antioxidantes sintéticos por compostos
naturais derivados de Amburana cearensis esta alinhada aos principios da Quimica
Verde e da economia circular. O extrato etandlico apresenta origem renovavel, maior
biodegradabilidade e menor potencial de impacto ecotoxicolégico quando comparado
a aditivos convencionais como BHT, BHA e TBHQ. A valorizagcdo de residuos ou
fragbes secundarias do processamento vegetal contribui para a redugdo de
desperdicios e melhor aproveitamento de recursos naturais. A melhoria da
estabilidade oxidativa do biodiesel também reduz a formacgdo de subprodutos
degradativos, minimizando emissdes e depdsitos em motores. Dessa forma, o estudo
contribui para o desenvolvimento de solugdes energéticas mais sustentaveis,

promovendo menor impacto ambiental ao longo do ciclo de vida do biocombustivel.
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