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Resumo

Durante a execucdo do presente trabalho foram realizados dois estudos relacionados a
estabilidade oxidativa de 6leo vegetal e biodiesel de girassol. Realizou-se um estudo referente
a possibilidade de utilizar a espectroscopia de fluorescéncia como ferramenta para monitorar
em tempo real a degradacdo do 6leo vegetal e biodiesel, revelando a relevancia de se ajustar a
intensidade do laser de excitacdo durante o monitoramento em tempo real. Os resultados
mostraram que, dependendo da intensidade do laser, o préoprio feixe de excitacdo pode degradar
as amostras de 6leo vegetal e biodiesel, falseando assim analises. Ap0s varios testes, alterando
a intensidade da luz de excitagé@o e o volume de amostra em contato com o laser de excitagéo,
foi determinado um setup experimental que permitiu realizar o monitoramento em tempo real
e in situ, via fluorescéncia molecular, a real degradacédo do 6leo vegetal e biodiesel de girassol.
Analisou-se também a influéncia da presenca de nanoparticulas de ouro na estabilidade
oxidativa do Oleo vegetal e do biodiesel de girassol. As nanoparticulas de ouro foram
depositadas via sputtering e diferentes concentracfes foram obtidas ao variar-se o tempo de
deposicdo. A concentracdo de ouro nas amostras foi determinada por ICP-OES e a distribuicéo
de tamanho foi obtida por meio de analises das imagens de Microscopia Eletronica de
Transmissdo. Os resultados mostraram que a concentracdo de nanoparticulas aumentou com o
tempo de deposicdo. O tamanho das nanoparticulas se manteve constante no biodiesel, e maior
para tempos menores de deposicdo no 6leo. A influéncia das nanoparticulas na estabilidade
oxidativa do 6leo e biodiesel foi determinado a partir do periodo de inducdo obtido pelo método
Rancimat® segundo norma EN14112. O periodo de inducio apresentou uma reducdo
exponencial em funcdo do aumento da concentragdo de nanoparticulas. Adicionalmente, as
propriedades éticas das amostras de 6leo e biodiesel na presenca de nanoparticulas de ouro
foram analisadas. Os resultados mostraram um aumento da absorbéancia na regido da banda de
ressonancia plasmoénica, e também na regido de 318 nm. As medidas de fluorescéncia
mostraram ainda que as nanoparticulas de ouro induziram um aumento da intensidade de
emissdo de fluorescéncia (Metal-Enhanced Fluorescence, em inglés) do 6leo e biodiesel,
mostrando que a presencga das nanoparticulas também alteram drasticamente as propriedades
Oticas do 6leo e biodiesel.

Palavras chave: Estabilidade oxidativa; Monitoramento em tempo real; Espectroscopia de

fluorescéncia; Nanoparticulas de ouro; Metal-Enhanced Fluorescence.



Abstract

During the realization of the present work two studies were carried out related to the oxidative
stability of vegetable oil and sunflower biodiesel. A study was carried out regarding the
possibility of using fluorescence spectroscopy as a tool to monitoring the degradation of
vegetable oil and biodiesel in real time, revealing the relevance of adjusting the excitation laser
intensity during on-line monitoring (in real time). The results showed that the excitation beam
itself can degrade the samples of vegetable oil and biodiesel depending on the intensity of the
laser, thus distorting analyzes. After several tests, altering the intensity of the excitation light
and the volume of sample in contact with the excitation laser, it was determined an experimental
setup that allowed the online and in situ monitoring, by molecular fluorescence, the real
degradation of vegetable oil and sunflower biodiesel. In another study, the influence of the
presence of gold nanoparticles on the oxidative stability of vegetable oil and sunflower
biodiesel was analyzed. The gold nanoparticles were deposited by sputtering and different
concentrations were obtained by varying the deposition time. The concentration of gold in the
samples was determined by ICP-OES and the size distribution was obtained by Transmission
Electron Microscopy images. The results showed that the concentration of nanoparticles
increased with time of deposition. The size of the nanoparticles remained constant in biodiesel,
and were greater for shorter deposition times on oil. The influence of the nanoparticles on the
oxidative stability of the oil and biodiesel was determined from the induction period obtained
by the Rancimat® method according to EN14112. The induction period presented an
exponential reduction as a function of the increase of the nanoparticle concentration.
Additionally, the optical properties of the oil and biodiesel samples in the presence of gold
nanoparticles were analyzed. The results showed an increase in absorbance in the region of the
plasmon resonance band, and also in the 318 nm region. Fluorescence measurements also
showed that the gold nanoparticles induced an increase in the fluorescence emission intensity
(Metal Enhanced Fluorescence) of the oil and biodiesel too, showing that the presence of the
nanoparticles also drastically alter the optical properties of the oil and biodiesel.

Keywords: Oxidative stability; Real-time monitoring; Fluorescence spectroscopy; Gold

nanoparticles; Metal-Enhanced Fluorescence
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1. Introducao

O estudo da estabilidade oxidativa de 0leos vegetais e biodieseis tem aumentado devido
a mudangas nos contextos econdmicos e tecnoldgicos num ambito global. Oleos vegetais vém
sendo largamente empregados nas inddstrias alimenticias, cosméticas e de farmacos [1-3]. O
biodiesel por sua vez esta relacionado ao apelo de fontes alternativas de energia frente a
instabilidade do mercado, a futura escassez de combustiveis fosseis e a maior emissdo de
poluentes dos derivados de petréleo [4-7]. Para o uso e aplicagdes, tanto do dleo quanto do
biodiesel, é de suma importancia que o produto mantenha suas propriedades fisico-quimicas
para que cumpra suas especificacGes desejadas. A oxidacdo do 6leo e do biodiesel modifica
suas caracteristicas e propriedades, comprometendo a utilizacao destes produtos. Neste sentido
diversas investigacGes vém sendo realizadas a respeito de fatores que afetem a qualidade do
produto durante o tempo de estocagem e transporte [8-9].

Um dos fatores mais importante para avaliar a qualidade do 6leo e do biodiesel é
determinar a susceptibilidade a oxidacéo, pois esta diretamente ligada ao tempo de prateleira e
estocagem. A oxidacdo do 6leo e do biodiesel consiste na quebra das moléculas devido a perca
de elétrons para 0 meio, fatores externos como luz, temperatura e umidade influenciam na
oxidacdo. Desta forma, monitorar e avaliar a estabilidade oxidativa é fundamental. Atualmente
a técnica oficial para analisar a estabilidade oxidativa do 6leo vegetal e biodiesel € 0 método
Rancimat®, que consiste em acelerar a degradacio das amostras termicamente e medir a geracio
de produtos volateis durante a degradacdo [10]. No entanto, técnicas alternativas vém sendo
propostas buscando simplicidade nos procedimentos e reducéo de custos [11].

Frente a esta problematica, a espectroscopia de fluorescéncia mostra grande potencial
para confeccdo de aparatos simples e compactos possibilitando analises em tempo real e in situ,
e consequentemente, permitindo obtencéo de informac6es precisas em tempo real dos processos
oxidativos [12-14]. Todavia, os compostos fluorescentes presentes nos 6leos e biodieseis
geralmente apresentam absorcdo na regido do ultravioleta e a incidéncia da luz com este
comprimento de onda durante as analises em tempo real pode desencadear processos oxidativos
[15]. Desta forma, almejando avaliar a aplicabilidade da espectroscopia de fluorescéncia no
monitoramento em tempo real da estabilidade oxidativa de 6leos vegetais e biodieseis, faz-se
necessaria uma investigacdo detalhada da influéncia da intensidade da radiagdo luminosa da luz
de excitagdo e do volume da amostra a ser monitorada durante as analises de fluorescéncia em

tempo real.



Outra questdo importante associada a estabilidade de dleos e biodieseis é a aceleracdo da
oxidagédo quando na presenca de alguns contaminantes. Estudos mostraram que a presenca de
metais em 6leos vegetais e biodieseis aceleram os processos oxidativos [16]. Todavia, os efeitos
induzidos por nanoparticulas (NPs) na estabilidade oxidativa de 6leos e biodiesel ainda ndo
foram investigados.

As NPs apresentam propriedades de adsorver moléculas especificas em sua superficie
tornando-se assim poderosas ferramentas na entrega inteligente de farmacos e outras
substancias como cosméticos. Neste sentido, os 6leos vegetais desempenham importante papel
devido a sua biocompatibilidade e a estabilidade que proporciona as NPs [17]. Em biodieseis,
NPs e nanoestruturas veem sendo propostas na area de catélise [18-19], biocatalise enzimética
[20-22] e diretamente como catalisadores com NPS de ouro [23-24] para reacdo de
transesterificacdo. Além de aplicacdes na reducdo da emissao de poluentes em misturas com
diesel [6, 25-27]. Uma das rotas mais eficazes de se obter NPs de maneira controlada ¢ via
deposicdo por sputtering, que permite desde o crescimento de filmes em superficies até o
crescimento de NPs diretamente em meios liquidos [28]. Neste sentido dleos vegetais ja
mostraram grande potencial como meio estabilizante para nanoparticulas quando depositadas
via sputtering [29]. No entanto os efeitos das NPs nas caracteristicas do 6leo e do biodiesel ndo
foram abordados, principalmente no que diz respeito a estabilidade.

Desta forma neste trabalho sera estudada a influéncia da intensidade do laser de excitacdo
sobre a estabilidade oxidativa, em medidas de fluorescéncia em tempo real e in situ, e a
dependéncia do volume de amostra em contato com o laser de excitacdo. Sera analisada também
ainfluéncia da presenca de NPs na estabilidade oxidativa de 6leo vegetal e biodiesel de girassol,
variando-se o tempo de deposicdo, visando também a caracterizacdo deste material depositado,

além do estudo das propriedades Oticas das amostras na presenca deste.



2. Revisao de Literatura

2.1. Oleo vegetal e biodiesel

Os interesses que motivam estudos em biodieseis e Oleos vegetais se misturam em
determinadas areas, como a de biocombustiveis por exemplo, no controle de qualidade,
normativas junto a Agencia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP),
adulteracbes em misturas, entre outras. Porém, o 6leo vegetal em geral se divide em uma gama
muito grande de aplicagdes, como citado anteriormente. Vejamos um apanhado geral de 6leo e
biodiesel em seus contextos especificos, levantando a importante questdo da estabilidade
oxidativa.

Oleos vegetais apresentam diversas aplicacdes, este fato se deve em parte & variedade de
fontes disponiveis para sua extracdo. Compostos e caracteristicas contidas nas fontes sdo
presentes também em seus respectivos 6leos, tornando-os assim atrativos para as mais diversas
aplicacdes dependendo da fonte utilizada [1]. Devido a sua origem organica, como veremos
com mais detalhes na Secdo 2.5., o 6leo vegetal é instdvel do ponto de vista das cadeias
moleculares, deste modo, o monitoramento e a busca por maneiras de aumentar a sua
estabilidade sdo de grande interesse econdémico.

O biodiesel surge impulsionado por questdes ambientais e a escassez futura dos
combustiveis de origem mineral, tornando necessario o0 avanco no desenvolvimento de novas
fontes de energia renovaveis frente as de origem fossil. O biodiesel tem como matéria-prima
6leos vegetais ou gorduras animais e possui propriedades similares ao diesel, mas emitindo
cerca de 20% menos poluentes durante a queima no motor [4-7]. Especificamente, se
comparado com o diesel, tem-se uma reducdo nas emissdes de dioxido de carbono (COy),
material particulados como monoxido de carbono (CO) e diversos 6xidos de enxofre (SOx),
compostos organicos volateis e queima incompleta de hidrocarbonetos [7]. Todavia, apesar das
vantagens ambientais, o biodiesel é mais susceptivel a degradacéo (oxidacao) que o diesel. Por
isso, um pardmetro de suma importancia para a avaliagdo da qualidade do biodiesel é a

determinacéo de sua estabilidade oxidativa [30-36].



2.2. Composicao e reacdo de transesterificacao

No que diz respeito a aplicagdes como combustivel, os dleos vegetais apresentam elevado
peso molecular, o que impedem seu uso diretamente nos motores. Os 6leos vegetais sdo
formados basicamente por triglicerideos. Os triglicerideos sdo constituidos de uma molécula de
glicerina ligada a trés &cidos graxos. Estes acidos graxos podem ser saturados ou insaturados,
e a composicdo dos acidos graxos presentes nos Oleos reflete em suas caracteristicas e
propriedades, entre elas, a estabilidade oxidativa [37]. A estabilidade oxidativa esta diretamente
ligada ao numero de insaturacdes, sendo a insatauracao uma ligacao dupla ou tripla, onde se faz
presente a formagé&o de orbital molecular 7 0 qual veremos com mais detalhes na sec¢éo 4.1..

As grandes moléculas de triglicerideo proporcionam ao 6leo o seu elevado peso
molecular. Submetendo o éleo a um processo de quebra das grandes moléculas de triglicerideos
temos o biodiesel, apresentando caracteristicas mais favoraveis a industria de biocombustiveis.
Uma das reacdes mais utilizada para a obtencdo do biodiesel é a transesterificacdo. Nesta, trés
moléculas de alcool reagem com um triglicerideo resultando em uma molécula de glicerol e
trés alquil ésteres de acidos graxos [38]. A reacdo de transesterificacdo pode ser acelerada com
0 uso de um catalisador, aléem disso, aquecimento e agitacdo também aumentam a velocidade
da reacdo. Os catalisadores sdo geralmente acidos ou basicos e a reacdo é reversivel, por isso 0
alcool geralmente é colocado em excesso para favorecer a formacdo de biodiesel. Uma
representacdo da reacdo de transesterificacdo é apresentada na Figura 1a. Os produtos da reacao,
o glicerol e o biodiesel, podem ser facilmente separados através da decantacdo, formando uma
mistura bifasica [39].

Na Figura 1 podemos observar também a constituicdo basica dos 6leos vegetais, ou seja,
uma molécula de glicerina ligada a 3 acidos graxos. Os radicais que correspondem aos acidos
graxos, Ri1, Rz e Rs, séo transferidos para o biodiesel. Para constitui¢cdo dos principais acidos
graxos presentes nos 6leos vegetais, o radical Rx corresponde as estruturas logo abaixo
circuladas também de vermelho juntamente com a respectiva nomenclatura, acido palmitico,
estearico, oleico, linoleico e linolénico, Figura 1b. Destaca ainda a presenca de insaturages nos
acidos graxos, que interferem na estabilidade oxidativa do 6leo e do biodiesel. Além disso, o
esquema apresenta a reacdo utilizando um alcool genérico em funcéo do radical R’, destacado
em azul, de modo que, caso o alcool seja metanol, o radical R” = CHs. Vale ressaltar também a
presenca da glicerina, inicialmente constituinte do triglicerideo e ao fim da reacdo ligada aos

radicais —OH, originalmente dos 3 alcoois, formando o glicerol [39].



Figura 1: Esquema geral para reacdo de transesterificacdo contendo principais componentes do 6leo vegetal e

biodiesel.
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Além da reacdo de transesterificacdo, o biodiesel também pode ser obtido por craqueamento
térmico, em que € realizada a simples quebra das moléculas do 6leo atraves de aquecimento
[39].

Além dos triglicerideos, outros compostos podem estar presentes nos 6leos vegetais,
dependendo de sua fonte. Por exemplo, antioxidantes naturais como betacaroteno e alfa
tocoferol, ou ainda clorofila dependendo da fonte e do modo de extracdo. Estes componentes
ndo se configuram como reagentes durante a transesterificacdo, podendo ser transferidos para
o biodiesel [11]. A estrutura molecular de alguns dos antioxidantes mais comuns em 0leos

vegetais pode ser vista na Figura 2.

Figura 2: Alguns antioxidantes naturais frequentemente encontrados em éleos vegetais e respectivos biodieseis.
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Fonte: Adaptado de K.F. Magalhdes [30] e M. Guinazi, et al. [33].

Os carotenoides constituem de um sistema de duplas ligagdes conjugadas, responsaveis

pelo caracter antioxidante, além disso, constituem um importante grupo de pigmentos naturais
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responsaveis pelas cores amarela, laranja e vermelha nos alimentos [42, 43]. Podemos citar
quanto a presenca de carotenoides em 6leos vegetais, 0s 6leos de polpa de macauba e o éleo de
pequi, atentando-se para a coloracdo caracteristica dos mesmos, devido a presenca de
betacaroteno [43].

Os tocoferois interrompem a etapa de propagagdo da reacdo em cadeia da oxidacéo dos
acidos graxos (Seccgdo 2.5.), isto devido a capacidade de doar seus hidrogénios fendlicos,
hidrogénios ligados ao anel, para os radicais livres. Os tocoferdis se diferem pelo grau de
substituicdo de grupos metila no anel (radicais R: e R2 na Figura 2), podendo ser alfa, beta,
gama e delta-tocoferol. Eles sdo tambeém chamados de vitamina E juntamente com o0s
tocotrienois [41, 44]. Na Tabela 1, podemos observar a quantidade em gramas de a, f+y ¢ &

tocoferois para cada 100 gramas de 6leo vegetal de diferentes fontes [44].

Tabela 1: Distribuicdo em gramas de a, f+y e & tocoferdis e tocoferdis totais em alguns 6leos vegetais, para cada
100 g de Oleo [44].

Oleo a-Tocoferol | (B+y)- Tocoferdis | 8-Tocoferol Total
Oliva 19,5+0,1 0,91+0,01 - 20,44
Semente de Uva | 12,45+0,01 2,14+0,01 0,71+0,04 15,3
Milho 5,60+0,02 41,1+0,04 1,82+0,04 48,57

Noz 1,47+0,01 19,13+0,07 3,23+0,04 23,83
Gergelim - 29,4+0,4 0,57+0,07 29,84
Amendoim 19,2+0,2 9,3+0,2 0,91+0,03 29,45
Arroz 3,31+0,05 3,56+0,03 0,62+0,05 7,49
Girassol 73,0£0,3 1,98+0,06 0,82+0,04 7,82

As clorofilas, tratando-se num carater molecular, se classificam como um complexo
derivado de porfirina. Porfirinas consistem de quatro anéis pirrélicos (anéis aromaticos de cinco
membros no qual um dos membros € um NH) unidos por CH’s, podendo alojar um ion metalico
em seu centro. No caso da clorofila este ion € 0 magnésio. A clorofila apresenta ainda um quinto
anel acrescentado ao anel tetrapirrolico, também uma cadeia carbénica ligada ao quarto anel
por um grupo éster. Na auséncia do atomo de magnésio tem-se uma estrutura molecular
denominada feofitina [45].

As clorofilas podem ser predominantemente dos tipos a e b, sendo de 3:1 sua propor¢éo
na natureza. Elas se diferem em um substituinte no terceiro carbono do segundo anel pirrélico,
sendo que a clorofila a apresenta um grupo metil (-CHzs) e a clorofila tipo b um grupo aldeido
(-CHO) [45].



2.3. Estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa € uma caracteristica muito importante de qualquer produto
quando se trata de aplicacdes e comercializacdo em geral. Tanto na industria alimenticia com a
estabilidade de 6leos e gorduras, quanto na industria de combustiveis com biodiesel e algumas
misturas dele com outros combustiveis fosseis [15]. A partir do momento que se faz necessario
estocar e/ou determinar o tempo de prateleira para um produto em especifico, a determinacéo
da estabilidade oxidativa, ou seja, da susceptibilidade deste produto a oxidacdo é de suma
importancia.

O método Rancimat é o método padrdo, normatizado pela Agéncia Nacional do Petroleo,
Gés Natural e Biocombustiveis (ANP) para biodieseis e pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) para os 6leos vegetais. As especificacbes do método Rancimat utilizado
para determinacdo da estabilidade oxidativa sdo as da norma europeia EN14112, que consiste
em, submeter 3,0 g de amostra a temperatura de 110 °C sob fluxo de ar de 10 L.h [10, 46-47].

Além da estabilidade oxidativa, outras caracteristicas sao monitoradas para garantir a
integridade do produto para consumo. Quanto aos 6leos vegetais, 0 Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria regula os
padrdes de qualidade segundo Instrucdo Normativa n° 49, de 22 de dezembro de 2006. Nesta
normativa é definido o 6leo vegetal como produto, suas classificacdes, requisitos gerais,
parametros como embalagem e rotulo, até as caracteristicas de identidade e qualidade. As
caracteristicas de qualidade dos 6leos vegetais podem ser vistas na Tabela 2, tais como, ponto

de fumaca, indice de perdxido, indice de acidez entre outros [48].

Tabela 2: Caracteristicas de qualidade de 6leos vegetais refinados [48].

Oleo Algodao Canola Girassol Milho Soja
Tipo 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
indice de <0,20 | >0,20 | <0,20 | >0,20 | <0,20 | >0,20 | <0,20 | >0,20 | <0,20 | >0,20
Acidez <0,60 <0,60 <0,60 <0,60 <0,60

(mgKOH.g})
indice de <25 | >25 | <25 | >25 | <25 | 25 | <25 | >25 | <25 | >2,5
Peroxidos <5,0 <5,0 <5,0 <5,0 <5,0
(mEq.kg™)
Impurezas
Insoldveis em
éter de <0,05
petréleo (%)




Umidade e
material <0,1
volatil (%)
Sabdes <10,0
(mg.kg™)
Aspecto a Limpido e isento de impurezas.
25°C
Odor e sabor Odor e sabor caracteristicos do produto
Cor Cor caracteristica do produto.

Fonte: Instru¢do Normativa n°49, Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.

Segundo a normativa, a estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais, também chamada no

documento de indice de estabilidade do 6leo (OIS, do inglés Oil Stability Index), deve ser de

no minimo 4 h. Outras caracteristicas de identidade dos 6leos vegetais também sdo abordadas

no documento e podem ser observadas na Tabela 3, onde temos entre outros, densidade relativa,

indice de saponificacdo, indice de iodo e percentual de &cidos graxos [48].

Tabela 3: Caracteristicas de Identidade dos 6leos vegetais refinados [48].

Oleo Algodao | Canola Girassol Milho | Soja
* *A *B
Matéria <1,50 <2,00 | <15 <15 <15 <2,80 | <1,50
Insaponificavel
(9/100g)
Densidade Relativa | >0,918 | >0,914 | >0,918 | >0,914 >0,909 |>0,917 | >0,919
(a20°C) <0,926 | <0,920 | <0,923 | <0,916 <0,915 | <0,925 | <0,925
indice de Refragdo | >1,458 | >1,465 | >1,461| >1,461 >1,467 | >1,465 | >1,466
(RaiaDad40°C) | <1,466 | <1,467 |<1,468| <1471 <1,471 |<1,468 | <1,470
(@25°C) | (@25°C)
Indice de >189 >182 | >188 >190 >182 >187 | >189
Saponificacdo <198 <193 | <194 <191 <194 <195 | <195
(mgKOH/qg)
indice de lodo >100 >105 |>118,0 | >94 <122 | >78<90 | >103 | >124
(Wijs) <123 <126 |<141,0 <135 | <139
C< 12 (**) (**) (**) (**) (**) (**) (**)
C12:0 (%) <0,2 (**) <0,1 (**) (**) <0,3 <0,1
C14:0 (%) >0,6 <0,2 <0,2 <1 <0,1 <0,3 <0,2
<1,0
C16:0 (%) >21,4 >2,5 >5,0 >4,0 >2,6 >8,6 >8,0
<26,4 <7,0 <7,6 <5,5 <5,0 <16,5 | <13,5
C16:1 (%) <1,2 <0,6 <0,3 <0,05 <0,1 <0,5 <0,2
C18:0 (%) >2,1 >0,8 >2,7 >2,1 >2,9 <3,3 >2,0
<3,3 <3,0 <6,5 <5,0 <6,2 <54




C18:1 (%) >147 | >61,0 | =140 | =431 >75 | >20,0 | >17
<217 | <700 | <394 | <718 | <90,7 | <422 | <30
C18:2 (%) >46,7 | >150 | >483 | >18,7 >21 | >37,0 | >48,0
<582 | <30,0 | <740 | <453 <17 | <656 | <59,0
C18:3 (%) <04 | >50 | <03 | <05 <03 | <20 | =35
<14 <8
C20:0 (%) >02 | =02 | =01 | =02 >02 | =03 | =01
<05 | <12 | <05 | <04 <05 | <10 | <06
C20:1 (%) <01 | =01 | <03 | =02 >01 | =02 | <05
<43 <0,3 <05 | <06
C22:0 (%) <06 | <06 | =03 | =06 >05 | <05 | <07
<15 | <11 <16
C22:1 (%) <03 | <02 | <03 (%) <03 | <03 | <0,3
C24:0 (%) <01 | <03 | <05 [>03<04| <05 | <05 | <05
C24:1 (%) (**) <04 | (**) (**) (**) **) | ()

(*) — Oleo de girassol sem alteracdo no contetido de acido oleico; (*A) - Oleo de girassol com médio contetido de
&cido oleico; (*B) — Oleo de girassol com alto conteido de &cido oleico; (**) — N&o detectavel;
Fonte: Instrugcdo Normativa n°49, Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.

Diferentemente dos Gleos vegetais, quem regula a comercializacdo e os padrdes de
qualidade para o consumo do biodiesel é a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e
Biocombustiveis por meio da Resolucdo ANP n° 45, de 25.8.2014. Além da definigdo de
biodiesel, assim como seus parametros basicos, sdo apresentadas também nesta resolucdo as
definicdes para 6leo diesel e seus diferentes tipos, uma vez que o biodiesel ndo é comercializado
puro, e sim adicionado em um percentual especifico ao diesel.

As especificacdes do biodiesel segundo a Resolugdo ANP n° 45, de 25.8.2014 s&o
apresentadas na Tabela 4. Além das especificacGes, consta também no documento os métodos
analiticos para determinacdo das mesmas segundo Associacao Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT), American Society for Testing and Materials (ASTM) e/ou European
Norm/International Organisation for Standardisation (EN/ISSO) [38].

Tabela 4: Especificacdes do Biodiesel [38].

Caracteristica Unidade | Limite Meétodo de Anélise
ABNT | ASTM D EN/ISO
NBR
Aspecto - - - - -

Massa especifica a 20 Kg.m3 820 a 7148 1298 EN ISO

°C 900 14065 4052 3675
EN ISO

12185
Viscosidade Cinematica | mm?.s! | 3,0a6,0 | 10441 445 EN ISO

a40°C 3104
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Teor de agua, max mg.kgt | 200,0 (3) - 6304 EN ISO
12937
Contaminagdo Total mg.kg? 24 15995 - EN 12662
Max.
Ponto de fulgor, min. °C 100,0 14598 93 EN ISO
3679
Teor de ésteres, min % massa 96,5 15764 5453 EN 14103
Cinzas sulfactadas, % massa | 0,020 6294 874 EN ISO
max. 3987
Enxofre total, max. mg.kg* 10 15867 5453 EN ISO
20846
EN ISO
20884
Sodio + Potassio, max. | mg.kg™ 5 15554 - EN 14108
15555 EN 14109
15553 EN 14538
15556
Célcio + Magnésio, mg.kg? 5 15553 - EN 14538
max. 15556
Fdsforo, max mg.kg? 10 15553 4951 EN 14107
EN 16294
Corrosividade ao cobre, - 1 14359 130 EN ISO
3h a 50 °C, max. 2160
NUmero de Cetano - Anotar - 613 EN ISO
6890 5165
Ponto de entupimento °C - 14747 6371 EN 116
de filtro a frio, max.
indice de acidez, max. mg 0,50 14448 664 EN 14104
KOH.g*
Glicerol livre, max. % massa 0,02 15771 6584 EN 14105
15908 EN 14106
Glicerol total, max. % massa 0,25 15344 6584 EN 14105
15908
Monoacilglicerol, max. | % massa 0,7 15342 6584 EN 14105
15344
15908
Diacilglicerol, max. % massa 0,20 15342 6584 EN 14105
15344
15908
Triacilglicerol. Max. % massa 0,20 15342 6584 EN 14105
15344
15908
Metanol e/ou Etanol, | % massa 0,20 15343 - EN 14110
max.
indice de lodo 0.100g* | Anotar - - EN 14110
Estabilidade a oxidacao h 6 - - EN 14112
a 110 °C, min. EN 15751

Fonte: Resolugdo n° 45, Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis.
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2.4. Método Rancimat®

O método Rancimat® avalia a estabilidade oxidativa através da medida do periodo de
inducdo (PI). O método consiste em acelerar o processo de oxidacéo das amostras por meio de
aquecimento térmico e fluxo constante de ar. As amostras permanecem envoltas em um bloco
de aquecimento que controla sua temperatura, como indicado na Figura 3. O fluxo de ar passa
pela amostra e arrasta os produtos volateis da oxidagdo para uma célula de medida contendo
agua deionizada. Nesta celula é medida a condutividade elétrica utilizando um eletrodo, os

produtos da degradacdo aumentam a condutividade elétrica na célula [10, 46-47].

Figura 3: Esquema ilustrativo das principais partes constituintes de um equipamento Rancimat®.

Entrada de ar ‘
: ,,' <« Célula de medida

“*—Eletrodo

Agua deionizada
Amostra

Bloco de aquecimento

Fonte: Adaptado de Metrohm®.

O PI é determinado a partir do comportamento da curva de condutividade elétrica da
célula e pode ser obtido por duas metodologias distintas: método das tangentes e método da
segunda derivada, como apresentado na Figura 4. No método das tangentes, o Pl é dado pela
interseccdo de duas tangentes tracadas nos limites assintdticos do tempo, tendendo a zero e
tendendo a infinito. No método da segunda derivada, o P1 é dado pelo valor maximo da segunda
derivada da condutividade elétrica medida na célula [49-51]. Com isso podemos afirmar que o
Pl é determinado pelo instante em que a condutividade apresenta abrupta mudanca em seu
comportamento, indicando o inicio de um regime de oxidacdo mais rapido. O método da
segunda deriva se torna mais exato que o método das tangentes, uma vez que, analisa 0
comportamento local da curva de condutividade fornecendo informagdes mais precisas,
enquanto que o método das tangentes obtém o Pl com base no comportamento da condutividade

nos limites extremos, podendo néo considerar flutuag6es dentro do intervalo.
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Figura 4: Curvas distintas de condutividade, a) utilizando método das tangentes para determinacdo do periodo de
inducéo, e b) determinado fazendo uso da segunda derivada.
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Fonte: Préprio autor.

2.5. Oxidacao de 0leos vegetais e biodieseis

Os produtos da oxidacao de acidos graxos podem ser divididos em dois tipos, de primeira
e de segunda ordem [52]. Os produtos de primeira ordem sdo originados na fase inicial da
oxidacdo, sendo formados diretamente dos acidos graxos e caracterizam-se por peréxidos e
hidroperdxidos. Os produtos de segunda ordem sdo formados a partir da oxidagdo dos produtos
da fase primaria, e caracterizam-se por epdxidos. Estas duas classes de produtos distintos
absorvem luz em diferentes regides do espectro eletromagnético, possibilitando o
monitoramento da dindmica da oxidacédo de &cidos graxos utilizando a técnica de absorcdo UV-
Vis [52].

A formacdo dos peroxidos e hidroperdxidos pode ser esquematizada como mostra a
Figura 5. Nesta temos a desestabilizacdo inicial devido a presenca da insaturacdo e radicais
livres na etapa de “Iniciagd0”. Posteriormente, o rearranjo molecular e rea¢cGes com 4tomos de
oxigénio presentes no ambiente geram peroxidos e, consequentemente, hidroperdxidos.
Radicais livres tornam a etapa ciclica, denominada etapa de “Propaga¢do”. Na ultima etapa,
denominada na Figura 5 como etapa de “Término”, tem-se a formagéo de produtos estaveis

divididos em volateis e néo volateis [53, 54].
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Figura 5: Esquema geral para oxidacdo de acidos graxos contendo etapas de Iniciacdo, Propagacdo e Término,
formac&o de perdxidos e hidroperdxidos.

Iniciagdo RH — R'+H° RH - Acido graxo
R - Radical livre
Propagacio R*+0, — ROO ROO"* - Radical peroxido

ROOH - Hidroperoxido
ROO*+RH — ROOH + R°

Término ROO*+R* — ROOR

ROO'+ROO° —> ROOR +0, | Frodutos

Estaveis

R*+R" — RR
Fonte: adaptado de C.V. Ramalho, et al. (2006) [54].

Os produtos de primeira ordem sao obtidos ao fim da fase de Propagacao e os de segunda
ordem durante a fase de Término. Na fase de Término temos a formacéo dos epdxidos a partir
dos perdxidos e hidroperdxidos produtos da primeira fase. Um perdxido ou hidroperéxido
formado anteriormente, juntamente com uma insaturacdo oriunda de alguma cadeia carbdnica
genérica do meio, se rearranjam devido a presenca do oxigénio no peroxido/hidroperoxido [55].

A presenca destes componentes no meio gera inimeras mudancas indesejadas nas
caracteristicas dos 6leos vegetais e/ou biodieseis, como por exemplo: 0 aumento do indice de
acidez, mudanca no odor e coloragdo, entre outras. Através de diferentes técnicas experimentais
é possivel avaliar o estado de oxidacgdo, presenca ou auséncia destes compostos, além de outras
caracteristicas Uteis na determinacgdo de parametros de qualidade. O método mais utilizado para
obtencdo do indice de acidez é via titulometria classica, medidas de indice de acidez sdo
amplamente utilizadas para analisar o estado de degradacdo de amostras tanto de 6leos vegetais
guanto de biodieseis, no entanto, problemas de baixa precisdo, baixa replicabilidade, ponto de
viragem relativo dependendo do experimentador e toxicidade dos solventes envolvidos torna o

indice de acidez menos atrativo para 0 monitoramento da oxidacéo.
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3. Nanoparticulas

O interesse no estudo de nanoparticulas e nanomateriais tem aumentado muito nas ultimas
décadas [46]. Este crescimento tem sido motivado pelas diferentes propriedades que estes
materiais  apresentam, tais como reatividade [56, 57], toxicidade [57-58],
absorcéo/espalhamento de luz [59, 60], band-gap [60], e ponto de fuséo e calor especifico [61],
gerando distintas possibilidades de aplicacdes.

Nanomaterias sdo estruturas com qualquer dimensdo externa, interna ou estrutura
superficial em escala nanométrica. Nanoparticulas (NPs) no entanto s&o objetos que possuam
necessariamente as trés dimensbes em escala nanométrica [62]. Estruturas da ordem de
nandmetros possuem caracteristicas distintas de seu mesmo material em dimens6es maiores.
Estas propriedades peculiares se devem, em grande parte, a grande razdo area
superficial/volume. Quanto menor a dimensdo da nanoestrutura, mais significativas serdo as

interacdes diretas dos &tomos mais externos com o meio [63].

3.1. Processos de sintese

Os métodos de obtencdo das NPs podem ser basicamente divididos entre quimicos e
fisicos. Entre os métodos quimicos temos a deposicdo quimica de vapor e a sintese em fase
liquida ou coloidal [64]. Nos métodos fisicos de sintese somente processos de mudancas de
estado fisico da matéria, sem mudanca da estrutura quimica inicial [64]. Quantidades massivas
dos elementos séo submetidas a diferentes condi¢des. No caso de interagcdes com a luz, tem-se
as técnicas de ablacdo a laser, ou fragmentacdo [65]. Podem ser utilizados também processos
mecanicos, como o de moagem, reduzindo gradativamente o tamanho das particulas até a escala
nanométrica [65]. Interacbes com o calor por exemplo, na técnica de evaporacao resistiva, onde
o material é evaporado e recristalizado em tamanho nanométrico [66].

A partir das técnicas de deposicéo fisica, &tomos e/ou pequenos aglomerados de atomos
podem ser arrancados do material maci¢o através do bombardeio com ions, sendo entdo
direcionados para o substrato onde podem ser formadas as NPs e também filmes finos. Com
este principio de funcionamento tem-se as técnicas de sputtering e feixe de ions [67]. No
processo de deposicao fisica de vapor por evaporagdo em vacuo, 0s &tomos sao vaporizados
pela acdo da temperatura e depositam-se em um substrato especifico sem colidir com nenhum
outro tipo de molécula ou d&tomo na camara de deposicdo [65]. As fontes de energia térmica

podem ser filamentos de tungsténio ou feixes de elétrons de alta energia. Quanto a pressédo
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utilizada para as condigBes de vacuo, estas estdo em torno de 10 Torr, porém para evitar
contaminantes, valores de 107 e 10° Torr podem ser utilizados. Dadas as condigdes, esta
técnica apresenta alta taxa de evaporacdo comparando-se com outras por deposicéo fisica de
vapor [65].

No processo de vaporizagdo ou ablacdo a laser, moléculas ou ainda aglomerados de
atomos sdo arrancados de um alvo e se condensam num substrato. Se o fluxo do laser é baixo,
0 material é evaporado ou sublimado, sendo aquecido pela energia absorvida do laser. Caso o
fluxo do laser incidido no alvo seja alto, o material converte-se em plasma formando uma

pluma. Nesta pluma pode conter fragmentos de atomos, particulas neutras, elétrons livres e

ions. Muitas variaveis podem ser controladas neste processo, tais como o comprimento de onda,
a intensidade, duracdo e frequéncia dos pulsos, entre outros. Fora as influéncias das

caracteristicas do laser, temos também as propriedades do proprio alvo [64-67].

3.1.1. Deposicao Fisica de Vapor por Sputtering

Neste processo de deposicéao fisica de vapor por sputtering, o alvo é bombardeado por
ions gasosos de alta energia, resultando assim na ejecdo de atomos e até pequenos aglomerados
de atomos simplesmente por colisdes, dependendo entdo da energia de incidéncia dos ions
gasosos. Este processo é realizado numa camara acoplada a bombas de vacuo contendo um gas
inerte. Nesta cAmara temos a presenca de dois eletrodos, anodo e catodo, sendo que o catodo o
alvo do bombardeamento. O gas inerte inicialmente neutro, é ionizado por colisbes com elétrons
gerando plasma. Acoplado ao catodo pode-se ter um conjunto de imas, formando assim o
magnetron spputering [18]. Um esquema basico da camara de deposicao fisica de vapor por
sputtering pode ser vista na Figura 6.

Inicialmente, o conjunto de iméas ndo fazia parte do aparato de deposi¢do sputtering. Eles
foram adicionados a montagem com o intuito de aumentar a eficiéncia de deposi¢do. Os imas
sdo posicionados junto ao alvo de modo a aprisionar os elétrons secundarios em uma regido
proxima. Estes elétrons sdo denominados secundarios, uma vez que sdo ejetados do proprio
alvo devido ao bombardeamento idnico. Uma vez aprisionados nas linhas de campo magnético,
aumenta-se a probabilidade de colisdes entre os elétrons e os atomos neutros do gas,
aumentando também a ionizacdo do plasma, consequente, a taxa de bombardeamento do alvo

e o rendimento do processo como um todo [64].
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Figura 6: Esquema lateral de cAmara de deposi¢do por sputtering.

Arranjo
dos imas
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Campo
magnético

~Ion de argdnio
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-0 10.000000000000000000000 NN
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Fonte: Adaptado de D. Mazumdar (2007) [59].

O vacuo na camara facilita a deposi¢cdo do material no substrato, de modo que o material
a ser deposto ndo colida com nenhuma particula durante a trajetéria, aumentando assim a
eficiéncia do processo. O arranjo dos eletrodos é de tal maneira que o campo elétrico é gerado
no sentido do substrato (&nodo) ao alvo (catodo), acelerando os atomos do gas ionizado de

modo que estes colidam mais fortemente no alvo [64].

3.1.2. Deposicgao por Sputtering em liquidos

A técnica de deposicdo fisica de vapor por sputtering € comumente utilizada para
deposicao de filmes, destacando-se a uniformidade, dispersdo em &reas maiores se comparada
com as outras técnicas e operacdo em baixo vacuo facilitando a montagem experimental [68].
Além destas caracteristicas favoraveis a deposicdo em substratos solidos, esta técnica
possibilita também a deposicdo em substratos liquidos [68]. Para a deposicdo em substratos
liquidos é utilizado o mesmo aparato esquematizado na Figura 6, colocando como substrato um
recipiente contendo o liquido de forma que obtenha-se uma grande area superficial, como uma
placa de Petri por exemplo.

A deposicdo em liquidos depende de caracteristicas do proprio liquido, sendo obrigatéria
a baixa pressao de vapor. O primeiro trabalho sobre deposicdo de NPs em liquidos foi realizado
em liquidos i6nicos, onde se observou variacdo do tamanho médio das particulas com a
mudanca do tipo de liquido iénico utilizado [68]. Mostrou-se, por exemplo, que a variagdo no
tempo de deposicdo ndo gera alteragdo no tamanho medio das NPs, mas sim em sua

concentragdo [68]. A influéncia direta no tamanho das NPs depositadas em liquidos
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normalmente esté relacionada com a corrente de descarga, como demonstrado por Suzuki et al.
[69].

Outro fator que pode ser controlado e influencia no tamanho das NPs € a temperatura do
liquido no qual estdo sendo depositadas [70]. A mudanca na temperatura reflete diretamente
alteracOes na viscosidade do liquido e consequentemente na velocidade de difusdo das NPs no
meio. Esta se relaciona com as possiveis colisdes estre as NPs no interior do liquido,
influenciando no processo de aglomeracédo e aumento do tamanho médio das NPs. A primeira
deposicdo de NPs em 6leo vegetal foi realizada em 2010 em 6leo de mamona [19]. Assim como
os liquidos ibnicos, os 6leos vegetais possuem também a propriedade de estabilizar as NPs,
sendo ainda biocompativeis, de baixo custo e grande abundéancia [19].

3.2. Nanoparticulas e 0leo vegetal

NPs vem sendo largamente aplicadas em diferentes areas da ciéncia. Devido a elevada
razdo area superficial versus volume e efeitos de confinamento quéntico, as NPs apresentam
mudancas em algumas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas quando comparadas com 0s
“bulks” dos mesmos elementos. Deste modo, podem apresentar desde ganho de absor¢édo e/ou
emissdo Optica, mudancas de condutividade elétrica e térmica, alteracdo do ponto de fusdo,
atividade antimicrobiana, e caréater catalitico em determinadas reacdes, entre outras [28]. Estas
alteracOes nas propriedades dependem do composto em questdo, além do tamanho e forma da
nanoparticula ou nanoestrutura [28]. Este comportamento permite as NPs que sejam propostas
para diferentes aplicacGes. Na area alimenticia para protecdo de alimentos [71], transporte e
entrega inteligente de cosméticos [72, 73] e farmacos [74, 75, 76], sendo abordada também a
questdo da toxicidade em um trabalho de revisdo [77].

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) especificamente vem sendo amplamente aplicadas, por
exemplo, na area de fotocatalise como mostrado por Yu e et al. em [78]; em quimica analitica
para 0 aumento da sensibilidade de técnicas analiticas como exposto por Jiae e et al. em [79].
Vilas e colaboradores mostraram que variagdes nas rotas de sintese das Au NPs resulta que
diferengas nas propriedades cataliticas e antibactericida [80]. Além disso Croissant e
colaboradores mostraram aplicacbes de Au NPs no transporte controlada de farmacos,
possibilitando a entrega controlada de altos teores de drogas para o tratamento de cancer, entre
outras [81].

NPs e nanoestruturas ja vém sendo associadas a 6leos em diferentes estudos [82-84]. Um

dos fatores é que imersas em 0Oleos, as NPs possibilitam maior carga de drogas em aplicacdes
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de transporte, como mostrado por Kumar e colaboradores, que utilizou sistema core-shell,
permanecendo o 6leo no ndcleo [82]. Neste sentido, o efeito da viscosidade foi observado por
Taborda et al. no estudo do efeito de NPs e nanofluidos a base de silica e alumina em 06leos
[83]. NPs foram utilizadas ainda para determinacao de atividade antioxidante em 6leos vegetais,
Pelle e colaboradores calcularam a capacidade antioxidante com base na formagao de AuNPs

utilizando método colorimétrico e aplicando em azeite de oliva extra virgem [84].

3.5. Nanoparticulas e biodiesel

Aplicacdes de NPs no contexto dos biocombustiveis se concentram predominantemente
em duas grandes areas, na reducao de emissdes de poluentes devido a combustdo em motores
e na propria producédo do biodiesel. Serdo apresentados alguns casos especificos de cada uma
destas vertentes de aplicacao.

A reducdo de emissdes de poluentes sempre foi um fator importante quando se fala na
queima de combustiveis. NPs vem sendo utilizadas neste contexto para reduzir a emissdo de
poluentes como monoxidos e didxidos de carbono, e os 6xidos de nitrogénio, sendo propostas
misturadas diretamente nos combustiveis. No geral sdo utilizadas NPs de 6xido de aluminio,
sendo avaliados além dos produtos, caracteristicas da combustdo em si, e a performance do
motor utilizando misturas B20 de diesel-biodiesel com os nanoaditivos. Além dos estudos
utilizando 6xido de aluminio [6, 25, 26], foi proposto recentemente o uso de 6xido de zinco
[27], sendo estudadas ainda varia¢fes de diametro e concentracdo das NPs. As nanoparticulas
utilizadas por [6] foram obtidas comercialmente, adicionadas em forma de p6 as misturas, sendo
utilizado ultrassom para homogeneizar a mistura. Em [25] as NPs de 6xido de aluminio também
foram obtidas comercialmente e adicionadas em forma de p6 as misturas por meio de agitacéo
magnética. Venu, em [26] sintetizou nanoparticulas de 6xido de aluminio quimicamente
utilizando método sol-gel e adicionadas as misturas em forma de p6 apds procedimento de
secagem, sendo homogeneizada a mistura utilizando ultrassom.

Na producéo do biodiesel as NPs podem ser utilizadas para o transporte de catalizadores
da reacdo de transesterificagdo. Degirmenbasi e colaboradores utilizaram NPs de Oxido de
calcio funcionalizadas com diferentes concentragdes de K2COs obtendo rendimento de 97,67%
na transesterificacdo de 6leo de canola [18]. NPs de oxido de ferro foram aplicadas no transporte
de catalizador por Poonjarernsilp e colaboradores, sendo utilizada uma mistura de NPs

comerciais de ferro e de 6xido de ferro (111), transportando um catalisador acido sélido [19].
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Outra aplicacdo de NPs e nanoestruturas na producdo de biodiesel diz respeito a
biocatélise enzimatica. Este tipo particular de catélise utiliza enzimas para acelerar a reagéo.
Estas enzimas precisam ser imobilizadas, protegendo-as para obtencdo de um biocatalizador
que se mantenha estavel durante o processo, evitando a inativacdo por fatores externos [20].
Neste processo de imobilizacdo das enzimas € que sdo utilizadas as NPs. Raita e colaboradores
utilizaram NPs de Fe3Os para imobilizacdo da enzima Thermomyces lanuginosus, sendo
realizado estudo para diferentes ligantes [21]. Analogamente, NPs porosas de silica
funcionalizadas com 3-glicidoxi propil-trimetoxisilano foram utilizadas para avaliar o uso de
trés diferentes enzimas na transesterificacéo de 6leo de canola por Babaki e colaboradores em
[22].

As AuNPs foram utilizadas na area de catalise para producédo de biodiesel. Banetjee e et
al. utilizaram NPs bimetalicas tipo nucleo-casca, sendo o Au ocupante do ndclo, as
nanoparticulas foram sintetizadas quimicamente e utilizadas diretamente como catalisador na
transesterificacdo de 6leo de girassol obtendo cerca de 86,9% de rendimento com 5% de
catalisador mantendo atividade durante 3 ciclos de transesterificacdo em [23], sendo testadas
outras concentracdes no trabalho. De maneira similar, AuNPs foram utilizadas ainda como
suporte para cinco diferentes tipos de 6xido de célcio na avaliagdo catalitica para sintese de
biodiesel por Bet-Moushoul e et al., sendo obtido entre 90 e 97% de rendimento durante 3 h de
reacao para condi¢cOes otimizadas [24].

Estas, entre outras aplicacdes das NPs e nanoestruturas no ambito dos biocombustiveis,
sem duvida sdo de extrema importancia dentro de seus objetivos particulares. No entanto,
devemos nos atentar as consequéncias da presenca destas nanoestruturas no biodiesel, tanto
como residuos de processos cataliticos quanto aditivos diretos para reducdo da emissdo de
poluentes. Ressaltando que em nenhum momento foi abordada nos trabalhos a presenca destes
nanocompostos no produto final, o biodiesel, porém, como néo foi citado nenhum método de
retirada das nanoparticulas do meio apds o0 uso ou mesmo no processo de decantacdo, 0s
nanomaterias provavelmente se fazem presentes mesmo que em pequenas quantidades dadas
suas caracteristicas. A estabilidade oxidativa vem a ser uma das importantes variaveis a ser
monitorada na presenca de NPs, uma vez que esse fator esta diretamente relacionado com a
qualidade dos oleos e biodieseis, e pode influenciar diretamente no processo que envolva o
tempo de prateleira, estoque, transporte, entre outras etapas importantes para 0 armazenamento

e consumo do produto.
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3.6. Ressonancia Plasmoénica

Um fenbmeno fisico originario em sistemas que possuem NPs metalicas, quando
interagem com a radiacéo eletromagnética é o chamado efeito de ressonancia de plasmons ou
ressonancia plasmonica [85, 86]. Neste fendmeno os elétrons livres presentes na superficie das
NPs metalicas interagem com o campo elétrico oscilante da luz, podendo a oscilagdo do campo
elétrico da radiacdo incidente induzir uma oscilacdo coletiva dos elétrons livres das NPs, como
mostrado na Figura 7. Como consequéncia, os elétrons oscilando coletivamente geram
localmente um novo campo elétrico restaurador [85, 86]. A esta oscilacdo coletiva das cargas

livres das NPs é denominada efeito de ressonancia plasménica ou ressonancia de plasmon.

Figura 7: Esquema da interacdo de NPs metalicas com a componente do campo elétrico da luz.
K

Nuvem eletronica

Fonte: Adaptado de M. Notarianni e et al. (2014) [87].

O campo elétrico gerado pela oscilacdo coletiva das cargas livres das NPs metalicas,
juntamente com o campo elétrico oscilante da luz incidente, gera um aumento no campo elétrico
resultante. Este campo elétrico resultante alterara fortemente as propriedades épticas de uma
molécula que esteja proximo da superficie das nanoparticulas, como sera posteriormente

discutido em detalhes na Sec¢édo 4.4.3..

4. Espectroscopia Molecular

Espectroscopia no geral diz respeito ao estudo das interagdes da luz com a matéria [88].
A espectroscopia molecular se restringe ao estudo destas interagdes com moléculas ou ions.
Para estudar estas moléculas pode ser incidida energia sob as mesmas, através da resposta desta
interacdo da radiacdo com as moléculas podemos obter informacGes importantes sobre a
mesma. A energia incidida na molécula pra o estudo da interacdo e da dindmica dos niveis de

energia moleculares € incidida na forma de radiacédo eletromagnética [89].
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A radiacdo eletromagnética pode ser classificada quanto a sua frequéncia ou quanto ao
seu comprimento de onda, como apresentado na Figura 8. Sendo a energia da radiacdo
proporcional a frequéncia e inversamente proporcional ao comprimento de onda, como

representa a equacéo 1:

c
E—hv—hz, (1)

onde h é a constante de Planck, v é a frequéncia da radiacao eletromagnética, c € a velocidade

de propagacdo da onda eletromagnética, e A € o comprimento de onda da radiacdo [90].

Figura 8: Espectro eletromagnético, em destaque a faixa visivel ao olho humano, contendo ainda detalhes das
frequéncias e comprimentos de onda.
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Fonte: Adaptado de S.F.Stefenon (2015) [91].
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A interacdo entre a radiacdo incidida e a molécula ndo se da de qualquer modo. Assim
como no atomo, as energias associadas a estrutura interna das moléculas também séo
guantizadas. No atomo temos diferentes niveis eletrénicos, e 0s movimentos de vibracdo e
rotacdo ndo influenciam na energia do 4&tomo devido a sua simetria esférica. Para moléculas,
estes movimentos fazem diferenca, podendo os 4&tomos que compdem a molécula vibrarem
individualmente de maneiras especificas, e ainda assumir varios modos diferentes de rotacéo.
Desta forma, além dos niveis eletrdnicos, as moléculas possuem também niveis de energia
vibracional e rotacional, sendo estes apresentados na Figura 9 [88, 92-93].

Cada faixa do espectro eletromagnético corresponde a uma quantidade especifica de
energia associada, deste modo, cada tipo de nivel de energia molecular (eletrénico, vibracional
ou rotacional) interage com uma regido especifica do espectro eletromagnético. Assim, quando
uma quantidade de energia especifica € incidida na molécula, ela podera absorver a radiacao e
dependendo da quantidade de energia envolvida, esta radiacdo pode excitar um elétron, gerando
uma transicdo eletronica, ou ainda excitar a molécula vibracional ou rotacionalmente

modificando seus modos normais de vibracdo e rotacdo respectivamente. A faixa de energia
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necessaria para interagir com os niveis eletrénicos moleculares corresponde a regido do visivel
ao ultravioleta [88, 92-93].

Figura 9: Primeiros dois niveis eletrdnicos de menor energia de uma molécula genérica juntamente com seus
respectivos desdoramentos em niveis vibracionais e rotacionais.

N | /"’7/—_

3
\ Estado eletrénico
imediatamente superior

|
1

Energia —>
—
= ——

/ Um dado estado

/ ~  eletrdnico

RN
T

ivels & "
‘ N!vms‘ Fof
vibracionais
Niveis
rotacionais E,"

Fonte: R. Eisberg, R. Resnik (1994) [94].

As transicOes eletronicas demandam uma maior quantidade de energia se comparadas
com mudancas de niveis vibracionais e rotacionais. Para cada nivel eletrénico da molécula
temos diferentes modos normais de vibragdo. Do mesmo modo, para cara modo normal de
vibragdo podemos ter diferentes modos rotacionais, cada um com quantidade de energia distinta
a ele associada, como ¢é ilustrado na Figura 9.

O arranjo dos niveis de energia, desde os eletrdnicos aos rotacionais, € intrinseco de cada
molécula, dependendo de quantos e quais atomos a constitui. Sendo assim, torna-se Unico desta

molécula, como uma impressdo digital. Os niveis de energia moleculares podem ainda ser
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levemente deformados de acordo com fatores externos como estado da molécula, sélido,
liquido, ou ainda por caracteristicas do meio o qual esta inserida, pH, temperatura, entre outros
[89-90, 92-94].

No ambito das transicdes eletronicas moleculares, dois fendbmenos opticos sao foco desta
abordagem, a absor¢do molecular e a fluorescéncia, os quais veremos com mais detalhes

separadamente.

4.1. Estados Eletronicos Moleculares

Quando dois ou mais atomos se ligam tornando-se uma molécula, os niveis eletrénicos
ndo sdo mais aqueles conhecidos de cada atomo separadamente, os niveis eletrénicos sdo agora
da molécula como um todo. Para descrever esta ligacdo atdbmica é utilizada a teoria do orbital
molecular [88, 91, 95].

Os elétrons presentes no atomo podem ser representados por meio dos orbitais atdmicos.
Na formagdo de uma molécula, os orbitais atbmicos da camada de valéncia dos 4&tomos em
questdo deixam de existir, formando-se entdo orbitais moleculares, de modo que néo é possivel
distinguir a que atomo pertencem os elétrons envolvidos na ligacdo [95].

A formacdo dos orbitais moleculares vai depender dos orbitais atdmicos anteriormente
existentes. Cada elétron é descrito por uma funcdo de onda, sendo assim, o orbital molecular é
formado pela superposicéo das fungdes de onda, ou seja, a soma ou a subtragdo. Desta forma
teremos duas possibilidades para a funcdo de onda resultante, gerando dois possiveis orbitais
moleculares, ligante para a soma das func6es de onda, e antiligante para a diferenca [95].

Consideremos a ligacdo de dois &tomos iguais, a e b, tais que, as funcdes de onda de seus
elétrons de valéncia que ocupam o orbital 1s sejam respectivamente, ¢,(1s) e ¢,(1s). Os
orbitais moleculares formados seréo do tipo o, tais que designaremos ligante oy, e antiligante

o+, como mostrado na Figura 10.
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Figura 10: Orbitais moleculares ligante e antiligande formados em uma ligacdo quimica de dois atomos iguais.
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Fonte: Adaptado de J.D. Ayala [96].

O orbital molecular antiligante é mais energético que o ligante, uma representacédo
energética da ligacdo abordada anteriormente pode ser vista na Figura 11. Orbitais moleculares
do tipo o também sdo formados a partir da ligacdo de dois atomos idénticos, agora A e A’, com
orbitais 2p, orientados no eixo de ligacdo, como representado em escala de energia na Figura
11 [96, 97].

Figura 11: Representagdo energética dos orbitais ligante e antiligante para ligagdes do tipo 1s-1s € 2p,-2p,.
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Fonte: Adaptado de W.X. Rocha (1999) [98].

Quando os orbitais atbmicos envolvidos na ligagdo molecular estiverem no mesmo eixo
da ligacdo, teremos a formacdo de orbitais moleculares do tipo o, podendo ser ligante ou
antiligante. Porém, quando os orbitais atdbmicos estiverem fora do eixo da ligacdo teremos
orbitais moleculares do tipo . Consideremos a ligagdo de dois 4&tomos idénticos, tais que 0s
orbitais dos elétrons de valéncia sejam 2p, porem, diferentemente do exemplo anterior, eles ndo

estejam no eixo de ligagdo, podendo ser tanto 2p, quanto 2p,. A representacdo energetica da
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molécula pode ser vista na Figura 12. Vale ressaltar ainda a equivaléncia de energia entre 0s

orbitais ligantes m,, e m,, e antiligantes m;, e m; [95, 97].

Figura 12: Representacdo energética dos orbitais ligante e antiligante para ligacdes do tipo Zpy — 2p,.
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Fonte: Adaptado de W.X. Rocha (1999) [98].

Desta forma podemos representar os orbitais moleculares em ordem crescente de energia
como apresentado na Figura 13a. A Figura 13b mostra as possiveis transicdes eletronicas
moleculares. Vale ressaltar que o orbital n em questéo trata-se do orbital anterior a ligacao dos
atomos para a formacdo da molécula, estando os niveis ¢ e m com quantidade de energia
inferior, 0 que torna a ligacdo satisfatoria para os dois &tomos, e 0s ¢* e * com quantidade de
energia superior. Podemos observar que as transi¢des dos niveis eletrénicos ocupados, o, €

n, para niveis ndo ocupados ¢* e *, respeitando as regras de selecédo [88].

Figura 13: Orbitais moleculares em escala crescente de energia e possiveis transi¢Ges eletrbnicas.
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Fonte: Adaptado de D.L. Pavia, G.M. Lampman, G.S. Kriz, (2001) [88].

Com relacdo as transigdes eletronicas moleculares, € comum a utilizacdo do conceito dos
orbitais HOMO e LUMO. HOMO corresponde ao orbital molecular ocupado de maior energia,

do inglés, Highest Occupied Molecular Orbital. Por outro lado, LUMO é o orbital molecular
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ndo ocupado de menor energia, Lowest Unoccupied Molecular Orbital. De modo que a
diferenca de energia entre estes dois orbitais é quantidade minima de energia para gerar uma

transicdo eletrénica [88, 95].

4.2. Absorcao UV-Vis

A absor¢do molecular na regido do UV-Vis trata-se da absor¢do de energia pela molécula
promovendo uma transicao eletronica. A medida de absor¢cdo molecular, como o proprio nome
jaindica, determina que componente espectral da luz a amostra em particular absorve, ou seja,
quais comprimentos de ondas sdo absorvidos pela molécula.

O aparato experimental mais utilizado para medidas de absor¢cdo UV-Vis consiste
basicamente de uma fonte de luz, monocromador, amostra e detector [97]. O funcionamento do
mesmao consiste em realizar uma medida da intensidade inicial I, associada a um comprimento
de onda especifico 4, ou seja, depois de passar pelo monocromador, posteriormente fazendo
que a luz emitida pela fonte interaja com a amostra e mede-se a intensidade I, que atravessa a
amostra [97].

A absorbéancia A da amostra para o comprimento de onda A analisado é dada pelo
logaritmo na base dez da razdo entre a intensidade inicial (Iy;) e final (I;) [97, 104], como
representado na Equacéo 2,

AQD) = logs, (',i;) @)

Realizando este procedimento para os demais comprimentos de onda obtém-se o espectro de
absorcdo da amostra em particular. Nesta configuracdo experimental, a absorbancia é
determinada por transmitancia, ou seja, com base na quantidade de luz que é transmitida através
da amostra, sendo eficaz em solugdes, que permitam diluicdes em meios liquidos, ou ainda em
solidos transldcidos, que permitam a passagem de luz. Sendo a transmitancia dada por

1
m)=é | AQD) = —logio T(D). 3)

Outro modo de determinar o quanto de luz uma amostra absorve é por meio da refletancia. O
funcionamento é analogo ao da transmitancia, sendo medida, no entanto a intensidade luminosa
que é refletida pela amostra e comparando com a intensidade inicial. Esta configuracdo
experimental é indicada para medidas em amostras sélidas opacas, pos, ou qualquer tipo de

amostra que nédo possibilite a passagem de luz [97, 99].
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4.2.1. Lei de Lambert-Beer

Considerando um feixe de luz de intensidade I,, incidindo em uma amostra com area A
de espessura dx, sendo C a concentragdo de moléculas nesta amostra. O nimero de moléculas
iluminado pela intensidade I, é CAdx. Tendo em vista que certa quantidade de luz do feixe é
absorvida e uma parte ainda é espalhada, a taxa de energia perdida pelo feixe é denominada
seccdo transversal o, lembrando que esta € dependente do comprimento de onda devido as
caracteristicas particulares da amostra.

Desta forma, podemos escrever a perda de intensidade a cada dx avancado pelo feixe

como
aly O'CAd 4
I, A" )
integrando dos dois lados, sendo L a espessura total e I a intensidade do feixe ao sair da amostra
tem-se:
I dIO L
—= —f oCdx (5)
I
Inl —inly=In (I_) = —oCL. (6)
0
Aplicando exponencial dos dois lados
1) = Iy e oW, (7)

temos a Lei de Lambert-Beer. Na Lei de Lambert-Beer a intensidade de um feixe de luz que
atravessa determinada amostra depende da intensidade inicial do feixe, da espessura da amostra,
da seccao transversal deste material para o comprimento de onda em questdo e da concentracédo
de moléculas presente na amostra. Esta dependéncia da concentracdo € de grande importancia
para a espectroscopia de absor¢édo na regido do UV-Vis, uma vez que a partir dela a absorbancia

pode ser escrita em termos da concentragao

I I
A(A) = log (TO) = log (W) = log(eo'(l)CL) (8)
A1) = o(A)CLlog(e) = 0,43430(A) CL, 9)

0 produto 0,43430(A) € definido como absorvidade molar, também chamado de coeficiente de
extingdo molar, £(1). A absorbancia fica escrita entdo como:

A1) = €(4) CL. (10)
Esta dependéncia linear da absorbancia com a concentracdo permite a determinagdo
quantitativa de substancias. Porém deve-se ficar atento aos limites da concentragdo, uma vez

que para concentracdes maiores que 0,01 mol.L™* ocorrem variagdes no coeficiente de absorgéo
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molar. Estas variacdes ocorrem devido a interacbes molécula-molécula que ndo aconteciam

antes por causa da maior distancia umas das outras [97, 99].

4.3. Fluorescéncia molecular

A fotoluminescéncia € um tipo de luminescéncia que caracteriza-se pela emissdo de
energia na forma de luz ap6s um processo de excitagdo molecular induzido por um processo de
absorcdo de luz [89]. Existem outros tipos de processos luminescentes, tais como a
bioluminescéncia, quimiluminescéncia, termoluminescéncia, entre outros. Todavia,
diferentemente da fotoluminescéncia, esses outros tipos de luminescéncia ndo envolvem a
absorcdo de energia luminosa no processo inicial de excitacdo das moléculas [89]. Dentro da
fotoluminescéncia existem dois processos distintos, a fluorescéncia e a fosforescéncia. Uma das
coisas que difere a fluorescéncia da fosforescéncia é o tempo envolvido no processo de emissdo
de luz. A fluorescéncia é mais rapida, demorando tempos < 10° s para o elétron excitado
retornar ao seu estado fundamental. J& na fosforescéncia, o elétron excitado em questdo demora
tempos maiores que 10 s para voltar ao estado fundamental [89, 99-100]. A Figura 14

representa o diagrama de Jablonski, ilustrando as possiveis transicdes eletronicas.

Figura 14: Diagrama de Jablonski ilustrando possiveis transi¢des entre os niveis eletrénicos e vibracionais.
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Fonte: Adaptado de B. Valeur, (2001) [89].

A partir da Figura 14 podemos ver os niveis eletrénicos So, Si, Sz, T1 e T2 e 0s
desdobramentos dos niveis vibracionais de cada um, podendo haver sobreposi¢éo dos niveis de
energia vibracional de So com Si, por exemplo. So é o nivel de energia fundamental, o estado
de menor energia, é 0 estado natural do elétron, de forma que uma vez excitado ele tende a

retornar a seu estado de origem liberando o excesso de energia obtido incialmente. Os estados
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So, S1 e Sz representam os estados singletos, sendo T1 e T2 estados eletronicos do tipo tripleto.
Nos estados singletos, o spin total do estado € igual a zero, ou seja, 0s spins sdo antiparalelos.
No estado tripleto a soma dos spins do estado € igual a um, podendo ter dois elétrons com spins
up por exemplo [89, 100].

Uma transicdo de um estado singleto para um estado tripleto é uma transi¢do proibida
devido a diferenca dos spins, deste modo, para que uma transigdo deste tipo ocorra deve haver
uma inversdo de spin do elétron durante a transi¢do, sendo denominada este tipo de transicao
de cruzamento intersistema (CIS). Na Figura 14 este processo é representado por CIS, podemos
ver entdo no fendmeno de fosforescéncia devem ocorrer dois cruzamentos intersistema para
que o elétron inicialmente excitado retorne para seu estado fundamental, por este motivo o
fendmeno de fosforescéncia € mais demorado se comparado com o de fluorescéncia [89, 100].

Um elétron uma vez excitado para um nivel eletrdnico superior, ndo necessariamente vai
emitir luz para voltar ao seu estado fundamental. Existem processos de decaimento ndo
radiativos, ou seja, que ndo envolvem emissdo de energia na forma de radiagdo, luz, que sdo
simbolizados pelas setas onduladas na Figura 14. Estes processos sdo chamados de conversdo
interna (CI1). A conversao interna consiste da transi¢do de um nivel eletrénico excitado para um
nivel de energia vibracional pertencente a um nivel eletrdnico de energia menor. Apds a
conversdo interna o elétron decai vibracionalmente até o estado fundamental. Deste modo, é
valido ressaltar que tendo uma molécula absorvido energia por meio da excitagdo um elétron
de seu estado fundamental, ndo ¢é obrigatério que a molécula emita energia em forma de luz,

fluorescendo ou fosforescendo [89, 100].

4.3.1. Espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo

A espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo trata de técnicas experimentais
utilizadas para medida do tempo de vida de fluorescéncia de determinada molécula. O tempo
de vida de fluorescéncia esta relacionado com o tempo que os elétrons permanecem no estado
excitado antes de decairem para estados de menor energia por meio de fluorescéncia [89, 90,
100].

Para medida do tempo de vida de fluorescéncia utiliza-se ndo mais uma fonte de excitagédo
continua, uma vez que, desta forma estariamos constantemente excitando elétrons para niveis
de energia maiores e seria impossivel medir o tempo de vida. Existem predominantemente duas
maneiras de estudar a fluorescéncia resolvida no tempo, a fluorescéncia por modulacao de fase

ou a fluorescéncia pulsada [89, 90, 100].
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No caso da fluorescéncia por modulacdo de fase, utiliza-se uma fonte de excitacdo
harmonica com amplitude modulada e diferentes frequéncias, gerando sinal de fluorescéncia
também harmonica, o tempo de vida de fluorescéncia € determinado entdo pela diferenca de
fase entre os sinais harmonicos de excitacdo e de emissdo. Os dois tipos de técnicas
experimentais séo apresentados na Figura 15 [89, 90, 100].

Neste trabalho foi utilizada a técnica de fluorescéncia pulsada, a qual, ap6s o pulso de
excitacdo temos o decaimento da intensidade de fluorescéncia em funcdo do tempo. Este
decaimento ocorre exponencialmente podendo ser descrito por uma Unica exponencial ou por

maltiplas exponenciais.

n

I(t) = Z a; et/ (1)

i=1
sendo I(t) a variacdo da intensidade de em fun¢do do tempo sendo dada por um somatério de
exponenciais em i até o numero total de exponenciais necessarias n, «; é a amplitude, z; € 0
tempo caracteristico desta exponencial e t € tempo. Um esquema do decaimento da intensidade
de fluorescéncia pode ser visto na Figura 16.

No caso de decaimento monoexponencial, (a) e (b) da Figura 16, o tempo de vida é
determinado pelo instante que a intensidade € reduzida em 1/e (63,21%). Quando o decaimento
da intensidade de fluorescéncia € composto de mais de uma exponencial, ou seja,
multiexponencial (c) da Figura 16, calcula-se entdo um tempo de vida médio dado por [89, 90,
100]:

i1 aiTiz
(r) = m ) (12)
onde «a; é a amplitude, ; o tempo de decaimento e (r) é o tempo médio, cada exponencial
constituinte do decaimento geral tem seu respectivo peso no célculo do tempo de vida. O tempo
de vida € dado por mais de uma exponencial em situacdes em que existam duas ou mais fontes

de emissdo no material ou amostra analisado.
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Figura 15: Esquema para os diferentes modos de medida do tempo de vida de fluorescéncia, pulsada e por

modulacdo de fase.
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Figura 16: Perfis de decaimento de intensidade de fluorescéncia pulsada.
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4.3.2. Monitoramento em tempo real via espectroscopia de fluorescéncia

O monitoramento em tempo real de fendmenos utilizando diferentes metodologias Opticas
vem sendo largamente utilizado em varias areas do conhecimento. Como exemplo, a
espectroscopia Raman pode ser empregada no monitoramento da cinética de reagcdes em
quimica inorganica, como a fotoreducdo de [Fe(phen)s]*" para [Fe(phen)s]** a partir da
avaliagdo do decréscimo na intensidade do espalhamento das bandas em 719, 1046, 1406 cm™
[102]. A espectroscopia de absorgdo na regido do infra-vermelho proximo € aplicada com
sucesso no monitoramento da fermentac&o de bacilos em larga escala, tonéis de 50 m?, por meio
de uma analise multivariada das absorces entre 1050 e 1650 cm™ [103]. A absorcéo e
fluorescéncia molecular na regido do UV-Vis sdo utilizadas no monitoramento da
biodegradacao de efluentes de matadouros, a partir da banda de absor¢do devido a presenca de
hemoglobina e a fluorescéncia do triptofano presentes no sangue [104]. A espectroscopia de
fluorescéncia também € utilizada no monitoramento do processo de amadurecimento de tomates
[105], sendo monitoradas bandas de emisséo de compostos presentes nos frutos, entre 425-475,
680-690 e 720-755 nm, quando excitados em 375, 518 e 635 nm, respectivamente.

Dentre as varias técnicas opticas, a espectroscopia de fluorescéncia molecular vem se
destacando nessa area de monitoramento em tempo real e in situ por apresentar algumas
vantagens, possibilitando andlises simples e de baixo custo além da alta sensibilidade; néo
sendo necessario preparo de amostra e ainda por permitir a montagem de um aparato portétil
[105-110]. Uma das areas promissoras para as aplicacdes da espectroscopia de fluorescéncia
(EF) é em andlises de biocombustiveis. No caso do biodiesel, a aplicabilidade da técnica esta
fundamentada na existéncia de fluor6foros intrinsecos originarios da matéria-prima, éleos
vegetais e/ou gorduras animais, que podem ser usadas como sondas fluorescentes do biodiesel
[111].

De fato, a EF vem sendo proposta para avaliar e/ou investigar diferentes aspectos
referentes no &mbito do 6leo vegetal/biodiesel. Metodologias envolvendo trabalhos como o de
Izilda e et al., recentemente mostraram que a EF pode ser utilizada para monitorar em tempo
real e in situ o processo de transesterificacdo para obtencdo do biodiesel [12]. Todavia, eles
realizaram o monitoramento a partir da fluorescéncia induzida por laser excitando as amostras
em 532 nm com uma alta intensidade de 26 W.cm [12].

Outras aplicacbes como controle de qualidade e quantificacdo da concentracdo de
biodiesel na mistura diesel-biodiesel também j& foram propostas a partir da EF [13, 14]. Caires
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et al. demonstraram que €é possivel determinar o teor de biodiesel na mistura diesel-biodiesel
para diferentes matrizes oleaginosas quando excitadas em 260 nm [13, 112]. Outra importante
aplicacdo da espectroscopia de fluorescéncia € no monitoramento da estabilidade oxidativa
tanto em 0leos vegetais quanto em biodieseis. Silva e colaboradores, por exemplo, analisaram
a degradacdo térmica do 6leo de baru em funcéo do tempo, monitorando produtos de oxidagado
e antioxidantes naturais através da excitagdo em 405 nm [11]. O monitoramento da estabilidade
térmica através da fluorescéncia de antioxidantes naturais também foi estudado por Oliveira et
al. no éleo de nabo forrageiro utilizando excitacdo em 375 nm [113].

Neste sentido, varias outras aplicacfes estdo sendo propostas para analises de biodiesel
via EF [114-122]. Todavia, analises em tempo real de fluorescéncia em amostras susceptiveis
a oxidacdo, a propria luz de excitacdo (feixe de prova) pode induzir degradacdo das amostras,
gerando resultados falseados e equivocados. Até o presente momento, nenhum trabalho
analisou de forma sistematica qual deve ser a intensidade ideal (ou uma intensidade maxima)
de excitacdo para que esse processo de fotodegradacédo induzido pelo feixe de prova néo ocorra.
Frente a esta problematica é de suma importancia avaliar qual é o efeito da intensidade do laser
de excitacdo sobre a estabilidade oxidativa do 6leo vegetal e do biodiesel durante o

monitoramento em tempo real via EF.

4.3.3. Metal-Enhanced Fluorescence

Como ja apresentado na secdo 3.6, o efeito de ressonancia de plasmons surge da interacdo
da luz com estruturas metalicas em escala manomeétrica, em geral NPs, podendo, no entanto,
ser visivel em outras estruturas. Como vimos, a oscilacdo do campo elétrico da luz incidente
induz uma oscilacdo coletiva dos elétrons livres do nanomaterial, fazendo com que os elétrons
oscilando coletivamente gerem um novo campo elétrico restaurador. O campo elétrico gerado
pela oscilacdo coletiva das cargas livres das NPs metélicas ou nanomaterial em questéo, resulta
no surgimento de uma banda de absor¢éo, a banda de ressonancia plasmonica [123]. A natureza
desta banda de absorcdo estd associada a natureza das NPs metélicas, de modo que seu
comprimento de onda caracteristico depende do metal, tamanho, formato da NP, modificando

desta forma também sua coloragdo. Um exemplo deste efeito é apresentado na Figura 17.
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Figura 17: Mudanga na coloragéo de solucéo contendo AuNPs de diferentes tamanhos diluidas em citrato de sédio.
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Fonte: Adaptado de M. Notarianni e et al. (2014) [87].

Na Figura 17 temos solucdes contendo AuNPs de quatro tamanhos diferentes. A diferenca
de tamanho gera deslocamento na banda de ressonancia plasmonica, que resulta em uma
alteracdo na cor da solucéo. No caso apresentado, deslocando-se do avermelhado com particulas
menores, para azulado com nanoparticulas maiores [87].

Adicionalmente, ao colocar uma molécula fluorescente préximo de NPs metalicas, a
intensidade de fluorescéncia da molécula pode ser intensificada devida um fenémeno chamado
de aumento da fluorescéncia induzida pela superficie metalica (Metal-Enhanced Fluorescence,
MEF, em inglés), fenémeno esse que esta intrinsicamente ligado ao efeito de ressonancia de
plasmon. Todavia, ainda hoje ndo estdo bem definidos os mecanismos do fenémeno de MEF,
sendo ainda alvo de discussao [124]. Porém ele pode ser explicado considerando o efeito de
ressonancia plasmonica discutido anteriormente [123-124].

Considerando que o aumento da fluorescéncia das moléculas se deve a um aumento
também na absorcéo, ou seja, na taxa de excitacdo, as NPs proximas aos fluoréforos provocam
um aumento no campo elétrico incidente devido ao efeito de ressondncia plasmonica,
aumentando assim a absor¢do da molécula [123]. Este aumento de fluorescéncia devido
somente ao aumento da taxa absor¢do ndo gera mudancas no tempo de vida de fluorescéncia.
No entanto, o proprio efeito de ressonancia plasmonica pode aumentar a taxa intrinseca de
decaimento radiativo (ver Figura 18), neste caso o rendimento quantico e o tempo de vida de

fluorescéncia sdo afetados [123-127].
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Figura 18: Diagrama de Jablonski classico e mudancas na dindmica energética devido a presenca de NPs metélicas.
Sendo E a taxa de excitacdo, E,, o ganho de excitacdo, I" a taxa de emissdo de fétons, I;,, 0 acréscimo na taxa de
emissdo e k,,, a taxa de decaimento por processos nao radiativos.

Sem nanoparticulas Na presenca de
metalicas nanoparticulas metalicas

Fonte: Adaptado de K. Aslan e et al. [127].

Considerando a absorcdo de um féton por determinado fluor6foro genérico para seu
primeiro estado eletrénico excitado singleto S;, o qual pode emitir um féton com taxa I', ou
retornar ao estado fundamental S, por processos de decaimento nao radiativos com taxa k..
Seja ainda, k, a taxa de despovoamento do estado S; por possiveis transferéncias de energia
para moléculas vizinhas por exemplo. O rendimento quantico do fluor6foro em questdo pode

ser escrito como [127]:

r

= T Ty

(13)

A presenca de NPs pode influenciar na dindmica energética do fluoréforo de trés maneiras
diferentes [124]. Primeiramente gerando transferéncia de energia para 0 metal com taxa k,,,
esta que apresenta dependéncia da distancia com d~3 [128]. Outra influéncia das NPs é um
acréscimo na taxa de excitacdo E,,, ocasionado pelo aumento do campo elétrico local [129-
131]. A terceira influéncia da presenca das NPs na dindmica energética € o aumento intrinseco
na taxa de decaimento radiativo do fluoréforo, I;,,, modificando assim a taxa de emisséo de

fétons. Deste modo o rendimento quantico na presenca de NPs metélicas pode ser escrito como:

B r+r,
T ATtk kg

Qm (14)
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5. Objetivos
5.1. Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo estudar a estabilidade oxidativa de 6leos vegetais e
biodieseis em duas situacdes distintas. Em uma delas propde-se a espectroscopia de
fluorescéncia como ferramenta para 0 monitoramento em tempo real e in situ da degradacéo de
6leos vegetais e biodieseis. No segundo estudo é avaliada a influéncia da presenca de

nanoparticulas de ouro na estabilidade oxidativa de 6leos vegetais e biodieseis.

5.2. Objetivos especificos

-Producéo de biodiesel via transesterificacdo metilica basica a partir de 6leo vegetal de
girassol obtido comercialmente;

-Caracterizacao do 6leo vegetal quanto ao teor de ésteres metilicos;

-Obtencdo do periodo de inducdo do dleo vegetal e do biodiesel;

-Avaliar a influéncia do laser de excitacdo no monitoramento da degradacdo térmica do
6leo e do biodiesel de girassol;

-Depositar nanoparticulas de ouro diretamente no 6leo e no biodiesel via sputtering, ndo
sendo necessaria a adi¢do de nenhum tipo de estabilizante para as nanoparticulas;

-Detectar a presenca e caracterizar as nanoparticulas depositadas;

-Avaliar a influéncia de nanoparticulas de ouro na estabilidade oxidativa do 6leo e do
biodiesel;

-Determinar o comportamento éptico do 6leo e biodiesel na presenca das nanoparticulas

de ouro;
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6. Materiais e métodos
6.1. Producao do biodiesel

O biodiesel utilizado nas analises foi obtido via transesterificacdo metilica basica a partir
de dleo de girassol Liza®. Foi utilizado metanol Vetec® PA a uma propor¢io molar de 6:1
alcool/6leo, e como base catalisadora, KOH Proquimio® PA sendo utilizada quantidade em
massa de 2% da massa de Oleo envolvida na reacdo. A mistura foi mantida sob agitacdo
magnética a 50 °C durante duas horas e em repouso para decantacao durante 24 h. Para retirada
de 4gua, o biodiesel foi filtrado na presenca de Na2SO4 anidro Vetec® PA, podendo ser utilizado
qualquer outro sal desde que anidro. Posteriormente o biodiesel foi rotaevaporado para retirada

de metanol residual.

6.2. Cromatografia gasosa

Para avaliacdo do teor de ésteres metilicos utilizou-se cromatdgrafo a gas Agilent
Technologies 6890 N com detector de ionizacdo de chama equipado com coluna HP-88 100 m
x 0,250 mm. Antes da injecdo no cromatografo, foi realizado processo de esterificacdo da
amostra via catélise &cida visando a quebra dos triglicerideos, tornando-os mais volateis [132].
Para o processo de esterificacdo adicionou-se 2 mL de trifluoreto de boro BFsz ao 6leo,
juntamente com 1 mL de tolueno. A mistura foi entdo aquecida a 100 ° C durante 45 minutos e
arrefecida até a temperatura ambiente. Posteriormente foi adicionado 5 mL de 4gua, 3 mL de
hexano e 300 mg de sulfato de sodio. O procedimento foi realizado em triplicata gerando ao
seu fim valores médios para a o teor de esteres metilicos.

Esterificada, a amostra foi injetada no cromatégrafo sob as seguintes condices:
Temperatura do injetor de 225 °C; temperatura do detector de 285 °C; temperatura da coluna de
160 °C inicial por 3 minutos, rampa de 3 °C.min! até 190 °C por 6 minutos e rampa de 6 °C.min"
! até temperatura final de 230 °C por 12 minutos. O tempo total da corrida foi de 37,67 minutos,
razdo de split 100:1, fluxo de gés hidrogénio 40 mL.min%, fluxo de ar sintético 450 mL.min,
fluxo de gas hélio 40 mL.min, volume de injegdo 1,0 pL.

A identificacdo dos picos dos ésteres metilicos foi realizada através da comparagéo do
tempo de retencdo relativo dos picos existentes na amostra com o tempo de retencéo relativo
dos ésteres metilicos de acidos graxos de mix padrdo (Supelco FAME C8-C22, 99 % de pureza).

O tempo de retencdo relativo foi calculado utilizando undecanoato de metila como padrao
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interno, tanto nas amostras quanto no mix padrdo. A proporcdo dos ésteres metilicos foi
determinada através da integracdo das areas dos picos.

6.3. Estabilidade oxidativa (Rancimat®)

A estabilidade oxidativa do biodiesel foi determinada pelo periodo de inducéo (PI) por
meio do método Rancimat utilizando o equipamento 893 Professional Biodiesel Rancimat
(Metrohm®). As analises foram feitas ao submeter 3,0 g de cada amostra a temperatura de 110
°C, com fluxo de ar de 10 L.h*, segundo a norma europeia EN14112 e de acordo com a
orientacdo da Agencia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP). As analises

foram realizadas em duplicata.

6.4. Monitoramento em tempo real da Degradacédo Térmica por EF

6.4.1. Monitoramento em tempo real da Degradacédo Térmica

O aparato experimental utilizado que possibilitou analisar por espectroscopia de
fluorescéncia em tempo real e in situ o processo de degradacéo € constituido de um forno para
alocar a amostra, um microcontrolador para gerenciamento do forno e um fluorimetro portatil
para acompanhar a emissao durante a degradacao. O esquema do aparato experimental pode ser

observado na Figura 19.

Figura 19: Esquema do aparato experimental montado para o monitoramento em tempo real da fluorescéncia.
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Fonte: Préprio autor.
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O forno é constituido de um bloco maci¢o de aluminio aquecido internamente por quatro
resisténcias de ceramica, veja esquema detalhado do forno no ANEXO I. As resisténcias séo
ligadas a um microcontrolador Flyever® FES0RPN que utiliza como sensor de temperatura um
Pt100 (termo resistor de platina cuja resisténcia a 0 °C é de 100 ohms), embutido dentro do
bloco de aluminio do forno operando com resolucéo de 0,1 °C. A amostra a ser analisada é
inserida em uma cubeta que se encaixa perfeitamente no interior do forno.

O fluorimetro portatil utilizado da MM Optics® possui como fontes de excitagdo um laser
de diodo emitindo em 405 nm e outro com emissdo em 532 nm, sendo neste trabalho utilizado
somente a fonte de 405 nm. Utilizou-se uma fibra Optica tipo y para excitar e coletar a emissao
na posicéo front face. O espectro de fluorescéncia foi obtido entre 430 e 800 nm por meio de
um espectrémetro USB2000 da OceanOptics®. A poténcia de excitacdo do laser foi variada
entre 0,5 e 15,0 mW a partir da variacdo da corrente do diodo e a poténcia foi monitorada com
0 auxilio de um medidor de poténcia (Power Meter 1917-R - Newport®).

Realizaram-se degradacdes térmicas simultaneamente com medidas de fluorescéncia para
diferentes valores de intensidade do laser, variando entre 0,6 € 19,1 mW.cm,

Para os estudos da fluorescéncia durante a degradacao térmica eram colocados 3,5 ml de
amostra em uma cubeta, 6leo vegetal ou biodiesel, e colocada no forno. A variacdo de
temperatura era realizada em forma de rampas de aumento e diminuicdo, sendo monitorada a
intensidade de fluorescéncia desde o inicio do procedimento. O aquecimento partia da
temperatura ambiente de 20 °C até 110 °C numa taxa constante de 0,5 °C.min* para evitar
efeitos de inércia térmica por parte do forno. Ao chegar aos 110 °C a amostra era entdo resfriada
com a mesma taxa de variacdo de temperatura, sendo utilizado o ambiente como fonte fria
conforme esquema Figura 20.

Figura 20: Esquema explicativo da variagdo de temperatura submetida as amostras em forma de rampas de

temperatura, aguecimento e resfriamento.
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Fonte: Proprio autor.
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Esta configuracdo de rampas deve-se ao fato de o fendmeno de fluorescéncia depender
da temperatura, 0 aumento da mesma favorece processos de conversdo interna, Cl da Figura 14
na Secdo 4.2, diminuindo assim a intensidade de fluorescéncia durante o aquecimento e
aumentando durante o resfriamento. Porém, caso os fluordforos contidos na amostra ndo
tenham sofrido nenhum processo degradativo com o estresse térmico, a intensidade de
fluorescéncia deve voltar ao seu valor inicial. Desta forma, a diferenga entre a intensidade de
fluorescéncia final e inicial é proporcional a degradacdo da amostra em questao. Deste modo,
o controle de temperatura foi configurado com rampa de aquecimento e resfriamento conforme

descrito anteriormente.

6.4.2. Estudo da influéncia da intensidade

Os estudos da influéncia da intensidade luminosa do feixe de excitacdo foram realizados
também em cubeta com 3,5 mL de amostra no forno, mantendo assim o aparato, porém com
variacdo de temperatura desligada, mantendo a temperatura constante controlada pelo ar
condicionado da sala. A intensidade luminosa incidida na amostra foi controlada com auxilio
do medidor de poténcia posicionado a mesma distancia da fonte e variando-se a tensdo do laser

por meio de seu potenciometro.

6.4.3. Estudo da influéncia do volume

O estudo da influéncia do volume foi realizado variando-se o volume total da amostra,
mantendo assim a quantidade de amostra atingida pelo feixe de excitacdo. O aparato
experimental foi arranjado de maneira que mantivesse 0 mesmo caminho oOptico do feixe de
excitacdo para todos os volumes analisados, conforme pode ser visto no esquema da Figura 21.

Os estudos anteriores foram realizados com 100% da amostra em contato com o feixe de
excitacdo, e deste modo sujeitas a processos fotodegradativos. Neste estudo de variagdo do
volume, foram analisadas situacdes em que, além do total, 20, 12 e 6% da amostra era atingida

pelo laser, observando assim o comportamento da fluorescéncia da mesma durante 180 minutos.
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Figura 21: Esquema ilustrando metodologia utilizadas nas medidas variando o volume, garantindo mesmo caminho
otico.
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Fonte: Préprio autor.

6.5. Indice de acidez

O indice de acidez foi determinado por titulacdo classica segundo metodologia AOAC
940.28 utilizando-se solugdo éter:alcool com proporcio volumétrica (2:1) (Dindmica® P.A.),
solugdo aquosa padrdo secundario de hidroxido de potassio (KOH) (Vetec® P.A.) com
concentracdo de 0,1 mol.L, previamente titulada com uma solucdo aquosa de biftalato de
potassio (Dinamica® P.A.), e uma solucéo alcodlica de fenolftaleina (1%) (Dindmica®) como
indicador.

Em um frasco Erlenmeyer de 125 mL foi medida a massa de 2,0 g da amostra em uma
balanca analitica (Bel Enginnering® — M214 Ai). Em seguida, foram adicionados 25 mL da
solucdo éter:alcool, duas gotas de fenolftaleina e foi gotejada no frasco Erlenmeyer a solucédo
de KOH por meio de uma bureta até aparecer a cor résea, sendo mantida no minimo durante 30
segundos. Foi feita entdo a leitura do volume gasto na titulacdo. Os dados foram utilizados para

calcular o indice de acidez utilizando a equacao:

VN f5,61
IA == f /ma

em que, V é o volume gasto de KOH na titulagdo (mL); N € a normalidade de KOH; f é o fator

de correcédo para 0 KOH 0,1 M e m, é a massa da amostra em gramas.
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6.6. Absorcao UV-Vis

As medidas de absorcdo UV-Vis foram realizadas utilizado espectrémetro Carry 50
(Varian®). As amostras foram diluidas em hexano grau HPLC. Para o acompanhamento da
degradacéo foram monitoradas as bandas de 232 e 270 nm na concentragdo de 0,1 g.L . Para a
confirmacdo da presenca das NPs nas amostras foi realizado monitoramento da banda de
absorcdo em 510 nm devido a ressonancia plasmonica, estando as amostras a concentracao de
15,0 g.L L

6.7. Mapa de contorno de fluorescéncia

Os mapas de emissdo multidimensional foram obtidos utilizando um espectrofluorimetro
de bancada Cary Eclipse (Varian®). As amostras foram excitadas entre 285 a 450 nm com
intervalo de 5 nm, sendo coletada a intensidade de emisséo entre 325 e 700 nm a cada 1 nm, as
fendas de excitacdo e emisséo foram de 5 nm e a sensibilidade do detector de 600 V. As medidas
duraram cerca de 15 minutos, vale ressaltar que a fonte de excitagdo neste caso é uma lampada
de xenbnio, e lampadas apresentam intensidade muito menores que fontes do tipo laser,
excluindo assim a geracdo de processos degradativos durante esta analise. A fonte de excitacdo

e 0 detector sdo posicionados com angulo de separagédo de 90° entre eles.

6.8. Tempo de vida de fluorescéncia

As medidas de tempo de vida de fluorescéncia foram realizadas nas amostras puras, sem
nenhuma diluicdo utilizando um espectrémetro de tempo de vida de fluorescéncia FluoTime
100 (PicoQuant®) sendo utilizado para excitagdo um Driver Laser de Diodo Pulsado de
Picosegundo PDL800-B (PicoQuant®) com frequéncia de 40 MHz e largura de pulso de 5 ns, 0
qual € utilizado para excitar LEDs de comprimentos de onda especificos (280, 340, 370, 400,
450, 600, 632 nm), assim como nas analises para 0 mapa de contorno de fluorescéncia, a fonte
de excitacdo e o detector sdo posicionados com angulo de separacdo de 90° entre eles.. Para
analises dos decaimentos e calculo dos tempos de vida foi utilizado o software FluoFit
(PicoQuant®).

6.9. Deposicao das Au NPs

As amostras de 6leo com nanoparticulas de ouro (Ol AuNPs) foram obtidas a partir de

6leo de girassol comercial Liza®. As NPs foram adicionadas no 6leo vegetal utilizando uma
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camara sputtering, o equipamento utilizado pode ser observado na Figura 22. Mantiveram-se
constantes a pressdo de base e de trabalho em 160 e 330 mTorr, respectivamente. Foi mantido
constante também a corrente evaporadora em 41 mA sendo variado somente o tempo de
deposicdo para cada amostra. Foram preparadas amostras com tempos de 5, 15, e 30 minutos
de deposi¢do de ouro. O mesmo equipamento e 0s mesmos parametros foram utilizados para
preparo das amostras de biodiesel contendo Au NPs, porém com tempos de 2,5, 5 e 15 minutos.

Lembrando que o biodiesel foi obtido via transesterificacdo do 6leo de girassol comercial Liza®.

Figura 22: Imagens do equipamento utilizado para deposicdo de NPs nas amostras estudadas.

Fonte: Proprio autor.

Vale a pena destacar na imagem a emissdo da pluma de plasma de argdnio formada no
interior da cAmara de deposi¢do na regido onde se encontra o alvo sendo bombardeado pelos
atomos de argdnio. Foi garantido que o processo de deposicdo, condi¢Bes de vacuo e presenca
de plasma, ndo interferisse na estabilidade oxidativa das amostras utilizando amostras controle
para o Oleo e para o biodiesel. Foi realizado 0 mesmo procedimento de deposi¢cdo de ouro,
mesmas configuracbes de pressdo e corrente evaporadora, porem, na auséncia do alvo no
interior da camara. Deste modo foram obtidas amostras controle e realizadas as mesmas
analises, estabilidade oxidativa utilizando método Rancimat, absor¢cdo UV-Vis, mapa de
excitacdo/emissdo e tempo de vida de fluorescéncia. Os resultados ndo apresentaram diferencga
entre estes as amostras controle e 0 6leo e biodiesel sem a submissdo do processo, indicando a
ndo influencia do mesmo nas anélises realizadas.
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6.10. Quantificacdo das AuNPs por ICP-OES

A quantificacdo do ouro depositado nas amostras de 6leo e biodiesel foi realizada por
meio da técnica de Espectroscopia de Emissao Atdémica por Plasma Indutivamente Acoplado.
Utilizou-se um ICP-OES iCAP 6300 Duo (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany), com
vista axial e radial, detector simultaneo CID (Charge Injection Device) para verificar a precisdo
do procedimento. Foi utilizado argbnio de pureza comercial 99,999% (White Martins-Praxair)
para purgar os sistemas Otico, geracdo de plasma, gas nebulizador e gas auxiliar. Todas as
andlises foram realizadas em vista axial nas seguintes condi¢fes operacionais: 1350 W de
poténcia de RF, 12 L.mint de fluxo de gés de plasma, 0,75 L.m™* fluxo de gas nebulizador, taxa
de bomba de andlise de 50 rpm, 30 s tempo de integracdo. Foi monitorada a linha de emisséo
do Au em 242,795 nm.

Foi utilizada agua ultrapura (18 Q, Milli-Q®, Millipore, Bedford, MA, EUA) e 4cido
nitrico de traco de metal (Merck, Darmstadt, Alemanha) para preparar as solucdes de trabalho.
A solucdo de calibragdo foi preparada utilizando padrdo Au a concentracdo de 1000 mg.L™ de
Au.

Quanto ao preparo das amostras, 0,5 mL de amostra foi precisamente pesado e colocado
em um vaso de digestdo de PTFE (politetrafluoretileno - teflon). Foram adicionados entéo 2
mL de HNO3z e 1 mL de H>O> concentrados ao recipiente de PTFE. A decomposicdo das
amostras foi realizada em um sistema de digestdo com micro-ondas (Berghof, Alemanha). Um
programa de etapas (ver Tabela-5) foi aplicado as amostras. Apés a digestdo, a amostra foi

diluida totalizando 20 mL e realizou-se a quantificacdo.

Tabela-5: Programa de aquecimento utilizado para digestdo das amostras de 6leo e biodiesel.

Etapa Temperatura (°C) | Tempo (min) | Pressao (bar)
1 120 10 30
2 180 15 30
3 250 10 30
4 50 10 20

6.11. Microscopia Eletronica de Transmissao

A caracterizagdo das AuNPs depositadas no 6leo e no biodiesel foi realizada por
microscopia eletrénica de transmissdo (TEM, do inglés: Transmission Electron Microscopy).
Foi utilizado um microscépio FEI, modelo Tecnai G2, de 200 kV. O preparo de amostra
consiste de agitacdo em ultrassom durante 10 minutos. Uma fina camada desta solugédo foi
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depositada em um filme de microscopia do tipo Holey Carbon. O filme é preparado sobre uma
grade de cobre para microscopia. A fina camada de solugdo foi obtida com a ajuda de uma
argola de 3 mm de didmetro que é mergulhada na solucéo e entdo depositada na superficie do
filme. Ap0s secagem por 24 h, as grades foram analisadas no microscépio. As caracterizacdes
das NPs por TEM foram realizadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE), no Laboratdrio de Microscopia e Microanalise (LAMM).
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7. Resultados e discussoes

7.1. Composicao de ésteres metilicos

A Tabela 6 mostra o percentual de ésteres metilicos do dleo de girassol, obtidos via
cromatografia gasosa. O resultado mostra que aproximadamente 86,9% dos ésteres metilicos
no Gleo sdo insaturados. Esta caracteristica indica grande susceptibilidade do 6leo a oxidacao,
revelando ser uma excelente matéria prima a ser usada no presente estudo de degradacéo

acelerada, permitindo induzir a oxidagéo do éleo num tempo relativamente curto.

Tabela-6: Perfil de ésteres metilicos do 6leo de girassol.

Esteres metilicos (%) no oleo de girassol
(Média + Desvio padrao)

Palmitico, C16:0 5,9+0,3
Palmitoleico, C16:1 0,2+0,0
Estearico, C18:0 3,2+0,1

Oleico, C18:1 36,8+0,3
Linoleico, C18:2 49,5+0,1
Linolénico, C18:3 0,2+0,0
Araquidico, C20:0 0,240,0
Cis-11-eicosénico, C20:1 0,2+0,0
Behénico, C22:0 0,6+0,1

% Esteres metilicos saturados 9,9

% Esteres metilicos insaturados 86,9

7.2. Periodo de Inducéo

Outra andlise que comprovou essa baixa estabilidade oxidativa da matéria prima e
consequentemente do biodiesel foi a determinacéo do periodo de inducdo. O periodo de indugéo
foi obtido através do método Rancimat® em acordo com a norma EN14112. As medidas foram
realizadas em duplicatas sendo obtidos valores de (4,26+0,03) h para o 6leo e (3,01+£0,02) h
para o biodiesel, ficando o 6leo acima do valor minimo de 4 h segundo norma [48], e o biodiesel
abaixo do valor indicado nas normas regulatorias, que é de no minimo 6 h [38].

Vale observar que o biodiesel apresenta periodo de indugdo menor que seu respectivo
Oleo vegetal, isso se deve ao processo de transesterificacdo, onde houve processo de
aquecimento e agitacdo durante duas horas tendo este processo ja iniciado alguns processos

degradativos no biodiesel se comparado ao seu 6leo vegetal, que ndo passou por este processo.
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7.3. Monitoramento em tempo real
7.3.1. Biodiesel

O monitoramento da degradacédo do biodiesel em tempo real foi realizada com excitacdo
em 405 nm, conforme ja mencionado. Quando excitado neste comprimento de onda, utilizando
fibra dtica sendo realizada a excitagdo e medida da emissdao no modo “front face”, ou seja,
incidindo o feixe de excitacdo diretamente na amostra, estando a amostra em uma cubeta
posicionada ja no interior do forno de degradacdo conforme mostra Figura 19, o biodiesel de
girassol apresenta o espectro de emissdo presente na Figura 23.

Figura 23: Espectro de fluorescéncia do biodiesel de girassol obtido para excitagdo em 405 nm com 19,1 mW.cm-
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Fonte: Proprio autor.

O espectro de emissdo € composto por uma banda larga centrada em torno dos 510 nm e
outra banda menos intensa que a primeira, em torno dos 660 nm. A primeira banda centrada em
torno dos 510 nm pode ser atribuida a vitamina E [133], um grupo de antioxidantes naturais
(tocoferdes e tocotrienois) que se faz presente em Oleos vegetais e consequentemente em
biodieseis, Deste modo, esta regido apresenta potencialidade para o monitoramento da
degradacéo, pois a medida que a amostra oxida estes compostos antioxidantes sao quebrados
diminuindo assim a intensidade da fluorescéncia nestas condi¢fes. A segunda banda em torno
dos 660 nm se deve a presenca natural da clorofila nas sementes da planta que naturalmente sdo
transferidas para o 6leo e, posteriormente para o biodiesel, durante o processo de obtencéo do

0leo vegetal. A intensidade da banda de emissdo da clorofila também diminui com a oxidagao
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do biodiesel, porém a intensidade inicial de emisséo da clorofila pode variar em fungéo da fonte
oleaginosa e também depende do método de extracdo do 6leo vegetal, dificultando assim sua
utilizacdo para o monitoramento da degradacéo.

A Figura 24 apresenta os espectros de fluorescéncia do biodiesel quando submetido ao
processo de aquecimento e resfriamento. O biodiesel foi inicialmente aquecido de 20 a 110°C,
e posteriormente resfriado de 110°C & 20°C, com uma taxa de aquecimento/resfriamento de 0,5
°C/min. O monitoramento da fluorescéncia foi realizado em tempo real ao longo de todo o
processo de aquecimento e resfriamento de forma que os espectros de emissdo foram coletados
a cada 10 min, durante 360 min, quando excitados em 405 nm e com uma intensidade de 19,1
mW/cm?. Nesta analise foi observada uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia em
funcdo do tempo, sendo essa diminuicdo mais proeminente nos primeiros minutos da analise.
Figura 24: Espectros de fluorescéncia do biodiesel de girassol obtidos em tempo real durante as fases de

aquecimento e resfriamento com taxa de variagdo de 0,5 °C.min"t. Os espectros foram medidos a cada 10 min
durante 360 min. As amostras foram excitadas em 405 nm com 19,1 mW.cm-,
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Fonte: Proprio autor.
Este comportamento de reducdo da emisséo fica evidente quando plotamos a intensidade de
fluorescéncia em 510 nm em fungéo do tempo, revelando uma diminuigéo de aproximadamente
85% no valor da intensidade de emissdo do biodiesel, como mostrado na Figura 25.
Objetivando avaliar se a prépria luz de prova do feixe de excitagdo induzia alguma

perturbacdo do resultado do monitoramento da degradacdo do biodiesel, outra medida foi
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realizada para o biodiesel durante o aquecimento e resfriamento nas mesmas condigdes
supracitadas, mas sem o laser de excitagdo ficar constantemente ligado. Nessa nova analise, 0
laser de excitacéo so era ligado por alguns segundos, a cada 90 min, durante a coleta do espectro
de emissdo. Nessa nova configuracdo experimental, foi avaliado o comportamento da
fluorescéncia do biodiesel somente sob a acdo da variagcdo da temperatura, na auséncia do
monitoramento em tempo real da fluorescéncia.

Figura 25: Intensidade de fluorescéncia de amostras de biodiesel de girassol em 510 nm normalizada em fungéo

do tempo de degradacéo, obtida excitando em 405 nm com 19,1 mW.cm? submetidas a diferentes condicGes
conforme especificado.
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Fonte: Proprio autor.

Esse resultado nos mostra que a reducdo final da intensidade de emisséo foi de
aproximadamente 11% quando o laser de excitagdo permaneceu desligado, demostrando que a
reducdo induzida apenas pela termodegradacdo foi muito menor que a reducdo observada
guando foi realizado no monitoramento em tempo real da fluorescéncia (85%). Nesse caso,
sugerindo que além da termodegradacdo induzida pelo aquecimento da amostra, o feixe de
prova induziu uma degradacéao adicional por meio do processo de fotodegradacao.

De fato, a intensidade de 19,1 mW/cm? resultou em aproximadamente ~ 75% de reducéo
na intensidade de emisséo, devido ao efeito do laser de excitacdo. Essa comprovacao pode ser
observada na Figura 25, onde é mostrada uma diminui¢cdo da intensidade de emissdo do

biodiesel quando a amostra foi monitorada em tempo real, mantendo-se a temperatura constante
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4 20 °C e com o laser de excitagdo continuamente ligado excitando a amostra. E importante
destacar que além dos resultados obtidos via espectroscopia de fluorescéncia, para confirmar
de fato essas degradacgdes do biodiesel, induzidas pelo aquecimento (termodegradacao) e pelo
feixe do laser de excitacdo (fotodegradacdo), foram realizadas as analises do indice de acidez e
absorcdo UV-Vis.

Pela técnica de absor¢cdo UV-Vis foi monitorada a razdo entre as absorbancias em 232 e
270 nm, sendo estas as regides de absor¢do referentes aos produtos primarios e secundarios da
degradacéo, respectivamente [11, 38, 113]. O indice de acidez e a razdo entre as absorbancias
para as analises com diferentes regimes temperatura e diferentes intensidades do laser de
excitacdo sdo apresentadas na Figura 26. Para fins de comparacéo, foram realizadas também as
analises em amostras que ndo sofreram nenhum tipo de processo degradativo, nem
monitoramento em tempo real. Na Figura 26 podemos observar o aumento das duas grandezas
para as diferentes andlises realizadas: amostra ndo degradada, amostras submetidas apenas a
variacdo de temperatura, amostras submetidas apenas a acdo do feixe de excitagdo com 19,1
mW.cm2 de intensidade e amostras submetidas simultaneamente a variacio de temperatura e
acao continua do feixe de excitacdo. Este aumento do indice de acidez e da razdo entre as
absorbancias em 232 e 270 nm vém comprovando de fato que o feixe de excitagdo pode falsear
os resultados durante 0 monitoramento em tempo real, por fotodegradar a amostras. Pode-se
constatar que somente a acdo do laser de excitagdo com 19,1 mW.cm? de intensidade a
temperatura ambiente resultou em um aumento de cerca de 127% no indice de acidez e 20% na
razdo entre as absorbancias em 232 e 270 nm. Lembrando que as absorbancias em 232 e 270
nm estdo relacionadas aos produtos de degradacdo de primeira e segunda ordem
respectivamente.

Adicionalmente, os resultados da Figura 25 também mostram que a intensidade de
fluorescéncia é dependente da temperatura da amostra, sendo que a medida que a amostra foi
aquecida, a intensidade diminuiu, alcancando o menor valor para a temperatura maxima
(reducéo de ~ 40% para a maior temperatura - 110°C), e posteriormente a intensidade aumentou
durante o resfriamento. Evidentemente, a intensidade n&o retornou ao valor da intensidade

inicial de emissdo, degradacéo de alguns dos fluordforos durante o processo.
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Figura 26: indice de acidez e razdo entre as absorbancias em 232 e 270 nm do biodiesel de girassol antes (amostra
ndo degradada) e depois dos processos de degradagdo térmica e/ou fotodegradacdo (espectros de absorcao ver
ANEXO II).
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De maneira geral, esses resultados demonstram que o feixe de excitacdo se comportou
como uma fonte adicional de degradacéo do biodiesel, sendo capaz de fotodegradar as amostras
durante o monitoramento, e que nas condicdes experimentais avaliadas, o efeito de
fotodegradacdo foi bem mais pronunciado que a degradacdo do biodiesel pelo efeito de
termodegradacdo originado pelo aquecimento das amostras. Portanto, fica evidente que a
intensidade do feixe de excitacdo pode falsear os resultados obtidos durante 0 monitoramento
em tempo real do biodiesel.

Para determinar a fotodegradacao induzida diretamente pelo feixe de excitagdo, um novo
conjunto de medidas foi realizado mantendo a temperatura constante, coletando as intensidades
de fluorescéncia quando o biodiesel estava submetido somente da acdo do feixe de excitagdo
com diferentes intensidades. Para tal, manteve-se a amostra em temperatura constante de 20 °C
e 0s espectros de emissdo foram coletados em tempo real durante 180 min com o feixe de
excitacdo sempre ligado. Essa analise foi realizada para cinco valores diferentes de intensidade
do feixe de excitacio (0,6; 1,3; 6,4; 12,7 e 19,1 mW.cm™). Estes resultados sio apresentados
na Figura 27, onde é mostrada a intensidade de emissdao em 510 nm, coletada a cada 10 min
durante 180 min, para as amostras excitadas em 405 nm. Destaca-se que a intensidade de

fluorescéncia foi normalizada apenas para facilitar a analise comparativa dos resultados.
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Figura 27: Monitoramento em tempo real da intensidade de fluorescéncia do biodiesel de girassol em 510 nm
normalizada em funcdo do tempo de exposicéo para diferentes intensidades de excitacdo em 405 nm.
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Fonte: Préprio autor.

Os resultados apresentados na Figura 27 mostraram em geral a diminuicdo da intensidade
de fluorescéncia com o aumento do tempo de exposicao da amostra ao feixe de excitacdo para
as diferentes intensidades, destacando-se o comportamento inicial para valores menores de
intensidade, 0,6 e 1,3 mW.cm™, estudos futuros devem ser realizados para responder o motivo
deste comportamento. O comportamento geral mostra que a diminuicdo da intensidade
fluorescéncia foi maior quanto maior a intensidade do feixe de excitacdo, no qual apds 180 min
de monitoramento foi detectada uma reducgédo de aproximadamente 20, 26, 56, 62 e 67 % para
a intensidade de 0,6; 1,3; 6,4; 12,7 e 19,1 mW.cm?, respectivamente. Os mapas de
excitacdo/emissdo de fluorescéncia apresentados na Figura 28 mostram a reducdo da
intensidade de fluorescéncia na regido analisada por meio do monitoramento em tempo real,
excitacdo em 405 nm e emissdo em 510 nm.

Esta reducdo na intensidade sugerindo a oxidacdo dos antioxidantes naturais presentes no
biodiesel, vitamina E, como citado anteriormente. Além disso, podemos observar uma
acentuacgédo da banda de emisséo centrada em torno dos 410 nm para excitacdo na regido dos
350 nm. Este aumento se deve ao surgimento dos produtos da degradacdo do biodiesel, os
tetraenos conjugados, estes sdo moléculas fluorescentes que surgem a partir dos produtos
primarios e secundarios de degradacdo do biodiesel, como discutido e mostrado em detalhes
por Magalhédes e colaboradores [111]. Vale ressaltar no mapa a presenca de espalhamento,

sendo visivel em todas as amostras uma linha na regido em que o comprimento de onda de
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excitacdo é igual ao comprimento de onda de emissdo, esta quantidade de luz que chega no
detector na realidade ndo se trata de emissdo da amostra e sim a propria luz de excitacéo

espalhada.

Figura 28: Mapa de excitacdo/emissdo de fluorescéncia multidimensional do biodiesel submetido a diferentes
condicBes de temperatura e poténcia do feixe de excita¢do durante 180 min. Excitando de 285 a 450 nm e coletando
a intensidade de emisséo entre 325 e 700 nm estando a amostra sem diluicdo nenhuma e o feixe de excitagdo a 90°
do detector. Foi destacado nos mapas 0 comprimento de excitacdo e o de emissdo utilizados no experimento de

monitoramento em tempo real para facilitar a interpretacdo dos dados.
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Podemos observar que a amostra submetida a apenas a variacdo de temperatura e
analisada em tempo real com intensidade de excitacdo de 19,1 mW.cm2 apresentou maior
intensidade de emisséo na regido dos produtos de degradacéo, se compararmos a amostra néo
degradada, resultado que confirma o fato do laser de excitacdo gerar processos oxidativos nas
amostras. Além disso, para a amostra submetida somente a acdo do feixe com intensidade
reduzida de 0,6 mW.cm?, este aumento de intensidade ndo é visivel, no entanto ainda ha
reducdo na banda monitorada em tempo real como mostrado também na Figura 27.

Estes resultados demonstram que, mesmo para uma pequena intensidade da luz de
excitacio (0,6 mW/cm?), ndo foi possivel evitar a fotodegradacdo induzida pelo feixe de
excitacdo. Porém, esse efeito ocorreu pois durante 0 monitoramento em tempo real, 100% da
amostra (todo o volume de biodiesel monitorado — 3 mL) estava sendo irradiada pelo feixe de
excitacdo. No entanto, essa situacdo experimental se torna inviavel, quando comparada a uma
situacdo préatica de aplicacdo da espectroscopia de fluorescéncia para 0 monitoramento em
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tempo real do biodiesel. Numa situacdo préatica, almeja-se monitorar grandes volumes do
biodiesel (tonéis com mais de milhares de litros) a partir de uma analise pontual da amostra por
meio de um feixe de laser ou LED, de forma que uma pequena porcentagem da amostra, em
termos de volume, seja irradiada durante 0 monitoramento.

Portanto, uma importante informac&o a respeito da aplicabilidade da fluorescéncia, bem
como do efeito falseador que pode ser induzido pelo feixe de excitacdo, € avaliar como a
emissdo do biodiesel se comporta quando se irradia pequenos ou grandes volumes das amostras.
Desta forma foi analisada a influéncia do feixe de excitacdo quando o mesmo interagiu com
diferentes volumes de amostra (100, 20, 12 e 6%) durante 0 monitoramento em tempo real. A
Figura 29 mostra o efeito apenas do feixe de excitagdo em fungéo da porcentagem do volume
da amostra que foi irradiada para as intensidades de 0,6 e 19,1 mW/cm? para um tempo de
monitoramento de 180 min.

Figura 29: Monitoramento em tempo real da intensidade de fluorescéncia do biodiesel de girassol em 510 nm para

diferentes volumes de amostra interagindo com a luz de excitagdo (6, 12, 20, e 100%) utilizando dois valores para
a intensidade do feixe, 19,1 e 0,6 mW.cm.
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Fonte: Préprio autor.

Os resultados mostram que para todos os volumes monitorados o feixe de excitacdo a
19,1 mW/cm? induziu uma fotodegradacio do biodiesel. Todavia, essa degradagdo foi menor
quanto menor foi o volume percentual da amostra que interagiu com o feixe, como pode ser
visto na Figura 29. Este fato leva a crer que quando a porcdo de amostra excitada pelo laser é
menor que o volume total da amostra processos difusivos possibilitam transporte das moléculas
no recipiente, evitando que uma mesma porg¢édo de amostra fique continuamente exposta ao laser

de excitagéo.
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Ademais, os resultados também revelam que o feixe de excitacdo ndo degrada a amostra
durante 0 monitoramento em tempo real, na situacdo em que é combinado uma baixa
intensidade do feixe de excitagdo com um pequeno volume relativo de interagéo entre o feixe e
a amostra. Isso fica evidente no caso em que o feixe de excita¢do ndo induziu fotodegradacéo
do biodiesel durante 0 monitoramento em tempo real quando apenas 6% do volume da amostra
interagiu com o feixe com intensidade de 0.6 mW.cm™, como mostra a Figura 29. Resultados
esses também confirmados pelas anélises de absor¢do UV-Vis e indice de acidez. Apresentados
nos graficos a) e b) da Figura 30.

Figura 30: indice de acidez em a), e razo entre as absorbancias 232 e 270 nm em b), do biodiesel de girassol para
diferentes volumes de interacdo entre a fonte de excitagdo e a amostra (6, 12, 20, e 100%) durante o monitoramento

em tempo real comparando as intensidades de excitacédo de 0,6 e 19,1 mW.cm2 (espectros de absorgdo ver ANEXO
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O indice de acidez diminuiu a medida que o percentual de amostra atingida pelo feixe de
excitacdo também diminuiu, assim como a razdo entre as absorb&ncias em 232/270 nm, Os
resultados combinando a reducdo na intensidade no feixe de excitagdo com a reducdo no
percentual de volume de amostra interagindo com o feixe de excitacdo apresentaram menor
diferenca se comparados com os valores da amostra ndo degradada.

Adicionalmente as andlises de absor¢do UV-Vis e indice de acidez, temos 0s mapas de
excitacdo/emissdo de fluorescéncia para diferentes percentuais de volume interagindo com o
feixe de excitacdo durante o experimento, além dos dois extremos de intensidades analisados
neste trabalho. Como pode ser visto na Figura 31, a amostra com 100% do volume e 19,1
mW.cm2 de intensidade do feixe, foi a amostra que apresentou maior intensidade de emissio e
maior deslocamento de banda se comparada com a amostra ndo degradada, isto devido a
induc&o de processos degradativos ser mais intensa nesta configuracio experimental. A medida
que foi reduzido o volume de amostra interagente com o feixe de excitagdo, assim como a
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poténcia do mesmo, tanto a intensidade de fluorescéncia quanto o deslocamento de banda se
tornaram menos visiveis. Tanto é que o mapa da amostra de 6% + 0,6 mW.cm™ se mostrou o
mais proximo da amostra ndo degradada, indicando menor influéncia do processo de medida.
Constatou-se também a presenca de espalhamento, linha em que o comprimento de onda de

excitacdo é observado no detector, assim como nas andlises da Figura 28.

Figura 31: Mapa de excitacdo/emissao de fluorescéncia multidimensional do biodiesel para diferentes volumes de
amostra e intensidade do feixe de excitacdo durante 180 min. Excitando de 285 a 450 nm e coletando a intensidade
de emissdo entre 325 e 700 nm, estando a amostra sem diluicdo nenhuma e o feixe de excitacdo a 90° do detector.
Foi destacado nos mapas o comprimento de excitacdo e o de emisséo utilizados no experimento de monitoramento
em tempo real para facilitar a interpretacdo dos dados.
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Por fim, depois de serem analisadas os efeitos da variagcdo de intensidade do feixe de
excitacdo e também o percentual de volume de amostra interagindo com o feixe, foi avaliado

se na condicdo experimental de baixas intensidade do feixe e pequenos volume de interagdo
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feixe-amostra a espectroscopia de fluorescéncia de fato possibilitada um monitoramento correto
da termodegradacdo induzida pela variacdo da temperatura das amostras.

A partir dos resultados apresentados na Figura 32 podemos observar que foi obtida
equivaléncia entre duas analises do monitoramento da degradacdo térmica do biodiesel de
girassol para variagdo de temperatura em forma de rampa de 20 a 110 °C e 110 a 20 °C, com
taxa de variacdo de 0,5 °C.min! utilizando a espectroscopia de fluorescéncia; uma realizada
monitorando em tempo real, continuamente, e a outra em instantes especificos. A anélise de
fluorescéncia em tempo real se mostrou eficaz com intensidade do feixe de excitacdo reduzida
para 0,6 mW.cm™ e volume de amostra interagindo com o feixe reduzido para 6%, mostrando
assim auséncia de processo degradativo induzido pelo feixe de excitagdo. Desta forma, a partir
de todos os resultados apresentados, demonstramos que é possivel estabelecer um protocolo de
analise que permite realizar a analise em tempo real sem que o feixe de excitacdo interfira no
resultado a ser obtido.

Figura 32: Monitoramento em tempo real da intensidade de fluorescéncia do biodiesel de girassol em 510 nm

normalizada, com a fonte de excitacdo desligada (o), e ligada (o). A intensidade da fonte foi fixada em 0,6 mW.cm-
Z interagindo com 6% do volume total da amostra.
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Fonte: Proprio autor.
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7.3.2. Oleo Vegetal

Tendo realizado o monitoramento em tempo real da degradacdo térmica do biodiesel de
girassol utilizando a espectroscopia de fluorescéncia, fez-se interessante também avaliar sua
aplicabilidade também no monitoramento da degradacdo térmica do Oleo vegetal, tendo em
vista a importancia do quesito estabilidade em si e as similaridades entre o biodiesel e sua
matéria prima. Desta forma, as amostras de 6leo vegetal de girassol foram analisadas quanto a
sua emissdo quando sujeitas a excitacdo em 405 nm, o espectro de emisséo nestas circunstancias

é apresentado na Figura 33.

Figura 33: Espectro de fluorescéncia do dleo de girassol para excitagdo em 405 nm com 19,1 mW.cm?,
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Os fluor6foros responsaveis pela emissdo do Gleo vegetal também sdo presentes no
biodiesel [111], apresentados anteriormente na Figura 23. Observamos para o 6leo vegetal na
Figura 33 duas bandas de emissdo bem definidas, uma centrada em torno dos 510 nm e outra
em torno 660 nm. A primeira, em 510 nm, se deve a presenca do grupo de antioxidantes,
vitamina E [133], passados ao biodiesel durante o processo de transestericacdo. A segunda
banda, em 660 nm, devido a moléculas de clorofila presentes no 6leo devido a sua origem
vegetal. Se compararmos com o biodiesel, a intensidade da emissdo do 6leo é maior, cerca de
30 % para a banda de 510 nm e 700 % para a banda de 660 nm. Esta diferenca de intensidade
do biodiesel em relagdo ao 0leo vegetal se deve ao processo de transesterificacdo, onde temos

aquecimento e agitagdo por um intervalo de 2 h, favorecendo processos degradativos dos
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fluoréfoforos e consequentemente a diminuicdo das bandas caracteristicas de emissdo no
biodiesel [114].

A Figura 34 mostra os espectros de fluorescéncia do 0leo vegetal de girassol durante o
monitoramento em tempo real de um processo de termodegradacédo, com aquecimento de 20 a
110 °C e o resfriamento de 110 a 20 °C, e taxa de variagdo térmica de 0,5 °C.min%. Os espectros
foram medidos a cada 10 min durante 360 min. A amostra foi excitada em 405 nm com
intensidade de 19,1 mW.cm. Podemos observar uma diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia em funcéo do tempo.

Figura 34: Espectros de fluorescéncia do 6leo de girassol obtidos em tempo real durante as fases de aquecimento

e resfriamento com taxa de variagéo de 0,5 °C.min"%. Os espectros foram medidos a cada 10 min durante 360 min.
As amostras foram excitadas em 405 nm com 19,1 mW.cm™,
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Fonte: Préprio autor.

O comportamento de diminuicéo da intensidade de fluorescéncia durante o processo de
aguecimento e resfriamento em 510 nm pode ser melhor analisado na Figura 35, onde temos a
intensidade de fluorescéncia normalizada em funcdo do tempo. Além do processo de
monitoramento com intensidade da fonte a 19,1 mW.cm s&o apresentadas também as medidas
de fluorescéncia deste processo sem a influéncia do feixe de excitagdo, ou seja, medidas
instantaneas em tempos especificos tendo influéncia somente da temperatura, e também o
monitoramento em tempo real sem variacdo da temperatura mantendo apenas a fonte de

excitacdo constantemente ligada durante a analises, com a intensidade de 19,1 mW.cm™. Desta
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forma, podemos identificar isoladamente a contribuicdo da termodegradacdo e da
fotodegradacgdo para a reducédo da intensidade de fluorescéncia do 6leo vegetal. A partir desta
analise pode ser observado que a acio do feixe de excitacdo a 19,1 mW.cm™ reduz cerca de
73,3 % dos 85,1 % obtidos no monitoramento em tempo real.

Figura 35: Intensidade de fluorescéncia do 6leo de girassol em 510 nm normalizada em fungdo do tempo de
degradacéo, obtida excitando em 405 nm com 19,1 mW.cm.
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Para comprovar os resultados da degradacdo obtidos utilizando o monitoramento da
fluorescéncia em tempo real foi medido também o indice de acidez e absorbancia das amostras
na regido do UV-Vis. As medidas foram realizadas depois dos processos analisados, e também
em uma amostra ndo degradada para padrdes de comparacao.

Os resultados comprovam as anélises de fluorescéncia mostrando que de fato as amostras
foram degradadas, aumentando do indice de acidez e da razdo entre as absorbancias em 232 e
270 nm como pode ser visto na Figura 36. Constatou-se que somente a acdo do laser de
excitagdo com 19,1 mW.cm de intensidade a temperatura ambiente resultou em um aumento

de cerca de 90% no indice de acidez e 17% na razdo entre as absorbancias em 232 e 270 nm.
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Figura 36: Indice de acidez e raz&o entre as absorbancias em 232 e 270 nm do 6leo de girassol antes (amostra n&o
degradada) e depois dos processos de degradacéo térmica e/ou fotodegradagdo (espectros de absorgdo ver ANEXO
V).
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A partir dos resultados apresentados é possivel concluir que, similarmente ao observado
para o biodiesel, o proprio processo de monitoramento via fluorescéncia degrada a amostras
devido o efeito de fotodegradacdo induzido pela excitacdo continua do feixe de excitacdo na
amostra. Desta forma, se fez necessario um estudo da evolucdo temporal da intensidade de
fluorescéncia para diferentes intensidades do feixe de excitacdo. Foi monitorada entdo a
intensidade de fluorescéncia durante 180 minutos utilizando cinco valores diferentes para a
intensidade da fonte de excitacdo, 0,6, 1,3, 6,4, 12,7 e 19,1 mW.cm™. A intensidade de
fluorescéncia em 510 nm, normalizada desta medida, pode ser visualizada na Figura 37,
mostrando que a influéncia do feixe de excitacdo diminui a medida que sua intensidade diminui,
ou seja, quanto menor a intensidade da fonte de excitacdo menor a interferéncia do mesmo nos

processos degradativos das amostras analisadas.
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Figura 37: Monitoramento em tempo real da intensidade de fluorescéncia do éleo de girassol em 510 nm

normalizada em funcdo do tempo de exposicao para diferentes intensidades de excitagdo em 405 nm.
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Fonte: Préprio autor.

Os mapas de excitacdo/emissdo de fluorescéncia da amostra ndo degradada juntamente
com as amostras submetidas a diferentes regimes de temperatura e intensidades de excitacao
podem ser vistos na Figura 38. Assim como no biodiesel, pode ser vista a diminuicdo da banda
analisada no monitoramento em tempo real com excitacdo em 405 nm e emissdo em 510 nm.

Além da diminuicdo da banda monitorada, € visivel uma reducdo da intensidade da banda
caracteristica da clorofila, para excitacdo 405 nm e emissdo 670 nm. Diferentemente do
biodiesel, ndo hd aumento de intensidade na regido de emissdo em 400 nm e excitacdo em 350
nm. Observamos, no entanto, diminui¢do da banda de emissdo em torno de 420 nm sob
excitacdo de 350 nm. Isso ocorre devido a diferenca de composicdo entre 6leo e biodiesel, ja
que, o 6leo vegetal é composto entre outras moléculas por uma mistura de acidos graxos,
enquanto que no biodiesel tratam-se de ésteres metilicos. A degrada¢do dos acidos graxos nao
gera produtos fluorescentes como ocorre com o biodiesel, com os tetraenos conjugados.
Observamos entdo nos mapas de excitagdo/emissédo uma diminuicdo da banda de emisséo em
420 nm sob excitagdo de 350 nm, diferentemente do que foi detectado para o biodiesel e

apresentado na Figura 31.
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Figura 38: Mapa de contorno de fluorescéncia multidimensional do dleo submetido a diferentes condigdes de
temperatura e intensidade do feixe de excitagdo durante 180 min. Excitando de 285 a 450 nm e coletando a
intensidade de emissdo entre 325 e 700 nm, estando a amostra sem diluicdo nenhuma e o feixe de excitacéo a 90°
do detector. Foi destacado nos mapas o comprimento de excitagdo e o de emissdo utilizados no experimento de

monitoramento em tempo real para facilitar a interpretacdo dos dados.
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Um fator importante a ser considerado, como foi feito para o biodiesel, € o volume de
amostra interagindo com o feixe de excitacdo. Para compreender qual a influéncia deste nas
analises de degradacdo em tempo real, foi variado o volume de dleo vegetal em contato direto
com o feixe luminoso nas proporgdes de 6, 12, 20 e 100% em volume. A intensidade de
fluorescéncia foi monitorada em tempo real durante 180 minutos sendo coletados os espectros
de emissdo a cada 10 min. Como ja foi detectada a influéncia do percentual de volume de
amostra interagindo com o feixe de excitacdo no estudo realizado anteriormente com o
biodiesel, na Figura 39 apresentamos o monitoramento da fluorescéncia apenas para o caso com
reducdo de volume de 6% da amostra interagindo com o feixe de excitagéo e duas intensidades

de excitagio analisadas, 19,1 e 0,6 mW.cm™,
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Figura 39: Monitoramento em tempo real da intensidade de fluorescéncia do 6leo de girassol em 510 nm para 6%
da amostra interagindo com o feixe de excitagdo utilizando dois valores para a intensidade do feixe (o)19,1
mwW.cm?e (e) 0,6 mW.cm™,
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Assim como no caso observado para do biodiesel, combinando a reducdo na intensidade
de excitagdo com 0,6 mW.cmcom a reducéo de 100 para 6% de volume de amostra em contato
com o feixe de excitacdo, o feixe de excitacdo ndo degradou a amostra durante o monitoramento
em tempo real. As medidas de indice de acidez e a razdo entre as absorbancias em 232 e 270
nm, Figura 40, comprovam que as amostras s6 foram degradadas nas situacdes em que o feixe
de excitacdo interagiu com um maior volume da amostras.

Figura 40: indice de acidez, em a), e razdo entre as absorbancias 232 e 270 nm, em b), do 6leo de girassol para

diferentes volumes de interacdo entre a fonte de excitagdo e a amostra (6, 12, 20, e 100%) durante 0 monitoramento
em tempo real comparando as intensidades de excitacédo de 0,6 e 19,1 mW.cm2 (espectros de absorgdo ver ANEXO
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Na Figura 41a é possivel observar a reducdo da intensidade de fluorescéncia na regido do
monitoramento em tempo real, excitacdo 405 nm e emissdo em 510 nm.
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Figura 41: Mapa de contorno de fluorescéncia multidimensional do 6leo para diferentes volumes de amostra e
intensidade do feixe de excita¢do durante 180 min. Excitando de 285 a 500 nm e coletando a intensidade de emissdo
entre 325 e 650 nm em a) e coletando a emisséo entre 600 e 750 em b). Estando a amostra sem diluicdo nenhuma
e o feixe de excitacdo a 90° do detector. Foi destacado nos mapas o comprimento de excitacdo e o de emisséo
utilizados no experimento de monitoramento em tempo real para facilitar a interpretagdo dos dados.
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E visivel também, na Figura 41b a reducéo da banda de emissdo da clorofila, excitagdo 405 nm
e emissdo em 660 nm, além da reducdo da banda mais intensa do 6leo, excitagdo 350 nm e
emissdo 420 nm. As perdas de intensidade foram menos significativas a medida que o volume
de amostra em contato com o feixe de excitacdo foi diminuido, sendo ainda menos apresentadas
quando a intensidade utilizada foi de 0,6 mW.cm™,

Vale ressaltar que a amostra que combinou reducdo na intensidade de excitacdo e no
volume de amostra em contato com o feixe de excitacdo apresentou menor reducdo na
intensidade de emissdo se comparado com a amostra ndo degradada, indicando ser este o0
procedimento mais indicado para 0 monitoramento em tempo real de fluorescéncia.

Por fim, foi monitorada em tempo real a intensidade de fluorescéncia em 510 nm, sob
excitacdo de 405 nm, do 6leo vegetal durante degradacédo térmica com variacao de temperatura
de 20 a 110 °C e de 110 a 20 °C, com taxa de variacdo de 0,5 °C.mint. Porém, desta vez a
intensidade luminosa da fonte foi reduzida para 0,6 mW.cm e o volume de amostra em contato
direto com a amostra para 6%. O resultado destas reducdes em compara¢do com O processo

livre de acBes externas pode ser visto na Figura 42.

Figura 42: Monitoramento em tempo real da intensidade de fluorescéncia do 6leo de girassol em 510 nm
normalizada, com a fonte de excitacdo desligada (m), e ligada (o). A intensidade da fonte foi fixadaem 0,6 mW.cm-
Z interagindo com 6% do volume total da amostra.
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Fonte: Préprio autor.

Como pode ser visto no grafico a reducédo da poténcia gerou equivaléncia entre as duas
andlises, mostrando que a mudanca dos pardmetros de volume de amostra em contato com o
feixe de excitacdo e a intensidade do feixe evita que o préprio ato da medida induza processos

degradativos na amostra em estudo.
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7.4. Nanoparticulas de ouro

7.4.1. Caracterizaco e determinacéo da concentragdo de nanoparticulas

A presenca de AuNPs nas amostras de Oleo e biodiesel de girassol foi inicialmente

avaliada por meio do surgimento da banda de ressonancia plasmonica nos espectros de absor¢éo

UV-Vis, tendo esta regido bem definida dependendo de, entre outros fatores, formato e tamanho

[134]. Os espectros de absorc¢do coletados entre 400 e 700 nm sdo apresentados nas Figuras 43

e 44 abaixo para o biodiesel e para o 6leo respectivamente.

Figura 43: Espectro de absorcédo entre 400 e 700 nm das amostras de biodiesel para diferentes tempos de deposi¢éo,
juntamente com absorbéancia na regido de 531 nm em funcéo do tempo de deposi¢éo.
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Figura 44: Espectro de absorcdo entre 400 e 700 nm das amostras de 6leo para diferentes tempos de deposicéo,
juntamente com absorbéancia na regido de 531 nm em funcéo do tempo de deposicéo.
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Foi observado um aumento significativo da absorbéancia na regido em questéo, indicando
assim a presenca das AuNPs. Alem disso, foi possivel observar visualmente a mudanga de
coloracdo das amostras, como mostrado ilustrativamente na Figura 45 para o biodiesel em

funcdo do tempo de deposicao.

Figura 45: Imagem das amostras de biodiesel de 6leo vegetal de girassol para diferentes tempos de deposicédo de
AUNPs.
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Fonte: Préprio autor.

Para determinacdo da concentracdo de AuNPs depositado nas amostras em estudo, foi
utilizada a técnica de ICP-OES. Previamente, a determinacdo de concentracdo de Au nas
amostras, foi avaliado efeito da matriz (6leo vegetal ou biodiesel) no processo de quantificacdo
das NPs. A partir das analises de absorcdo atdmica via ICP-OES foram determinadas as
concentracdes de Au presente nas amostras, como mostra a Tabela 7. O intervalo dinamico
linear foi entre 0,20 a 5,00 mg L%, com R? = 0,9998. O limite de deteccdo (LOD), calculado de
acordo com as recomendacdes da IUPAC como 3 vezes o desvio padrdo do espago em branco
(Sbl, n = 20) dividido pela inclinagdo da curva de calibragdo (m), foi de 0,002 mg L%, com um
limite de quantificagdo (LOQ = 10 * Sbl / m) e 0,006 mg L™* de Au.

Tabela-7: Concentragdo de Au encontrada nas amostras de 6leo vegetal e biodiesel juntamente com precisdo para
diferentes tempos de deposicéo.

Amostra Tempo de Concentracao %RSD
deposicdo (min) (mg L?)
2,5 5,52 +0,07 1,30
Biodiesel 5,0 23,06 +0,03 0,12
15,0 25,45 +0,26 1,04
50 10,52 +0,09 0,87
Oleo 15,0 38,07 0,14 0,37
30,0 221,58 +10,06 4,54
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Como esperados, a concentracdo de AUNPs aumentou em funcdo do tempo de deposicéo.

Todavia, ndo foi observada uma relagéo linear entre o tempo de deposicédo e a concentracdo de

NPs, como mostra a Figura 46.

Figura 46: Concentracdo de Au encontrada nas amostras de dleo vegetal e biodiesel de girassol para diferentes

tempos de deposicdo.
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Fonte: Préprio autor.

Os resultados demonstram um aumento da concentracdo de Au, em funcdo do tempo de
deposicdo tanto no biodiesel quanto no Gleo. Porém este aumento na concentracdo ocorreu
muito mais rapido inicialmente para o biodiesel do que para o 6leo, como pode ser visto também
na Tabela 7. Para o tempo de deposicao de 5 min por exemplo, o 6leo apresentou concentracdo
de (10,52 +0,09) g.mlI* enquanto no biodiesel a concentracéo ja alcangava valores de (23,06
+0,03) g.mlL. Este fato pode ter relagdo com a diferenca de tensdo superficial e de viscosidade
entre 0 Gleo e biodiesel, uma vez que a corrente evaporadora utilizada foi mantida constante
para os dois liquidos, mantendo igual também para os dois a energia cinética dos a&tomos ou
aglomerados de atomos ao chegarem na superficie do liquido [135].

Apesar da taxa de deposicao de sputtering ser maior no biodiesel se comparado ao 6leo,
para tempos maiores, a formacao de NPs no biodiesel tende para um platd de saturacdo. Esse
comportamento é confirmado pela observacdo de formacdo de precipitados no fundo do
recipiente para as amostras submetidas a tempos de deposi¢fes maiores que 15 minutos,
indicando instabilidade das nanoestruturas em concentragdes superiores a ~25 mg.L™. Para o

oleo vegetal este fato ndo foi observado, alcancando valores muito maiores de concentracédo se
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comparado com os valores obtidos para o biodiesel, ndo apresentando ainda platd de saturacédo
nem precipitacdo de material no fundo da amostra.

O fato de obtermos AuNPs estaveis no biodiesel pode ter relacdo com as cadeias
carbdnicas dos ésteres metilicos, estas presentes também nos &cidos graxos do 6Oleo vegetal
(radicais Rx, Figura 1b, pagina 5). Devido as condi¢Ges da cAmara de deposicao, atmosfera
apolar de arg6nio, as cadeias derivadas de &cidos graxos vao tender a superficie por se tratarem
da parte mais apolar do oOleo considerando sua composi¢do. Estas cadeias se agregam a
superficie dos aglomerados de atomos presentes na superficie do liquido impedindo que se
unam aos aglomerados vizinhos, estabilizando assim as nanoparticulas. Este mecanismo de
estabilizagéo foi proposto e abordado por Wender e colabores em [135].

A saturacdo para deposicdo de AuNPs em biodiesel, atingida para concentracdes
superiores a 25 mg.L™ pode ter relacio com a mobilidade dos aglomerados de atomos de ouro
na superficie do liquido durante a deposi¢do. Esta mobilidade é controlada, entre outros
parametros experimentais que se mantiveram constantes para todas as deposicOes, pelo
tamanho das moléculas do meio e pela capacidade de coordenacdo das moléculas do meio.
Quanto menor a molécula maior a mobilidade das NPs na superficie, aumentado assim a
probabilidade de colisdes gerando aglomerados maiores [135]. Como o biodiesel é constituido
de moléculas menores que o 6leo vegetal, ésteres metilicos produtos da quebra dos proprios
triglicerideos constituintes do 6leo vegetal, a mobilidade das NPs é maior nele se comparado
ao 0leo vegetal, ocasionando o efeito de saturacdo ndo observado no 6leo vegetal.

A determinacdo do tamanho médio das NPs depositadas nas amostras foi realizada por
meio de imagens obtidas por um microscdpio eletrénico de transmissdo. A partir das imagens
foram construidos histogramas da distribuicdo dos diametros das NPs. Foram obtidas imagens
com escalas desde 5 até 200 nm, garantindo assim analises desde particulas individuais até um
conjunto de particulas. Algumas imagens ilustrativas e o histograma de distribuicao de diametro
para cada tempo de deposigédo sdo apresentados nas Figuras 47, 48 e 49 para o biodiesel e nas
Figuras 50, 51 e 52 para o 6leo.

E possivel notar que as particulas depositadas em biodiesel apresentam formatos que se
aproximam do esférico, considerando tanto imagens das particulas individuais quanto as
imagens com um conjunto de particulas, eliminando assim enganos devido a perspectiva. A
partir dos resultados também foi possivel demonstrar que de fato foram produzidas particulas
em escala nanométrica. Todavia, independentemente do tempo de deposicdo, obtiveram-se

particulas com diametro médio de aproximadamente 4,0 nm no biodiesel. No caso do 6leo
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vegetal, as particulas depositadas também apresentaram formato aproximadamente esférico. Os
didmetros médios ficaram entre 3,4 e 8,0 nm para o 6leo, no qual foi determinado que o
comportamento do tamanho meédio das particulas em funcdo do tempo de deposicéo apresentou
didametros menores e menos dispersos para tempos maiores.

O comportamento da distribui¢do do tamanho das nanoparticulas no 6leo vegetal pode ter
relacdo com a capacidade de coordenacao de superficie, sendo este governado pelas interacdes
entre determinadas regides das moléculas do 6leo quem vem a ocupar a superficie do liquido,
neste caso as insaturacfes presentes nas cadeias carbénicas dos acidos graxos do 0leo vegetal.
Desta forma, para explicar o comportamento de NPs maiores para tempos menores no 6leo
vegetal devemos considerar os processos de formacdo das NPs e em que regido do 6leo estes
processos podem vir a ocorrer. Considerando primeiramente um intervalo de tempo pequeno,
a deposicao de ouro se inicia com aglomerados e &tomos de ouro ocupando apenas a superficie
do liquido, cessando a deposicdo com um intervalo pequeno de tempo tem-se ocorrendo na
superficie do 6leo processos de nucleacdo das NPs, formando as NPs menores, porém devido a
capacidade de coordenacdo das moléculas do 6leo ocorre também o processo de crescimento,
onde os nucleos formados no processo anterior se unem aos nucleos vizinhos e s6 entdo as NPs,
crescidas, conseguem penetrar no interior do 6leo. O segundo caso, para tempos maiores de
deposicao, a formacdo das NPs pode vir a ocorrer em camadas mais internas do 6leo, uma vez
que a deposicdo continua forca o nucleos ja formados a imergir antes mesmo de seu

crescimento, gerando assim NPs menores que as NPs formadas em tempos pequenos.
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Figura 47: Imagens de MET com escalas de 5, 5, 50 e 50 nm respectivamente, e histograma de distribuicdo de
diametro das Au NPs depositadas em biodiesel de éleo vegetal de girassol durante 2,5 min.
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Fonte: Laboratdério de Microscopia e Microanalise (LAMM), Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE), e proprio autor.
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Figura 48: Imagens de MET com escalas de 5, 5, 20 e 50 nm respectivamente, e histograma de distribui¢do de

diametro das Au NPs depositadas em biodiesel de éleo vegetal de girassol durante 5,0 min.
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Figura 49: Imagens de MET com escalas de 5, 5, 50 e 100 nm respectivamente, e histograma de distribuicdo de
diametro das Au NPs depositadas em biodiesel de 6leo vegetal de girassol durante 15,0 min.
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Figura 50: Imagens de MET com escalas de 5, 5, 200 e 200 nm respectivamente, e histograma de distribuicdo de
diametro das Au NPs depositadas em 6leo vegetal de girassol durante 5,0 min.
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Figura 51: Imagens de MET com escalas de 20, 20, 50 e 50 nm respectivamente, e histograma de distribuigdo de

diametro das Au NPs depositadas em 6leo vegetal de girassol durante 15,0 min.
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Figura 52: Imagens de MET com escalas de 5, 5, 50 e 50 nm respectivamente, e histograma de distribui¢do de
diametro das Au NPs depositadas em 6leo vegetal de girassol durante 30,0 min.
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7.4.2. Influéncia das Au NPs na estabilidade oxidativa

A andlise da estabilidade oxidativa foi realizada a partir da evolugdo temporal da
condutividade obtida pelo método Rancimat® de acordo com norma internacional EN14112. A
Figura 53 apresenta os resultados do método Rancimat® para o biodiesel , onde se observa as
alteracdes na condutividade a medida que se aumenta o tempo de deposicdo das AuNPs nas
amostras. O rapido aumento da condutividade nos instantes iniciais da analise ja indica a forte
influéncia das NPs na estabilidade oxidativa.

Figura 53: Medidas de condutividade elétrica obtidas utilizando método Rancimat® segundo norma internacional
EN14112 para amostras de biodiesel de girassol variando o tempo de deposicdo de Au.
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Fonte: Proprio autor.

A partir do célculo da segunda derivada da curva de condutividade apresentada na Figura
54 foi possivel determinar o periodo de inducgdo (PI) das amostras de biodiesel de girassol para
os diferentes tempos de deposicdo de Au. Como mostra a Figura 54, o Pl diminui
exponencialmente em fungdo do tempo de deposic¢do, de modo que apenas 2,5 min de deposi¢édo
geraram uma reducdo entorno de 3,75 vezes no Pl. Note que ndo houve uma alteracdo
significativa para a degradacéo induzida nas amostras submetidas aos tempos de deposicao de
10 e 15 minutos. Este comportamento indica saturacdo das amostras quanto a adi¢do de Au para
mudangas no PI, de modo que o aumento no tempo de deposicdo (acima de 10 minutos) ndo

gera mais diferenca na estabilidade oxidativa das amostras.
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Figura 54: Periodo de inducdo obtido a partir da segunda derivada das medidas de condutividade utilizando método
Rancimat® para amostras de biodiesel com diferentes tempos de deposicéo de Au.
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A Figura 55 mostra os valores da condutividade para o 6leo vegetal submetido aos

diferentes tempos de deposicdo de Au, revelando a grande influéncia da presenca das AuNPs
no Pl das amostras.

Figura 55: Medidas de condutividade elétrica obtidas utilizando método Rancimat® segundo norma internacional
EN14112 para amostras de dleo vegetal de girassol variando o tempo de deposigdo de Au.
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A partir do célculo da segunda derivada da curva de condutividade em fun¢do do tempo
foi possivel determinar o Pl e demonstrar a drastica diminuicdo da estabilidade oxidativa do
6leo quando presente AuUNPs nas amostras. A Figura 56 mostra que o PI apresentou decaimento
exponencial a medida que aumentou-se o tempo de deposicdo de AuNPs, de modo que a
deposicao durante apenas 5 min resultou em uma redugdo entorno de 2,66 vezes no PI. A répida

diminuicdo de PI durante os quinze primeiros minutos de deposicdo sugere a saturagcdo no
processo de degradacao das amostras quanto a presenca de NPs.

Figura 56: Periodo de indug&o obtido a partir da segunda derivada das medidas de condutividade utilizando método

Rancimat® para amostras de 6leo vegetal com diferentes tempos de deposicéo de Au.
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Fonte: Proprio autor.

Podemos associar esta alteracdo no Pl as influéncias de metais em 6leos vegetais e
também em biodieseis. Sabe-se que a presenca de metais acelera a oxidacdo devido a
decomposicdo em hidroperdxidos e formacao de espécies reativa de oxigénio [132], no entanto
0 efeito de NPs ainda ndo havia sido abordado apesar das variadas propostas de aplicacfes
destas tanto em Oleos vegetais quanto em biodieseis, como ja foi abordado anteriormente.
Investigagdes futuras devem ser realizadas para esclarecer se este comportamento é particular
a AuNPs ou se apresenta também para NPs de outros materiais, ou até mesmo responder se esta
€ uma acdo do caracter nano do composto ou do proprio ouro. Uma étima alternativa a esta
queda no PI devido a adi¢do de NPs no 0leo vegetal e no biodiesel, de modo que ndo venha a
prejudicar as aplicagdes ja propostas para uso de AUNPs em 0leos e biodieseis, pode ser a adi¢do

de antioxidantes, porém a utilizagdo destes antioxidantes juntamente com as NPs deve ser
analisada caso a caso.
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7.4.3. Caracterizacdo Otica

Além do aumento da absorbancia na regido ja esperada, a banda de ressonancia
plasmonica associada a AuUNPs, foi observado também um aumento na regido ~318 nm, o que
pode ser observado nos resultados apresentados na Figura 57 e 58 para o 6leo e o biodiesel
respectivamente. Nesta regido, a absorbancia aumentou com o aumento do tempo de deposicao.
Este comportamento foi observado em amostras contendo AuNPs depositadas tanto 6leo
vegetal quanto em biodiesel.

Figura 57: Espectro de absorcdo entre 290 e 350 nm das amostras de 6leo para diferentes tempos de deposicéo,

juntamente com absorbéancia na regido de 318 nm em funcéo do tempo de deposicdo. Amostras diluidas em hexano
a concentragéo de 15 g.L .
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Figura 58: Espectro de absorcdo entre 290 e 350 nm das amostras biodiesel de 6leo para diferentes tempos de
deposicao, juntamente com absorbéancia na regido de 318 nm em funcéo do tempo de deposi¢ao. Amostras diluidas
em hexano a concentragéo de 15 g.L %
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Adicionalmente, foram avaliadas também as alteragbes no comportamento da
fluorescéncia do 6leo e do biodiesel na presengca de NPs. Para isso foi obtido o mapa de
excitacdo/emissdo das amostras, excitando entre 270 e 370 nm e coletando a emissao entre 275

e 600 nm, como apresentado na Figura 59.

Figura 59: Mapa de excitagdo/emisséo de fluorescéncia com excitagdo entre 270 e 370 nm e medida da emissdo
entre 275 e 600 nm para as amostras de 6leo vegetal de girassol com diferentes tempos de deposicdo de Au.
Amostras diluidas em hexano a concentragéo de 15 g.L ™.
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Fonte: Préprio autor.

A partir do mapa de excitacdo/emissdo de fluorescéncia do 6leo vegetal, observamos
inicialmente a presenca de duas bandas de emissdo bem definidas na amostra de 6leo sem
AuUNPs, uma mais intensa com emissao maxima em 325 nm quando excitada com 300 nm, e a
segunda com emissdo maxima em torno dos 410 nm com excitacdo em 318 nm e significativa
também com excitagdo em 305 nm.

Um fato interessante a ser observado é que a presenga das AuNPs suprimiu a banda de
emisséo existente em 325 nm com excitagdo em 300 nm e observou-se em geral um aumento
da emissdo na segunda banda em 410 nm com excitagdo em 318 nm. Vale ressaltar que a regiéo
onde foi detectado 0 aumento da emissdo devido a presenca de AuNPs coincide com a regido

onde ouve também um aumento da absorbancia, como mostra para o 6leo a Figura 57.
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O aumento da intensidade de emissé@o na presenga de NPs, juntamente com aumento da
absorbéancia na regido em questdo indicam a presenca do efeito de Metal-Enhanced
Fluorescence. Outro fator que indica o efeito de metal MEF é a supressao inicial para o tempo
de deposicdo de 5,0 min seguido de um aumento para 15 min e diminui¢do novamente para 30
min. Este comportamento exclui a hipétese do aumento de intensidade deva-se a algum
processo degradativo devido a presenga das AuNPs,

A reducdo da intensidade de emissdo detectada na amostra com 5,0 min de deposic¢éo em
oleo, Figura 59, pode ter relacdo com tamanho das AuNPs pois esta foi justamente a amostra
que apresentou maior didmetro médio, cerca de (8+3) nm. Para o tempo de deposi¢do de 15
min o sistema atingiu intensidade méxima de emissdo, se tornando préxima a da amostra
controle para o tempo de 30 min. Esta reducdo da intensidade para 30 min de deposicao pode
ser um efeito de supressdo devido a concentracdo ter alcancado valor relativamente alto,
(221,58 +10,06) mg.L ™.

O biodiesel apresentou efeito na mesma regido de excitacdo e banda de emissdo
detectados no 6leo, ndo sendo observada supressao de fluorescéncia para tempos pequenos de
deposicdo, como pode ser analisado na Figura 60.

Figura 60: Mapa de excitagdo/emisséo de fluorescéncia com excita¢do entre 270 e 370 nm e medida da emissdo

entre 275 e 600 nm para as amostras de biodiesel de girassol com diferentes tempos de deposicdo de Au. Amostras
diluidas em hexano a concentragdo de 15 g.L™.
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Vale a pena ressaltar que ndo foi observada grande variacdo de tamanho nas NPs
depositadas em biodiesel ficando todas em torno dos 4 nm, este fato reforca a ideia de a
supressdo inicial observada no Oleo vegetal ter relacdo com o tamanho. O aumento na
intensidade de emissdo foi reduzido para tempos maiores de deposicdo, sugerindo efeito de
supressao devido a alta concentragdo, como foi observado também no éleo vegetal.

O comportamento da emisséo do biodiesel para a amostra sem deposi¢do de NPs, como
ja esperado, € similar ao do 6leo também sem deposicdo, Figura 59, fazendo-se presente
inicialmente as duas bandas de emissdo caracteristicas em 325 nm som excitagdo em 300 nm e
com menor intensidade a emissdo em 410 nm com excitagdo em 318. Assim como no 6leo a
presenca das Au NPs gerou supressédo da banda mais intensa em 325 nm e um aumento de
intensidade na em 410 nm, regido onde também ouve aumento na absorbancia (Figura 58)
indicando fendmeno de MEF.

Em geral as amostras de 6leo vegetal e biodiesel de girassol na presenca de AuNPs
apresentaram aumento de intensidade de sinal de cerca de 3 vezes para o0 6leo e 8 vezes para 0
biodiesel quando observado a emissdo em ~410 nm devido uma excitacdo em 318 nm. Este
aumento de intensidade pode ser uma 6tima ferramenta a ser utilizada para melhorar limites de
deteccdo e quantificagcdo em aplicacGes da espectroscopia de fluorescéncia, por exemplo
quantificacdo de biodiesel em misturas com diesel, entre outros.

Finalizando a analise da influéncia das AuNPs no comportamento 6tico das amostras,
determinamos as altera¢Ges induzidas pelas AuNPs no tempo de vida de fluorescéncia dos
fluoréforos presentes no 6leo e biodiesel. O tempo de vida de fluorescéncia foi medido para
excitacdo em 280 nm. Observou-se para o 6leo e o biodiesel em geral um aumento no tempo de
vida de fluorescéncia, como mostram as Figuras 61 e 62, respectivamente.

E visivel também a mudanca de comportamento do decaimento, de duas exponenciais
para monoexponencial. Observando o mapa de excitacdo/emissdao e considerando o
comprimento de onda de excitacdo de 280 nm podemos afirmar que nos decaimentos
biexponencial temos a presenca de duas bandas de emissao, aparecendo também a contribuicdo
da banda centrada com excitacdo em ~300 nm e emissdo em 325 nm. No entanto, com a
presenca das Au NPs a banda de 325 nm foi suprimida e a de 410 nm teve sua intensidade

aumentada pelo efeito de MEF tornando o decaimento monoexponencial.
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Figura 61: Decaimento de fluorescéncia com pulso de excitacdo em 280 nm para amostras de 6leo com diferentes
tempos de deposicdo de Au, juntamente com tempo de vida médio de fluorescéncia em fungdo do tempo de
deposicdo de Au. Amostras diluidas em hexano a concentracdo de 15 g.L!. Sendo utilizado filtro para
comprimentos de onda menores que 320 nm antes do detector.
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Figura 62: Decaimento de fluorescéncia com pulso de excitagdo em 280 nm para amostras de biodiesel com
diferentes tempos de deposicao de Au, juntamente com tempo de vida médio de fluorescéncia em fungéo do tempo
de deposicdo de Au. Amostras diluidas em hexano a concentragdo de 15 g.L%. Sendo utilizado filtro para
comprimentos de onda menores que 320 nm antes do detector.
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Fonte: Préprio autor.

Além da mudanca de comportamento, podemos observar também um aumento do tempo
de vida de fluorescéncia para as amostras de 6leo e de biodiesel. No biodiesel, as amostras
contendo AuNPs apresentaram cerca de 80% de aumento no valor do tempo de vida médio se
comparado a amostra sem deposicdo, para 0 0leo este ganho no tempo de vida de vida de
fluorescéncia ficou entre 60 e 100%. Este efeito de aumento no tempo de vida de fluorescéncia

tambeém reforca a existéncia de MEF [123-126].
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Outro fator importante a ser considerado é a independéncia do tempo de vida de
fluorescéncia com a concentragdo [123-126]. Este fato condiz com o resultado obtido para o
biodiesel, onde temos AuNPs de aproximadamente 4,0 nm para todos os tempos de deposicéao
mudando somente a concentracdo com valores de tempos de vida préximos entre si, em torno
dos 3,7 ns (Figura 62b). Condiz também com o observado no 6leo vegetal, que apresentou
maior variacdo de tamanho nas AuNPs, o menor tempo de vida na presenca de NPs foi obtido
para a amostra com 5,0 min de deposi¢do que contém as maiores NPs com 8 nm, os outros dois
tempos de deposicdo, 15 e 30 min, geraram decaimentos com tempo de vida préximos aos
valores apresentados também no biodiesel, inclusive com tamanhos em torno de 3,7 e 3,4 nm
respectivamente. Este fato sugere que o tempo de vida tenha relagdo com tamanho das AuNPs.

Num apanhado geral com relacdo as propriedades Opticas das amostras de 0leo vegetal
de girassol e biodiesel pode-se dizer que a espectroscopia de fluorescéncia resolvida no tempo
apresentou potencial aplicabilidade na deteccdo da presenca de NPs em amostras de 6leo e
biodiesel devido ao aumento no tempo de vida de fluorescéncia. Além disso, a presenca de
AuUNPs se mostrou eficaz no aumento da intensidade de fluorescéncia de amostras de 0Oleo e
biodiesel, podendo desta forma, serem utilizadas com intuito de melhorar a sensibilidade e
capacidade analitica da técnica de espectroscopia de fluorescéncia para monitorar e estudar
6leos vegetais e biodieseis, podendo ser utilizada particularmente na amostra a ser analisada,
de modo que, a reducdo do periodo de indugdo devivo a sua presenca nao seja um problema.
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8. Conclusoes

Resultados confirmaram que a fonte de excitacdo € capaz de degradar amostras durante
0 monitoramento em tempo real e in situ, tanto em amostras de dleo vegetal de girassol quanto
em seu respectivo biodiesel, resultando em analises erréneas, o que ndo havia sido abordado
anteriormente na literatura. Os resultados de UV-Vis e indice de acidez confirmam este fato.
Dependendo da intensidade da excitagdo sob a amostra e do volume analisado, a fonte de
excitacdo pode induzir processos oxidativos (fotodegradagdo) devido a baixa estabilidade
oxidativa das amostras, 6leo vegetal de girassol ou biodiesel do mesmo. Mostrou-se que a
intensidade do feixe de excitacdo e o volume de amostra em contato com o laser influenciam
na fotodegradacdo induzida. Porém, os resultados mostram que a técnica de espectroscopia de
fluorescéncia pode ser aplicada com sucesso para 0 monitoramento em tempo real e in situ de
6leo vegetal e biodiesel, desde que seja utilizada baixa intensidade da fonte luminosa
interagindo com uma pequena por¢do do volume total da amostra.

Foram adicionadas NPs em amostras de 6leo vegetal e biodiesel de girassol utilizando
camara de deposicdo sputtering, sendo depositadas pela primeira vez em biodiesel. A
absorbancia na regido da banda de ressonancia plasménica apresentou comportamento linear
com o aumento do tempo. O coeficiente linear obtido do ajuste se mostrou maior para o
biodiesel, indicando que as NPs foram adicionadas ao mesmo com mais “facilidade”, este fato
pode ter relacdo direta com a diferenca de tensdo superficial entre o biodiesel e o éleo. Foi
medida a concentragdo de Au depositada nas amostras, apresentando aumento com o tempo de
deposicdo. Os valores alcancados no 6leo vegetal foram maiores que para o biodiesel. A
variacdo da concentracdo foi pequena para tempos maiores de deposicdo no biodiesel sugerindo
saturacdo, sugestdo confirmada pela presenca de precipitacdo no fundo de amostras com tempo
de deposicdo maiores que 15 minutos. Imagens obtidas por Microscopia Eletronica de
Transmissdo forneceram a distribuicdo de tamanho das NPs depositadas. As particulas se
apresentaram aproximadamente esféricas. No biodiesel ndo houve variacdo significativa no
didametro das NPs depositadas, ficando em torno dos 4,0 nm. O 6leo vegetal apresentou NPs
maiores para tempos de deposi¢cdo menores, comportamento este ndo esperado, fazendo-se
necessarios estudos futuros para compreender o motivo.

Avaliou-se pela primeira vez o efeito de NPs na estabilidade do 6leo vegetal e do
biodiesel. A estabilidade foi monitorada pela medida do periodo de indugdo segundo

metodologia padrdo EN14112 em equipamento Rancimat®. Observou-se rapido aumento da
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condutividade nas amostras, tanto para o 6leo quanto para o biodiesel, sendo observado
decaimento exponencial em funcdo do tempo de deposicdo de NPs.

Quanto as propriedades 6ticas das amostras de 6leo e biodiesel na presenca de Au NPs,
foi observado efeito de Metal-Enhanced Fluorescence apresentando mais intenso no biodiesel.
A emisséo foi favorecida na regido de ~410 nm, referente ao aumento da absorbancia na regiéo
de 318 nm, gerando também supressao da emissdo da banda em 325 nm com excitagdo em 300
nm. Foi observado também aumento no tempo de vida de fluorescéncia na presenca de AuNPs
reforcando efeito de MEF. Em algumas amostras de 6leo vegetal a presenca das AuNPs gerou
supressao de fluorescéncia, o que pode estar relacionado com a variagdo de tamanho também
observado nas mesmas, fato este também confirmado pelo comportamento do tempo de vida de

fluorescéncia.
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« Fluorescence spectroscopy was
applied for biodiesel analysis.

« Excitation light effect during on-line USB Spectrometer
monitoring was evaluated,

« Biodiesel photodegradation may be
induced by the excitation light. — )
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Am’dﬂ history: In the last years, several methods based on fluorescence spectroscopy have been proposed to investigate
Received 17 November 2016 different aspects related to biodiesel industry for presenting some advantages such as simplicity, reliabil-
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ity, low-cost and real-time analysis. Nevertheless, the excitation light, depending on its beam intensity,
Accepted 24 December 2016

may induce by itself sample degradation during the monitoring due to the low oxidative stability of the
biodiesel, providing misleading results, The present study shows for the first time a detailed analysis
about how excitation light intensity may distort biodiesel analysis based on fluorescence measurements.

gﬂsﬁf: The results revealed that fluorescence may be successfully used for on-line and in situ monitoring of bio-
Oxidative stability diesel conditions as long as low excitation intensity interacts with a small sample volume in order to
Degradation avoid biodiesel photodegradation.

Fluorescence © 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Abstract
BACKGROUND

Sesame and flaxseed oils, which are rich in essential n-6 and n-3 polyunsaturated fatty acids,
are widely consumed. We have determined the optical behavior with respect to the quality
and identity of cold-pressed sesame and flaxseed oils. The effects of these oils and their
combinations on metabolic parameters in animal models were also measured.

RESULTS

Flaxseed oil emitted carotenocid fluorescence (500-650 nm), although it was more unstable
than sesame oil, which had a larger induction period by the Rancimat method. The greater
stability of sesame may be a result of the lower quantity of linolenic fatty acids. These oils
were added to the feed of 56 rats, whereas animal fat was used for the control group. The
sesame oil, flaxseed oil and sesame + flaxseed oils groups showed a significantly reduced
adiposity index and blood glucose compared to the control group, whereas total cholesterol,
high-density lipoprotein and triglycerides were lower in flaxseed oil and sesame + flaxseed
oils (P = 0.05). Sesame + flaxseed oils had reduced levels of low-density lipoprotein and non-
high-density lipoprotein (P = 0.05), indicating an anti-atherogenic effect in this group.

CONCLUSION

Sesame oil was more stable than flaxseed oil. In an animal model, the diets with
polyunsaturated fat sources proportions of 1:1 n-6:n-3 polyunsaturated fatty acids, improved
the metabolic parameters, implying cardioprotective effects. © 2016 Society of Chemical
Industry
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Abstract

Acrocomia aculeata is a palm tree typical of the Brazilian savanna. Oils extracted from the pulp and kemnel of Acrocomia
aculeata fruits have gained considerable attention mainly due to their nutritional and medicinal features. Despite their
potential applications, a detailed analysis of their oxidative stability is still needed. The present study shows a close analysis
of the oxidative stability of the oils obtained from the kernel and pulp of Acrocomia aculeata fruits, evaluating the influence of
the intrinsic antioxidants and the fatty acid composition on the oil's thermal stability. A complete characterization of the
physical-chemical and optical properties of the oils was performed. The results showed that 66% of the fatty acids presentin
the pulp oil are unsaturated, while 75% are saturated in the kernel oil. A higher content of intrinsic antioxidants was obtained
in the pulp oil, and an induction period (at 110 *C) of 65 and 43 h was determined for the pulp and kernel oil, respectively.
Additionally, oil absorption increases due to the formation of degradation products, and a new fluorescent compound was
formed during the oil oxidation process at 110 °C. Even though the pulp presented a high content of unsaturated fatty acids,
the pulp oil was more stable than the kernel oil due to its higher content of intrinsic antioxidant, especially carotenoids. The
results also demonstrated that oil oxidation can be optically determined by analyzing the absorption at 232 and 270 nm, as
well as the emission at 424 nm. View Full-Text

Keywords: Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd.; oxidative stability; oil degradation; UV-Vis absorption; fluorescence
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ANEXO I - Esquema do forno utilizado contendo dimensdes e material.
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ANEXO Il — Espectros de absor¢édo da Figura 26.
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ANEXO 111 - Espectros de absorcao da Figura 30b.
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ANEXO IV — Espectros de absorcdo da Figura 36.
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ANEXO V — Espectros de absorcéo da Figura 40b.
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