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Resumo

Esta tese apresenta a potencial combinacdo entre as técnicas eletroquimicas
(voltamétricas e amperométricas) e os eletrodos impressos descartiveis para o
desenvolvimento de métodos analiticos rdpidos e portiteis no monitoramento e/ou
controle de qualidade de amostras ambientais, alimenticias e biocombustiveis. A primeira
parte da tese apresenta o emprego de um eletrodo impresso de grafite resistente a
solventes organicos (SPGrE, do inglés, Screen-Printed Graphite Electrode) acoplado ao
sistema de andlise por injecdo em batelada (BIA) com detec¢do amperométrica para
monitoramento continuo do inibidor de corrosdo, 2,5 dimercapto-1,3,5-tiadiazol
(DMCT), em etanol combustivel, 4gua do mar sintética e 6leo mineral. Amostras foram
diluidas em eletrélito hidroetandlico (95% v/v de etanol contendo 0,1 mol L' de H2SOy).
O sistema analitico pode ser usado continuamente por mais de 200 inje¢des consecutivas
(100 pL de volume de amostra a 193 uL s™) livre de efeitos de adsor¢do do DMCT, com
respostas rapidas (180 h!) e precisas (DPR < 3% n = 10) e limite de deteccdo (LD) de 0,3
umol L. A exatiddo foi avaliada por testes de adi¢do e recuperacdo (93-106%) e
comparacdo com método espectrofotométrico. A segunda parte da tese consiste no uso de
eletrodos impressos de ouro (SPGE, do inglés, Screen-Printed Gold Electrode) associada
a Voltametria de Redissolu¢do Anddica de Onda Quadrada (SWASYV, do inglés, Square-
Wave Anodic Stripping Voltammetry) para a determinag@o de mercirio em suplementos
a base de Oleo de cdpsula de peixe. Avaliaram-se trés procedimentos de preparo das
amostras oleosas: calcinacao, digestdo assistida por ultrassom e bloco digestor. O banho
ultrassom mostrou-se mais eficiente na extracdo de mercurio do 6leo na presenca de uma
mistura concentrada 1:1 (v/v) de HCI/H20: a temperatura ambiente. Quinze minutos de
exposicdo a energia ultrassonica foram suficientes para a extracdo do metal em aliquotas
de 100 mg de um padrdo oleoso certificado contendo mercurio. O LD foi estimado em
0,25 mg L! e uma faixa linear entre 5 e 400 mg L' foi obtida com aplicacio de 90 s de
tempo de deposi¢do no eletrélito suporte composto por uma solugio 0,1 mol L' de HCI.
As amostras de dleo de peixe analisadas apresentaram concentragdo de Hg(Il) abaixo do
valor de LD. Os valores de recuperacdo para amostras enriquecidas com o padrao de 6leo
contendo Hg(II) variaram de 95 a 105%. O método se mostrou preciso (DPR < 3,8%, n =
10) e os eletrodos foram usados continuamente (cerca de 100 analises sem substituicao)
em presenca a mistura oxidante diluida. A terceira parte da tese envolve o emprego de
SPGE resistentes a solventes organicos para desenvolver um método sensivel e rapido na
determinacdo direta de cobre livre em biodiesel e correlacionar os resultados com a
estabilidade oxidativa do biocombustivel. Testes de imersdo de placas de cobre em
biodiesel por diferentes periodos proporcionaram a contamina¢do do combustivel com
cobre devido as caracteristicas corrosivas do biodiesel. A técnica SWASV permitiu a
determinacao de ions Cu(Il) no biodiesel aps uma diluicdo simples das amostras em 90%
(v/v) de etanol contendo 0,1 mol L' de HCl (eletrélito suporte). A estabilidade a oxidacao
de biodiesel com base nos valores do periodo de inducdo (IP) foi realizada pelo método
Rancimat. Os resultados indicaram uma correlagcdo direta entre a diminui¢do da
estabilidade oxidativa do biodiesel e o teor de cobre livre ao invés do contetido total no
biodiesel. Os SPGEs responderam 80 medicdes consecutivas antes da substituicdo por
um novo eletrodo. O método € considerado repetitivo (RSD <5% para n = 10), livre de
interferéncia de matriz (recuperagdo entre 99 € 105%) e LD de 1,5 ug L™ (correspondente
a 1,7 ug kg!). Todos os métodos desenvolvidos permitiram anélises de amostras
complexas de forma rapida, precisa e exata, com baixo consumo de reagentes e baixa
geragdo de efluentes.

Palavras-chave: BIA, alimentos, biodiesel, combustiveis, metais, eletroanalise.



Abstract

This thesis presents the potential association between electroanalytical techniques
(voltammetric and amperometric) and disposable printed electrodes for the development
of fast and portable methods in the monitoring and/or quality control of environmental,
food and biofuels samples. The first part of the thesis presents the use of a organic
resistant screem-printed graphite electrode (SPGrE) coupled to the batch injection
analysis system (BIA) with amperometric detection for continuous monitoring of the
inhibitor of corrosion, 2,5 dimercapto-1,3,5-thiadiazole (DMCT), in fuel ethanol,
synthetic sea water and mineral oil. Samples were diluted in hydroethanolic electrolyte
(95% v/v ethanol containing 0.1 mol L' of HoSO4). The analytical system can be used
continuously for more than 200 consecutive injections (100 uL sample volume at 193 uL
s!) free of DMCT adsorption effects, with rapid responses (180 h™') and precise (RSD <
3% n = 10) and limit of detection (LOD) of 0.3 umol L. Accuracy was assessed by
addition and recovery tests (93-106%) and comparison with spectrophotometric method.
The second part of the thesis consists of the use of screen-printed gold electrodes (SPGE)
associated to the Square Wave Anodic Stripping Voltammetry (SWASV) for the
determination of mercury in fish-capsule oil-based supplements. Three procedures of
preparation of the oily samples were evaluated: calcination, ultrasonic assisted digestion
and digestion block. The ultrasonic bath was more efficient in the extraction of mercury
from the oil presence of a concentrated mixture 1:1 (v/v) HCI/H2O» at room temperature.
Fifteen minutes of exposure to the ultrasonic energy were sufficient for the extraction of
the metal into aliquots of 100 mg of a certified oil standard containing mercury. The LOD
was estimated to be 0.25 mg L' and a linear range between 5 and 400 mg L"! was obtained
with 90 s of deposition time in the support electrolyte composed of a 0.1 mol L! solution
of HCI. The fish oil samples analyzed showed Hg(II) concentration below the LOD value.
The recovery values for samples spiked with the Hg-containing oil standard ranged from
95 to 105%. The method was accurate (DPR < 3.8%, n = 10) and the electrodes were
continuously used (about 100 analyzes without substitution) under the presence of the
dilute oxidant mixture. The third part of the thesis involves the use of SPGE resistant to
organic solvents to develop a sensitive and rapid method in the direct determination of
free copper in biodiesel and to correlate the results with the oxidative stability of the
biofuel. Immersion tests of copper plates in biodiesel for different periods provided the
contamination of the fuel with copper due to the corrosive characteristics of biodiesel.
The SWASYV technique allowed the determination of Cu(Il) ions in the biodiesel after a
simple dilution of the samples in 90% (v/v) ethanol containing 0.1 mol L' of HCI
(supporting electrolyte). The stability to the oxidation of biodiesel based on the values of
the induction period (IP) was performed by the Rancimat method. The results indicated a
direct correlation between the reduction of the oxidative stability of biodiesel and the free
copper content instead of the total biodiesel content. SPGEs responded 80 consecutive
measurements before replacement by a new electrode. The method is considered
repetitive (RSD <5% for n = 10), free of matrix interference (recovery between 99 and
105%) and LOD of 1.5 pg L' (corresponding to 1.7 pg kg™!). All methods developed
allowed rapid, accurate and accurate analysis of complex samples with low reagent
consumption and low effluent generation, as well as the potential for field analysis.

Keywords: BIA, food, biodiesel, fuels, metals, electroanalysis.
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SIGLAS E ABREVIACOES

2,6-TBP = 2,6-di-terc-butilfenol
ABNT = Associa¢do Brasileira de Normas Técnicas

AdSV =do inglés, Adsorptive Stripping Voltammetry (Voltametria de Redissolucio

Adsortiva
ANP = Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustivel
ANVISA = Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ASTM = do inglés, American Society for Testing and Materials (Sociedade Americana

de Testes e Materiais)

ASV =do inglés, Anodic Stripping Voltammetry (Voltametria de Redissolucao
Anddica)

AT = Alta Temperatura de Cura
BHT = Butil-hidroxitolueno
BIA = do inglés, Batch Injection Analysis (Anélise por Injecdo em Batelada)

BIA—-AMP = do inglés, Batch Injection Analysis with Detection Amperometric (Anélise

por Injecao em Batelada com Detec¢do Amperométrica)

BIA—-SPE = Analise por Injecdo em Batelada acoplado ao Screen-printed electrode
BR = Britton-Robson (solu¢@o tampao)

BT = Baixa Temperatura de Cura

COV’s = Compostos organicos volateis

CSV = do inglés, Cathodic Stripping Voltammetry (Votametria de Redissolucio
Catddica)

CZE = do inglés, Capillary Zone Electrophoresis (Eletroforese Capilar de Zona)
DBP = dibutil ftalato
DMCT = 2,5-Dimercapto-1,3,4-tiadiazol

DOP = dioctil ftalato



DOS = dioctil sebacato

DPb = Desvio Padrdo do Branco
DPR = Desvio Padrao Relativo
EA = Eletrodo impresso

EN = do inglés, European Committee for Standardization (Comité Europeu de

Normalizacio)

EPR = Eletrodo Pseudo-Referéncia

ER = Eletrodo de referéncia

ET = Eletrodo de trabalho

FIA = do inglés, Flow Injection Analysis (Andlise por Injecdo em Fluxo)
FIA—SPE = Analise por Injecdo em Fluxo acoplado ao Screen-printed electrode
FL = Faixa Linear

GFAAS = do inglés, Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry (Espectrometria

de Absorcdao Atomica em Forno de Grafite)
GSH = glutadiona reduzida

HPLC = do inglés, High Performance Liquid Chromatographic (Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia)

ICP-MS = do inglés, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (Espectrometria de

Massas com Plasma Indutivamente Acoplado)
IP = Periodo de Inducio

LD = Limite de Detecc¢éo

LQ = Limite de Quantificacdo

NACE = do inglés, National Association of Corrosion Engineers (Associagdo Nacional

de Engenheiros de Corrosao)
0-NPOE = 2-nitrofenil octil éter

PET = Polietileno tereftalato



PG = Propil Galato

PI = Pirogalol

PVC = Policloreto de vinila

R = Coeficiente de Correlacio Linear

S = Coeficiente Angular (inclinacdo) da curva analitica

SPE = do inglés, Screen-Printed Electrode (Eletrodo Impresso)

SPGE = do inglés, Screen-printed Gold Electrodes (Eletrodos Impressos de Ouro)
SPGrE, do inglés, Screen-printed Graphite Electrodes (Eletrodo Impresso de Grafite)

SWASYV = do inglés, Square-Wave Anodic Stripping Voltammetry (Voltametria de
Redissolucao Anoddica por Onda Quadrada)

SWYV = do inglés, Square Wave Voltammetry (Voltametria de Onda Quadrada)
TBHQ = terc-butil-hidroquinona

TCP = fosfato de tricresilo
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1. INTRODUCAO

1.1 Sensores quimicos

Um sensor quimico pode ser considerado basicamente como um dispositivo
utilizado para investigar a presenga e/ou a concentracdo de uma ou mais espécies em uma
determinada amostra de interesse funcionando de maneira continua e seletiva frente a
amostra. De acordo com o tipo de resposta que € obtida durante as determinacdes os
sensores quimicos podem ser classificados de algumas formas, como por exemplo:
opticos, eletroquimicos, elétricos, colorimétricos, magnéticos e  térmicos
(BANDODKAR; WANG, 2014; COMPAGNONE et al., 2017; JANATA, 2009;
LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

O principio de funcionamento de um sensor quimico é converter uma quantidade
quimica de determinada espécie presente na amostra em um sinal, chamado de resposta,
que entdo ¢ identificado e a sua magnitude medida pelo analista. Algumas caracteristicas
sdo importantes no desenvolvimento e comercializacio de sensores quimicos, como
apresentar boa detectabilidade e sensibilidade, ser seletivo diante das espécies de interesse
presentes em uma amostra, ser estavel, garantir respostas rapidas, confiaveis e de facil
compreensdo, ser de ficil manipulacdo e ser de baixo custo (BANDODKAR; WANG,
2014; JANATA, 2009; STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003). Considerando
as caracteristicas citadas acima, os sensores eletroquimicos vém ganhando atencdo nos
ultimos anos devido ao seu baixo custo, sensibilidades adequadas e comparaveis com
métodos tradicionais de anélise, pela portabilidade e possiblidade de anélises no local (“in
loco”, “in situ” ou “on site”) e aplicacdes em diferentes areas (BANDODKAR; WANG,
2014; BRETT, 1999; STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003).

1.2 Sensores eletroquimicos: eletrodos impressos

Sensores eletroquimicos sdo dispositivos capazes de obter informacgdes do
ambiente em que estdo inseridos convertendo a interagdo interfacial entre analito/eletrodo

em um sinal elétrico (HULANICKI; GLAB; INGMAN, 1991).

Em todas as determinagdes qualitativas ou quantitativas os sensores quimicos

respondem a uma espécie em particular ou a uma classe de substincias de uma matriz.
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Contudo, ¢é indispensivel que este sensor esteja conectado a um transdutor de sinal. No
caso dos dispositivos eletroquimicos, o eletrodo € utilizado como elemento de transdugdo
do sinal podendo ser das seguintes formas: potenciométrico, amperométrico,
voltamétrico, condutométrico e impedimétrico (JANATA, 2009; STRADIOTTO;
YAMANAKA; ZANONI, 2003). Nas medidas potenciométricas os sinais analiticos sdo
obtidos pela diferenca de potencial entre dois eletrodos apds um equilibrio ser
estabelecido na superficie do sensor, o qual é proporcional a concentracio das espécies
envolvidas. Nos sensores amperométricos os sinais sdo registrados pelo fluxo de corrente
na célula em decorréncia de reacOes redox do analito de interesse na superficie do
eletrodo. Ja os sensores condumétricos respondem a mudancas da condutividade elétrica
do meio influenciadas pela variacio das concentracdes das espécies iOnicas
(HULANICKI; GLAB; INGMAN, 1991; STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI,
2003).

Uma forte tendéncia no desenvolvimento de sensores eletroquimicos e a
necessidade de analisar e resolver problemas préticos na industria € no campo tém
direcionado a busca por dispositivos miniaturizados, de baixo custo, sensibilidade
seletividade e estabilidades adequadas, e que possam ser acoplados a sistemas versateis e
portateis (PRIVETT; SHIN; SCHOENFISCH, 2008). As técnicas eletroanaliticas
oferecem vantagens importantes, como baixos limites de deteccdo, relativa simplicidade,
equipamentos de baixo custo, possibilidade de automacao e uso de dispositivos portateis.
Essas vantagens foram ampliadas com o advento da tecnologia de serigrafia na década de
1990, que permitiu a produ¢do em grande escala de sensores impressos em tela
descartaveis (SPEs do inglés “screen-printed electrodes’). Estes eletrodos demonstraram
ser viaveis como sensores eletroquimicos para andlises fora de um laboratério fixo,
devido ao seu baixo custo, a sua rapida resposta, desempenho quimico consistente,
sensibilidade adequada e facilidade de operacdo podendo ser utilizados nas areas
biomédicas, ambientais, industriais e de combustiveis (ARDUINI et al., 2016; HART et
al., 2004; HART; WRING, 1997; KIMMEL et al., 2012; LI et al., 2017; METTERS;
KADARA; BANKS, 2011; RENEDO; ALONSO-LOMILLO; MARTINEZ, 2007;
TROJANOWICZ, 2016).

A tecnologia de “screen-printing”, também conhecida como “silk-screen”, e no
Brasil, serigrafia, tem sido promissora na fabricacdo de eletrodos. Este processo

possibilita a producdo de eletrodos em larga escala e pode ser fabricado em qualquer
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laboratério com minima infraestrutura (NASCIMENTO; ANGNES, 1998). E capaz de
produzir uma ampla variedade de geometrias de eletrodos (arranjos ou individuais)
permitindo também a producdo de uma unica plataforma contendo todos os trés eletrodos,
o eletrodo de trabalho (ET), o eletrodo auxiliar (EA) e o eletrodo de referéncia (ER),
diferentemente dos sistemas convencionais de analises em que os trés eletrodos estdo
dispostos separadamente (LI et al., 2012; NASCIMENTO; ANGNES, 1998;
STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003). A maior diferenca entre as células
eletroquimicas convencionais (trés eletrodos independentes) e os eletrodos impressos €
que os SPE’s sdo mais versateis, de menor complexidade e dimensdes e colaboram para
a miniaturizagdo e praticidade do sistema de andlise. Além disso, os SPE’s evitam alguns
dos problemas comuns dos eletrodos sdlidos classicos, como os processos de polimentos
tediosos, pois, ap0Os a passivagdo, o eletrodo pode ser substituidos por um novo (COUTO;

LIMA; QUINAZ, 2016; WINDMILLER; WANG, 2013).

Os SPE’s s@o comercializados atualmente em diferentes formatos e tamanhos por
diversas empresas. Dependendo do objetivo da aplicacdo e do analito, esses sensores
podem ser adquiridos com diferentes tipos de ET tais como, tintas de carbono, nanotubos
de carbono, ouro, bismuto, aluminio, platina, prata, paladio, diamante dopado com boro,
nanoparticulas metalicas, nanofibras, grafeno, 6xidos ou polimeros (DROPSENS, 2018).

A Figura 1 mostra a conformacdo de um SPE comercial da empresa Dropsens.

Figura 1: Representacdo de um SPE comercial.

L Substrato ou
plataforma
Eletrodo auxiliar |*—(@______ Eletrodo pseudo-
referéncia

Eletrodo de trabalho

Camada isolante

Contatos elétricos

Fonte: Adaptado da Dropsens (DROPSENS, 2018).
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1.3 Processo de produc¢io de um SPE: Tintas, aditivos e modificacoes

Os equipamentos, materiais € métodos para a producdo em larga escala de
eletrodos impressos sdo muito bem estabelecidos pelas empresas que fabricam e
comercializam estes sensores (FANJUL-BOLADO et al., 2008b; NASCIMENTO;
ANGNES, 1998). A repetibilidade em espessura e geometria das camadas impressas
colaboram para que os eletrodos sejam robustos e reprodutiveis (LI et al., 2012). Além
disso, no mercado é possivel adquirir equipamentos e suprimentos necessarios como
tintas condutivas, aditivos, plataformas entre outros, para a fabricacdo de eletrodos
impressos voltados para a 4rea de pesquisa e inovagdo ou anélises laboratoriais (HART;

WRING, 1994; KADARA; JENKINSON; BANKS, 2009).

O processo de screen-printing consiste basicamente em aderir uma série de tintas
inertes e condutivas camada-por-camada sobre um substrato s6lido de forma homogénea
e reprodutivel (COUTO; LIMA; QUINAZ, 2016). O formato do eletrodo é definido por
telas ou mascaras com aberturas especificas que delimitam a area de aplicacdo de
determinada tinta. Uma combinacdo de diferentes telas e tintas sdo utilizadas para dar
forma e caracteristicas eletroquimicas ao eletrodo (LI et al., 2012). Ao final da impressao
das tintas, uma camada de um material isolante € utilizada para definir a drea a ser usada
como contato elétrico numa extremidade e outra 4rea para ser a superficie do eletrodo na

outra extremidade (NASCIMENTO; ANGNES, 1998).

E importante mencionar que para um determinado material ser utilizado como
substrato na confec¢do de eletrodos impressos, deve-se apresentar necessariamente
elevada estabilidade quimica e eletroquimica, esta tltima numa ampla faixa de potenciais;
elevado sobrepotencial para producdo de hidrogénio e oxigénio; baixa corrente residual
(capacitiva); compatibilidade com diferentes tintas e aditivos, resisténcia ao meio
eletrolitico e resisténcia mecanica (HAYAT; MARTY, 2014; NASCIMENTO;
ANGNES, 1998). A Figura 2 mostra um processo screen-printing comumente utilizadas

para a producdo dos eletrodos impressos comerciais.
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Figura 2: Esquema das etapas envolvidas do processo de fabricacdo geral de um SPE

comercial.
Tintas de
Tinta de Tinta de Ag carbono ou
Ag ou AgCl grafite ou
ouro I
—l —-
Impressio Impressio do Impressao do
dos contatos eletrodo eletrodo
dutiv auxiliar
condutivos Pseudo-referéncia
Substrato: 4 Impressio do
- Ceramica eletrodo de
- Policloreto de vinila (PVC) trabalho
- Polipropileno (PP)
- Poliéster
- Alumina 5
Camada ‘ I
isolante
——
Impressio do
material

isolante

Fonte: Proprio autor.

O substrato de impressdao ou também chamado de plataforma pode ser composto
por diferentes materiais como (policloreto de vinila) PVC, cerdmica de alumina,
poliésteres, polietileno tereftalato (PET) sendo o componente central para a impressao
das tintas (FANJUL-BOLADO et al., 2008a). Inicialmente, em 1, a primeira camada a
ser impressa € uma tinta metalica condutora (Au, Pt ou Ag) aplicada com érea definida
sob o substrato para fornecer o contato elétrico entre as tintas sucessivas dos eletrodos. A
tinta Ag € a mais utilizada para a fabricacdo de circuitos condutores do SPE, pois possui
um custo menor do que as tintas de ouro ou de platina e apresenta boa condutividade
elétrica (JEWELL et al., 2015; TALEAT; KHOSHROO; MAZLOUM-ARDAKANI,
2014; VENKATA KRISHNA RAO et al., 2015).

Para a camada sucessiva, em 2, uma tela com uma nova area definida é colocada
sob substrato contendo a camada metalica dos contatos, entdo a tinta condutiva de
interesse (tinta de Ag ou Ag/AgCl para o eletrodo de referéncia da Figura 2) cai sobre

uma area vazia da placa. Um rolo ou rodo é movido através da tela para for¢car ou bombear
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a tinta de impressdo através da abertura da tela se aderindo ao substrato. Em geral,
diferentes padrdes de tela sdo usados para imprimir diferentes partes do eletrodo (ET e
EA). Para imprimir duas camadas de tinta em um substrato, a primeira tinta deve ser
solidificada por tratamento térmico. Apos o processo de secagem (cura) da tinta, outra
tela com uma nova area delimitada é fixada sobre o substrato. Novamente a tinta de
interesse, agora para o eletrodo auxiliar, em 3, é derramada sob a tela e o processo se
repete até a secagem. Por fim, o mesmo procedimento para o eletrodo de trabalho como
mostrado em 4. A etapa final, em 5, de impressdo consiste em aplicar uma camada de
uma tinta isolante para conferir protecdo aos contatos elétricos do eletrodo com o meio
externo. As regides nao isoladas s@o aquelas que irdo desempenhar funcdes ativas, como
o local contendo os trés eletrodos que estara em contato com a amostra e a regido final do
caminho condutivo de prata que sera conectado ao potenciostato. Este procedimento €
mecanicamente robusto e permite a producdo em larga escala de eletrodos. No entanto,
muitos parametros podem afetar o processo de impressdao, como a composi¢ao das tintas,
forca de espalhamento, viscosidade, o tratamento térmico, etc. (HART; WRING, 1997;
JADAV etal., 2018; LI et al., 2012; MOHAMED, 2016; THIYAGARAJAN et al., 2014;
WANG; MUSAMEH, 2004).

As tintas comerciais de carbono, ouro, prata e cobre sdo as mais utilizadas na
producdo dos SPE’s, contudo, a de carbono tem sido largamente utilizada por apresentar
algumas vantagens sobre outras tintas, como custo menor, baixas correntes residuais,
facilmente modificdvel e por proporcionar uma regeneracdo da superficie mais eficiente
(WANG et al., 1998). A composi¢do das tintas usadas na fabricacdo dos eletrodos é o
fator mais critico, pois a seletividade e sensibilidade de detec¢do estdo diretamente
relacionadas com o material utilizado. A grande versatilidade é que as tintas de impressao
podem ser modificadas pela adi¢do de diferentes compostos (metais, enzimas, polimeros,
agentes complexantes, nanomateriais etc.) com o objetivo de melhorar as propriedades
eletroquimicas através das novas caracteristicas fisico-quimicas do eletrodo

(ECONOMOU, 2018).

Alguns aditivos, como plastificantes e ligantes, sdo adicionadas as tintas (eletrodo
de trabalho, referéncia e auxiliar) para garantir a adesdo e a dispersao do material de forma
eficiente e homogénea no substrato. Estes aditivos estdo diretamente relacionados com

propriedades importantes nos eletrodos como, rugosidade, espessura, resisténcia quimica

21



e elétrica, além disso, influenciam também nas caracteristicas analiticas como

sensibilidade e seletividade. (KIT-ANAN et al., 2012; LIN et al., 2008).

Os plastificantes comumente utilizados na fabricacao de um SPE sao o 2-nitrofenil
octil éter (0-NPOE), o dioctil ftalato (DOP), dioctil sebacato (DOS), dibutil ftalato (DBP),
e fosfato de tricresilo (TCP) e sdo responsdveis principalmente pela adesdo da tinta ao
substrato. J4 os ligantes mais comuns sdo as resinas epoxi, acetato de celulose, resinas de
poliuretana ou resinas fendlicas tendo como fun¢do a homogeneizacio dos constituintes
das tintas. A concentracdo e a compatibilidade entre os aditivos sdo fatores chave para a
producdo de eletrodos impressos robustos. As variacdes das massas de ligantes e
plastificantes podem resultar em alteracdes na viscosidade das tintas, na resisténcia
elétrica, nas propriedades fisicas e quimicas e na vida ttil do eletrodo (CUI et al., 2001;
FRAG et al., 2011; JADAV et al., 2018; KROGER; TURNER, 1997; MOHAMED,
2016).

A maioria dos componentes das tintas (plastificantes e ligantes) requerem
condic¢des especificas de temperatura de cura para que o sensor nao seja destruido ou
exiba efeitos negativos durante as analises devido a secagem. Desta forma, a escolha dos
aditivos € realizada em fun¢do da temperatura adequada da secagem da tinta. Porém, esta
bem estabelecido que os processos de impressao e cura e diferencas na composi¢do das
tintas comerciais tém efeitos significativos nas propriedades eletroquimicas do sensor

produzido (KHALED; MOHAMED; AWAD, 2008; MOHAMED, 2016).

A mistura de solventes como acetona e cicloexanona, ajudam a manter todos os
componentes da tinta em sua forma liquida e com viscosidade adequada, até a aplicagao
nas placas de impressdo. A escolha do solvente da tinta condutiva depende principalmente
na aplicacdo e da superficie de impressdo e, geralmente possuem baixa pressdao de vapor
para que ndo ocorra a secagem prematura da tinta. Solventes com elevadas taxas de
evaporacao podem alterar a viscosidade durante o processo de impressao resultando em
uma tinta nio homogénea e de dificil manipulacio. E altamente aconselhavel o uso de
agua como solvente na formulacdo das tintas por ser ambientalmente favoravel. Contudo,
a solubilizacdo dos componentes das tintas e a adesdo ao substrato ¢ comprometida

(ALEEVA; PIGNATARO, 2014; MOHAMED, 2016).

Além da possibilidade de produzir inimeros eletrodos pela incorporagdo de varios

compostos as tintas de impressao, a superficie do eletrodo de trabalho p6s fabricagcdo pode
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ser facilmente modificada pela deposicio de materiais cataliticos para aprimorar o
desempenho eletroquimico (LI et al., 2012; RENEDO; ALONSO-LOMILLO;
MARTINEZ, 2007; WRING; HART, 1992). Em principio, tais modificacdes podem ser
realizadas por metodologias eletroquimicas ou por simples dispersdo do material de
interesse na superficie do eletrodo de trabalho. A formacado de filmes de merctrio em
eletrodos de carbono convencionais tem sido aplicada ao longo dos anos para a
determina¢do de metais pesados em niveis de tracos em amostras ambientais, bioldgicas
e de combustiveis. Entretanto, com o surgimento do SPE, essa modificacdo também foi
possivel para este tipo de eletrodo, e metais como Cu, Zn, Pb, Cd foram analisados em
diferentes amostras. A desvantagem desse tipo de modificacio € o uso de mercurio t6xico
que pode representar uma ameaga ao meio ambiente devido a geracdao de residuos
(HONEYCHURCH; HART, 2003). Consequentemente, outros metais foram explorados
como filmes de Au, Ag, filmes de Ni e Bi. Neste caso, estas peliculas finas sdo
depositadas no eletrodo de trabalho do SPE constituido geralmente por algum material de

carbono (RENEDO; ALONSO-LOMILLO; MARTINEZ, 2007).

Através da formacdo de filmes metalicos sobre o eletrodo de carbono, os limites
de deteccdo e sensibilidades sdo consideravelmente melhorados com o auxilio de
metodologias de redissolugao (“stripping ) que pré-concentram o analito de interesse na
superficie do eletrodo. Nesse mesmo sentido, as modificagcdes com nanomateriais, por
exemplo, nanotubos de carbono, grafeno, nanoparticulas de ouro ou prata, apresentam
caracteristicas interessantes como o aumento da area superficial e, consequentemente, a
melhora da sensibilidade do sensor. No entanto, o principal problema de formacao de
peliculas na superficie do eletrodo € garantir a reprodutibilidade adequada durante
sucessivas modificacdes (COUTO; LIMA; QUINAZ, 2016; HONEYCHURCH; HART,
2003; MOHAMED, 2016; TRACHIOTI; HRBAC; PRODROMIDIS, 2018).

As resinas de troca i0nica, agentes quelantes, aminodcidos, polimeros, bases de
Schiff, azul da Prussia e diferentes materiais de carbono nanoestruturados ja foram
utilizados nas modificagdes do SPE como uma alternativa para contornar os problemas
de seletividade e fornecer caracteristicas diferentes ao novo eletrodo. Outra forma de
modificagdo € a producdo de biossensores através da incorporacdo de materiais bioldgicos
no SPE. As enzimas exibem um comportamento mais seletivo em relagdo as modificacoes
sintéticas. Eles tém alta especificidade devido a fatores como tamanho, forma e grupos

funcionais. Biossensores baseados em SPEs levaram a novas possibilidades na deteccao
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e quantificacdo de biomoléculas (glicose), pesticidas, antigenos, DNA, microrganismos
e enzimas. Contudo, o estudo da distribuicdio e da estabilidade dos materiais
modificadores na superficie do eletrodo de trabalho do SPEs é um aspecto muito
importante, uma vez que a maioria das propriedades eletroquimicas dependerd da
eficiéncia dessa cobertura superficial (ALONSO-LOMILLO; DOMINGUEZ-RENEDO:
ARCOS-MARTINEZ, 2010; SHARMA et al., 2018; TALEAT; KHOSHROO;
MAZLOUM-ARDAKANI, 2014; TROJANOWICZ, 2016).

Atualmente, os SPEs produzidos com tintas de ouro sdo vendidos comercialmente.
Diferentes tipos podem ser adquiridos dependendo dos objetivos do analista
(DROPSENS, 2018). Alguns eletrodos sdo resistentes a solventes organicos, adequados
para analise em meio ndo aquoso, e outros sdo destinados a analise exclusivamente em
meio aquoso. Eletrodos de ouro com diferentes propriedades eletroquimicas podem ser
adquiridos de acordo com as temperaturas de cura durante a impressao. Esses eletrodos
sdo robustos, t€ém boa sensibilidade e baixos limites de detec¢do, especialmente para
metais toxicos, além disso, sua superficie pode ser facilmente modificada com outros

materiais.

1.4 Aplicacoes dos SPE’s

O uso de eletrodos impressos € recente, principalmente quando se trata de sensores
voltados para andlises bioldgicas. Em uma busca pela literatura, os primeiros relatos do
surgimento de eletrodos impressos estdo relacionados com o sensor de glicose comercial
“pen-sized”. Em 1987, Matthews et al. (MATTHEWS et al., 1987) publicaram um artigo
no qual descrevia o desenvolvimento de um biossensor impresso para a leitura direta de
glicose no sangue. O eletrodo descartavel com substrato de PVC era conectado a um leitor
eletronico do tamanho de uma caneta, dai o nome “pen-sized” com cerca de 13,5 cm de
comprimento por 0,9 cm de diametro e que continha um display. Uma gota de sangue do
paciente € aplicada a area definida do eletrodo. A medida consistia na oxida¢do da glicose
para acido gluconico catalisada pela Glicose-oxidase depositada sob a superficie do
eletrodo. Os elétrons gerados sdo transferidos para um eletrodo adjacente (grafite) por
meio de um mediador (ferroceno). A magnitude da corrente gerada € proporcional a

concentracdo de glicose no sangue que é exibido em mg/dL no display. Nao foram
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descritos mais detalhes sobre os componentes do eletrodo. Os autores concluiram que o
método apresentou boa exatiddo, era rapido, preciso e silencioso e se tornaria promissor

para a comercializacdo.

Em 1992 WRING e HART (WRING; HART, 1992) escreveram um artigo que
enfatizou os detalhes praticos para a fabricacdo de sensores de forma geral e sua posterior
avaliagdo. Os autores dividiram o trabalho em trés partes. Em primeiro lugar foi realizada
a producdo dos eletrodos impressos por serigrafia no qual foi demonstrada com grande
clareza cada etapa de fabricacdo do dispositivo. Os aditivos, o design, a geometria e 0s
equipamentos necessarios foram discutidos pelos autores. Posteriormente, os sensores
produzidos foram avaliados eletroquimicamente e, por fim, aplicados para a determinacao
direta de acido ascoOrbico e glutadiona reduzida (GSH) em sangue humano. Neste trabalho
os autores constataram que os eletrodos impressos de carbono ndo modificados e
modificados com ftalocinaninas foram produzidos com facilidade, rapidez e apresentaram
baixo custo, além disso, as determinagdes das biomoléculas diretamente do sangue foram

promissoras.

Uma revisdo publicada por HART e WRING em 1994 (HART; WRING, 1994)
os autores descreveram o projeto e a fabricacdo de sensores eletroquimicos voltamétricos
e amperométricos impressos em tela, juntamente com suas aplicacdes para o
monitoramento in situ de biomoléculas, drogas e potenciais poluentes ambientais. Entre
as diferentes aplicagdes, os eletrodos foram utilizados para as determinagdes de 4cido
ascorbico, acido urico e glicose. Na classe dos farmacos foram demonstradas anélises de
paracetamol, 4cido salicilico e teofilina. E com foco ambiental foram analisados chumbo,
cadmio e cobre por técnicas eletroquimicas de pré-concentracdo além da determinacgdo de
inseticidas organofosforados. Os autores concluiram que é amplamente aceito que os
sensores portateis e descartiveis oferecem uma oportunidade ideal para realizar anélises

rapidas, simples e de baixo custo sem a necessidade de um laboratério complexo.

HART e WRING em 1997 (HART; WRING, 1997) abordaram a aplicacao deste
tipo de eletrodo nas areas biomédica, ambiental e industrial. No que se refere as
aplicacdes biomédicas foram demonstradas determinacdes de biomoléculas, tais como a
glicose, lactose, colesterol, DNA etanol, acido trico e os compostos organicos volateis
(COV’s) contendo enxofre. Para o foco ambiental e industrial, foram mostradas
aplicacdes nas determinacdes de formaldeido, hidrazina, nitrito, fenol, paracetamol,
pesticidas, herbicidas e metais toxicos. Neste mesmo trabalho também foram discutidas
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as possiveis modificagdes da superficie dos eletrodos impressos e os processos de

fabricagdo desses dispositivos.

NASCIMENTO e ANGNES em 1997 (NASCIMENTO; ANGNES, 1998)
publicaram uma revisdo brasileira no qual abordou a tecnologia de impressao em tela para
aproducdo em larga escala de eletrodos impressos e as diversas aplicagdes. Neste trabalho
foram apresentadas as etapas de fabricacdo, os detalhes e as estratégias para a construgdo
de eletrodos modificados e nao modificados, assim com as tintas, os aditivos e as
respectivas propriedades que cada uma exerce sobre o produto final. Os autores
destacaram o excelente desempenho da amperometria na determinacdo de pesticidas,
biomoléculas e farmacos utilizando os eletrodos impressos. Além disso, foram discutidas
o desenvolvimento e aplicacao destes sensores para gases como, carbonico, monodxido de

carbono, hidrogénio, amdnia, 6xidos de nitrogénio, COV’s e de umidade.

Em outras duas revisdes publicadas os autores focaram no uso de eletrodos
impressos nas areas biomédicas. Na primeira revisio (ALBAREDA-SIRVENT;
MERKOCI; ALEGRET, 2000), foi enfatizada a discussdo de diferentes configuragdes
utilizadas na fabricacdo de biossensores. Os autores mostraram a influéncia do tipo de
deposi¢cdo, manual ou eletroquimica, de multiplas camadas biologicas sobre o substrato
do eletrodo impresso. Além disso, foi demonstrado o uso de tintas ou pastas de
compoOsitos depositadas em duas ou mais etapas. Diferentes procedimentos de
imobilizacdes enzimaticas também foram discutidos. Como analitos de interesse cabe
ressaltar a determinacdo de glicose, acido latico, etanol, pesticidas e metais pesados
utilizando esses biossensores. Na segunda revisao (ALONSO-LOMILLO;
DOMINGUEZ-RENEDO; ARCOS-MARTINEZ, 2010), os autores discutiram a
aplicacdo de diferentes biossensores para anélises in sifu de microrganismos na prevengao
de problemas epidémicos de saide humana, animal e vegetal. Inicialmente foram
demonstradas as diferentes formas de imobilizacdo de materiais biologicos como DNA e
antigenos nos eletrodos impressos para a deteccdo de Escherichia coli e Salmonella
entérica em amostras de agua de rio, leite entre outras. Na segunda desta revisdo,
diferentes microrganismos (E. coli, Pseudémonas) foram imobilizados nos sensores a fim
de serem avaliados na determinacdo de fendis, acidos graxos, agrotdxicos, mono- €

dissacarideos em leite em aguas residuais

HONEYCHURCH e HART em 2003 (HONEYCHURCH; HART, 2003)
publicaram uma revisdo mostrando os métodos de fabricacdo, o design e o desempenho
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de varios eletrodos impressos a base de carbono (SPCE) para o monitoramento de metais
em amostras bioldgicas, ambientais e industriais. Foram apresentados aspectos
importantes dos eletrodos como faixa linear e limites de detec¢do apds a formacao de
filmes de Hg e Bi, Au e Cu, uso de agentes quelantes e modificagdes quimicas sobre a
superficie do eletrodo de trabalho de carbono. Os principais metais analisados por esses
eletrodos foram Cu®*, Zn**, Pb**, Ag" e Cd*" em amostras de dgua potivel, em lencdis

fredticos, urina e sangue.

HART em 2004 (HART et al., 2004) escreveu uma revisao a respeito da
fabricagdo de sensores e biosensores eletroquimicos baseados na tecnologia de impressao
em tela e suas aplicacdes em analises farmacéuticas, biomédicas, ambientais e industriais.
Porém, os autores deram énfase especifica a biomoléculas naturais, drogas e potenciais
poluentes ou toxinas ambientais e industriais. O trabalho mostrou as indmeras
modificagdes que podem ser realizadas nos eletrodos impressos com a finalidade de
melhorar as caracteristicas eletroquimicas. Materiais como enzimas, antigenos,
membranas, aminoécidos, 6xidos metalicos, DNA, foram utilizados e, alguns casos, a
estabilidade do sinal analitico ap6s a modificacdo foi de até 52 semanas. Por outro lado,
foi demostrado que os eletrodos ndo modificados de carbono foram eficientes nas
determinagdes de compostos farmacéuticos e vestigios de explosivos. Os autores
concluiram que as técnicas de fabricacdo e modificacio das tintas de impressao assim
como a estabilizacdo das modificacdes nos eletrodos estdo em constante melhora. Ainda
destacaram os beneficios econdmicos de tais sistemas analiticos portateis e versiteis para
andlises em campo e que podem perfeitamente ser utilizados por analistas ndo

qualificados devido a facilidade de manipulacdo e controle.

Uma das revisdes mais completas a respeito dos avangos recentes dos eletrodos
impressos e suas aplicacdes foi publicada em 2007. Os autores defendem que as tintas ou
pastas a base de carbono sdo geralmente as mais utilizadas na fabrica¢do de SPE’s devido
a sua facilidade de modificacdo e seu baixo custo em relacdo aos eletrodos de ouro ou
prata, por exemplo. A formacdo de filmes de Hg, Bi, Au e Ni e modificagdes com
nanoparticulas, polimeros, enzimas e antigenos sobre as tintas de carbono do SPE
mostrou a ampla aplicacio desses sensores na determinagdo de pesticidas, herbicidas e
metais pesados, e em ensaios bioldgicos para a determinacido de glicose, colesterol,
peréxido de hidrogénio, etanol e compostos fendlicos. Além disso, foi demonstrado como

imunossensores para ensaios eletroquimicos na determinacdo de hormodnios, analises
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clinicas, toxinas em alimentos, medicamentos e contaminantes ambientais (RENEDO;

ALONSO-LOMILLO; MARTINEZ, 2007).

LI em 2012 (LI et al., 2012) publicou uma revisao na qual foram apresentados os
principios de fabricacdo, materiais de impressdo, como as tintas e aditivos, novos designs
e procedimentos eletroquimicos para o pré-tratamento dos eletrodos impressos com o
objetivo de remover de constituintes das tintas e dos aditivos que podem alterar a
funcionalidade dos dispositivos. Esta revisdo, com foco ambiental, mostrou a aplicacao
de diferentes SPE’s em testes de rotina da qualidade da dgua como pH, oxigénio
dissolvido, nitrato e fosfato. Também foram discutidos o uso dos dispositivos para as
andlises de compostos organicos como, fendis, pesticidas, herbicidas, hidrocarbonetos
poliaromaticos e residuos de antibidticos, a deteccao simultanea de metais (Pb, Cd, Hg e

As), gases poluentes (CO, NOx e COV’s), além de elementos radioativos e bactérias.

TALEAT em 2014 (TALEAT; KHOSHROO; MAZLOUM-ARDAKANI, 2014)
apresentou uma revisao composta de 226 artigos sobre a gama de possibilidades para as
modificacdes de eletrodos impressos e suas respectivas aplicacdes bioldgicas. Nos
trabalhos referenciados, os autores demonstraram o uso de eletrodos, geralmente de
materiais carboniceos, modificados por vérios tipos de compostos diferentes como,
nanoparticulas metalicas, polimeros, liquidos i0nicos, enzimas, DNA e antigenos. As
aplicacdes foram amplas, deteccdo de DNA e biomarcadores de cancer, imunossensores
para a determinacdo de microrganismos, toxinas € hormodnios, sensores enzimaticos para
glicose, perdxido de hidrogénio, varias drogas farmacéuticas, neurotransmissores € amino

acidos.

BARTON (BARTON et al., 2016) publicou uma revisao abordando aplica¢des de
eletrodos modificados com filmes de merctrio, bismuto, SPEs de carbono quimicamente
modificado e ndo modificado, SPEs baseados em inibi¢do enzimatica, para a
determina¢do de metais pesados em agua de rio, solo e sedimentos, dgua de chuva, dgua
de torneiras, dgua do mar, bebidas, sangue e lencoéis fredticos. Uma outra discussdo
interessante dos autores mostrou uma visao geral dos analisadores de metais como o ICP-
MS que sdo caros, exigem preparo de amostras, além de ndo possibilitar analises in loco.
Uma alternativa interessante seria o uso de analisadores portateis baseados em
voltametria de redissoluc@o anddica que podem ser aplicados para as determinacdes de

metais em niveis traco (ug kg!) sem a necessidade do preparo moroso das amostras. Além

28



disso, os sistemas podem ser utilizados no local da coleta das amostras e apresentam um

custo muito menor comparado com os equipamentos convencionais.

COUTO em 2016 (COUTO; LIMA; QUINAZ, 2016) publicou uma revisao a
respeito do uso de eletrodos impressos para analises de farmacos e compostos bioldgicos.
Os autores discutiram de forma detalhada a producdo do SPE, o design e os aditivos
usualmente utilizados nos dispositivos. Nesta revisao os eletrodos mais abordados foram
os de carbono puro, os alétropos como os de grafeno e grafite, os nanotubos de carbono
e as modificacdes com nanoparticulas e enzimas, € os imunossensores. As aplicacdes
farmacoldgicas foram amplas assim como as amostras que contaram com formulagdes

farmacéuticas, urina, sangue e solugdes aquosas.

MOHAMED em 2016 (MOHAMED, 2016) publicou uma revisao mostrando os
principios gerais para a fabricacdo nio industrial de eletrodos impressos, e os efeitos de
aditivos como plastificantes, aglutinantes, solventes e as tintas de carbono na performance
do produto final. Além disso, foram discutidas possiveis modificacdes dos eletrodos
como a formacdo de filmes metalicos de mercurio, a eletrodeposi¢do de nanoparticulas,
o uso de liquidos idnicos e a incorporacdo de material biologico para andlises seletivas.
Como foco farmacéutico as aplicagdes foram voltadas para o controle de qualidade de
medicamentos testes e determinacdo de residuos farmacéuticos em amostras ambientais,
alimentares e biologicas. Por fim, foram apresentadas as possiveis aplicacoes e direcoes

de pesquisa para anélise farmacéutica.

LI em 2017 (LI et al., 2017) abordou o uso de SPE para determinacdes
eletroanaliticas. Neste trabalho os autores descrevem as aplicagdes de diferentes SPE’s
tais como o0s, modificados com filmes de bismuto, nanoparticulas metélicas,
nanomateriais de carbono, biopolimeros e material biologico para deteccdes de metais,
pesticidas e herbicidas além de compostos fendlicos. Neste mesmo trabalho foram
abordadas também as aplicacdes de eletrodos de prata ndo modificados e eletrodos
impressos de carbono nao modificados ativados eletroquimicamente para a determinagao

de fenol em poluentes industriais.

SQUISSATO em 2018 (SQUISSATO et al., 2018a) abordou a aplicacdo de
diferentes tipos de SPE’s para o monitoramento de aditivos e contaminantes
(antioxidantes, corantes € metais) em combustiveis fosseis e renovaveis como biodiesel,

diesel de petrdleo, etanol e querosene de aviacdo. Nesse trabalho os autores relataram que

29



os eletrodos impressos podem ser modificados necessario em muitos casos como forma
de fornecer maior sensibilidade, seletividade e eliminar interferéncias de matriz. O
preparo das amostras, para a maioria dos trabalhos citados, era realizado apenas pela
simples dilui¢do no eletrdlito apropriado o que simplificava o método de andlise e
diminuia a geracdo de residuos. Além disso, o uso de eletrodos impressos colabora para
miniaturizacdo do sistema facilitando analises de combustiveis em campo e em tempo

real.

1.5 Analise por injecao em batelada (BIA)

A crescente demanda por andlises rapidas e a necessidade por resultados no campo
(in loco) e em tempo real para um grande nimero de amostras favoreceram o
desenvolvimento de pesquisas voltadas para a construcio de sistemas automatizados com
elevada frequéncia analitica, boa precisdo e exatiddo, e que possuam caracteristicas
portéteis, além de apresentar um custo por andlise inferior as metodologias tradicionais
(JANASEK; FRANZKE; MANZ, 2006; VUILLEMIN et al., 2009). Neste sentido,
metodologias baseadas em sistemas por injecdo em fluxo (FIA, do inglés, Flow Injection
Analysis) receberam grande aten¢do nas décadas de 1980 e 1990. O principio de
funcionamento do FIA consiste na injecdo em intervalos regulares da amostra que é
transportada ao detector por um fluxo continuo de um liquido transportador (RUZICKA;
HANSEN, 1978). A combinacdo do sistema FIA com detectores eletroquimicos
proporcionaram altas velocidades de andlises, exatiddo e precisdo, boa sensibilidade e
ampla aplicabilidade em diferentes setores como o ambiental, industrial e quimico

(TROJANOWICZ, 2011).

Outros conceitos inovadores para metodologias analiticas automatizadas foram
introduzidos. No ano de 1991, Wang e Taha (WANG; TAHA, 1991a) apresentaram uma
nova técnica baseada na andlise por inje¢do em batelada (BIA, do inglés, Batch Injection
Analysis), a qual representa uma forma alternativa e promissora de realizar testes rapidos
e eficientes em substitui¢do ao FIA. De maneira geral a técnica BIA, diferentemente do
FIA, envolve a injecdo de alguns microlitros de amostra com o auxilio de uma
micropipeta diretamente sobre a superficie do eletrodo de trabalho (na posi¢do “wall-jet )
que esta acoplado a célula e imerso por uma grande quantidade de eletr6lito. Como uma

vantagem em relacdo ao sistema FIA, o sistema BIA elimina o uso de bombas, valvulas
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ou conexodes caras e o descarte de solugdes transportadoras, principalmente em analises
em meios organicos onde sdo geradas grandes quantidades de residuos (QUINTINO;

ANGNES, 2004).

O primeiro sistema BIA proposto por Wang e Taha consistia de uma célula
eletroquimica de acrilico na qual o eletrodo de trabalho era posicionado em um orificio
na parte inferior da célula com sua superficie direcionada para cima. Entdo, a ponteira de
uma pipeta era alocada de forma segura em outro orificio localizado na tampa da célula
e exatamente contraria a face do eletrodo de trabalho. E de grande importincia a ponteira
da pipeta se manter de forma estavel e rigida na tampa da célula, além disso, o analista
deve garantir que a distancia entre a ponteira e a superficie do eletrodo sempre serd a
mesma em todas as injecoes a fim de garantir reprodutibilidade as medidas. Para isso, o
eletrodo de trabalho poderia ser movido para cima ou para baixo até que fossem feitos os
ajustes necessarios. Em outros dois orificios na tampa os eletrodos de referéncia (ER) e o
auxiliar (EA) eram introduzidos e fixados. A célula continha um dreno para evitar que o
eletrélito transbordasse ap0s injecdes sucessivas. Uma barra de agitacdo era adicionada
dentro da célula para a solucdo eletrolitica se manter sob constante agitacdo (WANG;
TAHA, 1991a, 1991b, 1991c). Atualmente, as células BIA utilizadas possuem
praticamente as mesmas configuragdes da inicial, com melhorias no material de
revestimento e no acabamento onde sdo comportados os eletrodos e a pipeta, além disso,
a reducd@o do volume da célula (aproximadamente 100 mL) colabora para a geragao de
menos residuos. Recentemente, novos modelos de células sdo produzidos para acoplar
os eletrodos impressos, os quais serdo discutidos posteriormente. A Figura 3 ilustra as
células BIA desenvolvidas ao longo dos anos por diferentes grupos de pesquisa (BRETT;
BRETT; MITOSERIU, 1995; CARAMIT et al., 2015; DIAS et al., 2016; QUINTINO et
al., 2002; RICHTER et al., 2016; SILVA et al., 2012; TORMIN et al., 2014, 2011;
WANG; TAHA, 1991a).
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Figura 3: Ilustracdo dos sistemas BIA desenvolvidos ao longo dos anos.
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Fonte: Figura retirada de (ROCHA et al., 2018).

Os procedimentos de injecao das amostras podem ser realizados por micropipetas
convencionais ou eletronicas. Contudo, para se garantir maior precisdo dos parametros
do volume injetado e da velocidade de injecdo, as pipetas eletronicas sdo altamente
recomendadas devido sua forma precisa de regulagem eletronica. Desta forma, mesmo
com analistas inexperientes, as injecoes podem ser realizadas de forma reprodutivel. Por
outro lado, bons resultados obtidos com o sistema BIA também sdo atribuidos a
combinacdo de outros dois fatores: o primeiro estd relacionado com o principio
hidrodindmico da célula na configuracdo wall-jet e o segundo € a elevada diluicdo da
amostra na solugdo eletrolitica apds a injecao (BRETT; BRETT; MITOSERIU, 1994;
GIMENES et al., 2012; QUINTINO; ANGNES, 2004). Diferentemente das primeiras
células eletroquimicas para o uso em BIA que comportavam volumes entre 250 até
700 mL, as células atuais tiveram seus volumes reduzidos para aproximadamente 120 mL
pois os estudos demonstraram que os efeitos de memodria das espécies analisadas nao
foram observados. A reducdo do volume da célula BIA € outro ponto importante pois

diminui a geracdo de residuos p6és andlises, sdo mais faceis de manusear e facilitam as
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andlises em campo, mantendo as mesmas caracteristicas analiticas das células com

grandes volumes (QUINTINO; ANGNES, 2004).

Dentre as técnicas eletroanaliticas a amperometria € uma das mais utilizadas em
associacdo com a andlise com sistemas BIA. Nas medi¢des amperométricas, a corrente é
monitorada em funcdo do tempo sob um potencial fixo e as dreas de pico (ou alturas de
pico) sdo proporcionais as concentracdes do analito. O motivo para essa preferéncia esta
relacionado a elevada frequéncia analitica durante os experimentos e boa sensibilidade
para uma gama de compostos. Além disso, respostas lineares numa ampla faixa de
concentracdes sao geralmente obtidas nos experimentos e os picos de corrente obtidos
sdo sobrepostos a uma corrente residual constante e baixa (BRETT; BRETT;
MITOSERIU, 1994; NASCIMENTO; ANGNES, 1998; OLIVEIRA et al., 2016;
QUINTINO; ANGNES, 2004). Contudo, alguns fatores na escolha do potencial fixo de
trabalho devem ser considerados. A sele¢do de potenciais extremos (mais positivos para
as espécies que oxidam ou negativos para as espécies que reduzem) aumentam a
probabilidade de interferéncia de outras espécies eletroativas presentes na amostra ou no
eletrolito o que comprometeria a seletividade do método. De forma geral, quando um
potencial menos positivo (proximo a 0,0 V) é escolhido, uma condi¢do mais seletiva é

obtida.

1.6 Sistema BIA acoplado com eletrodos impressos

Desde o desenvolvimento do sistema BIA em 1991 por Wang e Taha até os dias
atuais transcorreram cerca de 28 anos. Nesse intervalo, varios trabalhos foram publicados
utilizando diferentes eletrodos de trabalho, comerciais ou fabricados em laboratérios, e
que foram acoplados ao sistema BIA, possibilitando a detec¢do de uma gama de analitos
por técnicas como a amperometria e a voltametria. O protdtipo da célula inicialmente
proposto foi modificado ao longo dos anos pelos pesquisadores com o intuito de se
adequarem a outros tipos de eletrodos que ndo apresentavam a forma convencional de
bastdo, como o de diamante dopado com boro (QUINTINO; ANGNES, 2004; ROCHA
et al., 2018). Entretanto, a maioria dos eletrodos convencionais esta sujeita a passivacao
ou envenenamento devido a adsor¢do de espécies na superficie dos materiais que o
compode. Esses problemas geralmente sdo contornados através de polimentos da

superficie do eletrodo e tratamentos eletroquimicos o que provoca certo desconforto ao
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analista devido ao aumento do tempo de cada analise. Por outro lado, existem dificuldades
relacionadas a reprodutibilidade dos eletrodos apds as indmeras modifica¢des possiveis.
Somado a isso, o sistema BIA contando com trés eletrodos individuais (trabalho,
referéncia e auxiliar) dificulta o implemento de analises em campo principalmente pela
questao da portabilidade uma vez que mais componentes individuais sdo necessarios para

a montagem do sistema (NASCIMENTO; ANGNES, 1998).

Nos dias atuais o campo da quimica analitica tem exigido o desenvolvimento de
sistemas portateis para atender as necessidades de andlises em campo (WANG, 2002).
No ramo da eletroandlise os eletrodos impressos em tela (SPE’s) ¢ uma alternativa
atraente nesse aspecto devido ao baixo custo (producdo em grande escala), respostas
rapidas e precisas, e pela simplicidade e robustez devido a possibilidade de combinar os
trés eletrodos (trabalho, auxiliar e pseudo-referéncia) em um tnico disposto de ceramica,
plastico entre outros materiais. Além disso, o uso dos SPE’s contorna a tediosa etapa de
limpeza do eletrodo (assim como ocorre nos eletrodos sélidos), pois ao identificar a
passivacdo da superficie de trabalho do dispositivo durante as medidas, um novo SPE

pode ser utilizado para os experimentos seguintes.

O fendmeno de passivacdo ou contaminacdo do eletrodo pode ser minimizado
acoplando-se o SPE em células eletroquimicas para sistemas de analise por inje¢do em
fluxo (FIA—SPE) ou de analise por injecdo em batelada com agitacdo (BIA—SPE), desta
forma ha uma reducdo do tempo de contato do analito de interesse com o eletrodo de
trabalho aumentando o tempo de vida ttil do sensor. Considerando as caracteristicas das
células BIA e dos SPEs, concluiu-se que um sisttma que a combinagdo de ambos
dispositivos tem grande potencial para ser utilizado como um sistema eletroquimico
portétil (STEFANO et al., 2016). O primeiro trabalho utilizando o BIA-SPE ¢ de 2014,
no qual foi proposto um sistema totalmente portéatil, apropriado para anélises em campo,
robusto, reprodutivel e sensivel. O desempenho do sistema foi avaliado na determinagdo
de analitos modelos, como peréxido de hidrogénio, diclofenaco, e metais pesados (Pb,
Cu e Hg) (TORMIN et al., 2014). Ap6s a publicacdo do trabalho, uma versao do sistema
BIA-SPE estd sendo comercializada pela Dropsens (Oviedo, Espanha) oriundo da
parceria do grupo de pesquisa com a empresa (RICHTER et al., 2016; TORMIN et al.,

2014). A Figura 4 mostra uma representacao de uma célula BIA para eletrodos impressos.
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Figura 4: (A) — Esquema do sistema BIA acoplado com eletrodo SPE para deteccoes
eletroquimicas. A) ponteira da micropipeta, B) tampa da célula BIA, C) corpo da célula
D) solugdo do eletrdlito suporte, E) cabo SPE e F) SPE. (B) Imagem do sistema em

perspectiva.

A = (B)

LF]

Fonte: Préprio autor. Adaptado de (CARAMIT et al., 2015).

O sistema BIA—SPE pode ser combinado com acessodrios alimentados por baterias
como a pipeta eletrOnica, potenciostatos portéteis, tablets ou notebooks originando um
conjunto eletroquimico portétil e robusto (TORMIN et al., 2014; WANG, 2002). Os
detalhes especificos sobre a montagem, posicionamento dos eletrodos impressos,
operacdo durante experimentos voltamétricos € amperométricos, assim como 0s sinais
obtidos e os fendmenos na superficie do eletrodo podem ser acessados em videos

disponibilizados na internet (NUPE 1Q-UFU, 2015a, 2015b).

Neste trabalho, em especifico, foi utilizada a técnica de amperometria para a
deteccao de diclofenaco e peroxido. Os perfis do sinal obtido nas determinacdes estdo
diretamente relacionados as etapas de injecdo e difusdo da amostra pela pipeta na
superficie do eletrodo. Através da Figura 5, o transporte de massa € o0s sinais

eletroquimicos obtidos pelo sistema BIA—SPE amperométrico podem ser explicados.
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Figura 5: Esquema das etapas operacionais durante o periodo de injecao de uma amostra
sob a superficie de um SPE e os respectivos sinais obtidos em um experimento por BIA

com detec¢do amperométrica.
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| |
| | — E*

Fonte: Proprio autor. Adaptado de (QUINTINO; ANGNES, 2004).

O esquema da Figura 5 mostra as etapas operacionais do sistema de injecdo da
amostra pela pipeta eletronica e respectivos sinais adquiridos no eletrodo. Em A encontra-
se a pipeta contendo a amostra com o analito solubilizado no eletrélito apropriado antes
do inicio da injecdo. Em A*, observa-se uma corrente constante referente ao eletrolito
suporte com auséncia das reacdes redox na interface eletrodo/solu¢do. No inicio da
injecdo da amostra em B, a soluc@o contida na ponteira da pipeta € deslocada para a
superficie do eletrodo e, com isso, ocorre um aumento brusco do sinal de corrente em B*
resultante da conversao redox do analito na superficie do eletrodo de trabalho (corrente
positiva para oxidagdo e negativa para reducdo). No dltimo instante da injecdo, etapa
mostrada em C, apds toda solu¢do da pipeta ser descarregada na superficie do eletrodo
um patamar miximo de corrente € alcancado permanecendo constante durante um
intervalo de tempo muito pequeno como mostrado em C*. Na proxima etapa D ocorre a
dispersdo do restante da solugdo sobre o eletrodo e a dilui¢ao no eletrdlito acompanhado

por uma queda abrupta da corrente referente a saida do analito de interesse da superficie
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do eletrodo, como pode ser visto em D*. Por fim, em E/E*, apds o término do processo
de difusdo a corrente € restabelecida para as condi¢des de equilibrio inicial assim como
mostrado antes da injecdo. A magnitude do sinal de corrente € proporcional a
concentracdo da espécie a ser determinada, apresentando a forma de um pico transiente
que decresce até a linha base pelo efeito de limpeza do eletrodo de trabalho promovida
pelo grande volume de eletrdlito. Além disso, a velocidade de remoc¢do do analito da
superficie do eletrodo e consequentemente os efeitos de passivagdao nos SPE’s podem ser
minimizados pela adi¢cdo da agitacdo magnética, pois a convecc¢do acelera a dilui¢do da
amostra no eletrolito apds o término da injecdo (BRETT; BRETT; MITOSERIU, 1994;
QUINTINO; ANGNES, 2004; WANG; TAHA, 1991a).

1.7 Técnicas eletroanaliticas envolvendo redissolucao

Com a descoberta em 1952 por Barker e Jenkin (BARKER; JENKINS, 1952) da
pré-concentragdo de espécies eletroativas na superficie da gota de um eletrodo de
mercirio conferindo um aumento aprecidvel da sensibilidade, muitos trabalhos
posteriores, principalmente da década de 70 e 80, mostraram as potencialidades e as
vantagens desta técnica. A andlise por redissolucao (Stripping Analysis) é um termo geral
que engloba uma familia de técnicas eletroanaliticas que fazem o uso de uma etapa
preliminar de pré-concentracdo do analito na superficie do eletrodo de trabalho. Essa
etapa de acumulagdo € a responsavel pelo aumento da sensibilidade (LD na ordem de 10
12 mol L) da analise de redissolucio em comparacio com a deteccio eletroquimica
convencional quando o analito eletroativo alcanga a superficie do eletrodo por difusdo ou

convecc¢do forcada (ECONOMOU, 2010) .

Basicamente o processo ocorre em duas etapas: na primeira, ocorre a etapa de
concentracdo do analito de interesse na superficie do eletrodo. Na segunda ocorre a
deteccao realizada durante o processo reverso, ou seja, a redissolucdo ou remocao do
analito aderido na superficie do eletrodo para a solucdo eletrolitica. O sinal obtido é,

portanto, proporcional a concentragcdo do analito (HERZOG; BENI, 2013).

Na redissolugdo voltamétrica os analitos sdo pré-concentrados sobre um eletrodo
de trabalho e posteriormente, as espécies pré-concentradas sdo redissolvidas para a
solugdo pela aplicacdo de uma varredura de potenciais. O sinal voltamétrico registrado

durante este processo fornece indica¢do sobre a natureza do analito (valor do potencial)
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e sua concentracdo ( valor da corrente). Os analitos sdo acumulados no eletrodo sob
condic¢des de eletrdlise (anddica ou catddica) ou no potencial de circuito aberto (baseado
na adsor¢do). Desta forma, as técnicas de voltametria de redissolu¢do podem ser divididas
em trés grupos principais: a voltametria de redissolucdo anddica (ASV); a voltametria de
redissolucdo catédica (CSV) e a voltametria de redissolugdo adsortiva (AdSV)

(HERZOG; BENI, 2013; NOBRE; MAZO, 1997, WARD JONES et al., 2007).

Na ASV o analito € pré-concentrado na superficie do eletrodo através da aplicagao
de um potencial negativo suficiente para reduzir o analito na superficie do eletrodo de
trabalho. Esta etapa é geralmente realizada sob agitagdao para facilitar o transporte de
massa até a superficie do eletrodo. A seguir, a etapa de deteccao € realizada varrendo-se
o potencial do eletrodo da direcdo anddica (sentido positivo). Assim, o analito
previamente depositado na superficie do eletrodo € oxidado e, portando, redissolvido para
a solugcdo. As equagdes quimicas (1) e (2) ilustram as etapas de deposi¢do do metal
(reducdo) e a redissolucdo (oxidag¢do) sobre a superficie de um eletrodo de trabalho de

ouro. Adaptado de (BARTON et al., 2016).

Etapa de deposi¢do: Mg + ne” + Aui) — M(Au) (D

Etapa de redissolu¢cdo: M(Au) — M@ug™" + ne” + Aug) 2)

No caso da CSV, a etapa de acumulagdo do analito € realizada pela aplicacdo de
um potencial positivo na qual haverd a formacdo de uma espécie oxidada insoluivel do
analito, por exemplo, a acumulacdo de Mn** como MnO,. A detecgdo ¢é realizada pelo
monitoramento da reducdo das espécies para a forma inicial. JA4 na AdSV a pré-
concentracdo de metais € realizada por meio de acumulacdo baseada na formacgdo de
complexos entre o analito de interesse e ligantes organicos adsorvidos na superficie do
eletrodo de trabalho. A interacdo geralmente ocorre na interface entre o eletrodo s6lido e
a solucao do analito e € frequentemente mediada pela presenga de um agente complexante
como, por exemplo, a dimetilglioxima no caso da detec¢do de Ni?* (HERZOG; BENI,
2013; KAJIC et al., 2003; PEREZ-RAFOLS et al., 2017b; WANG et al., 2000).

Durante a etapa de redissolucao voltamétrica da espécie a varredura de potenciais

pode ser em aplicada sob forma de onda ou em rampa linear. Contudo, a varredura pulsada
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de potenciais contribui para que a corrente capacitiva seja minimizada, de tal forma que
a corrente faradaica (processo redox) é medida com minima influéncia da corrente
capacitiva (carregamento do eletrodo, corrente residual) e desta forma torna os métodos
voltamétricos mais sensiveis (WANG, 2007). Dentro deste contexto, destacam-se 0s

modos de varredura voltamétricos de pulso normal, pulso diferencial e onda-quadrada.

A voltametria de redissolu¢@o € uma técnica que tem sido muito utilizada ao longo
dos anos, principalmente na determina¢do de metais tragcos em amostras ambientais,
bioldgicas, alimenticias e de interesse industrial. Inicialmente o uso dos eletrodos
classicos de gota de merctirio e, posteriormente, o filme de mercurio trouxeram vantagens
como alta sensibilidade, reprodutibilidade e elevado sobrepotencial para a evolucdo de
hidrogénio. No entanto, devido a toxicidade do mercurio seu uso para analise em campo
ou em laboratérios foi limitado fortemente principalmente por regulamentacdes
ambientais levando a investigacdao de materiais alternativos como eletrodos incluindo
metais nobres (ouro, platina e prata), bismuto e materiais de carbono (carbono vitreo,
pasta de carbono, diamante dopado com boro) (ARINO et al.,, 2017; KOKKINOS;
ECONOMOU, 2008; WANG, 2005).

O primeiro trabalho utilizando eletrodos impressos para 0 monitoramento de
metais pesados é datado de 1992. Os eletrodos utilizados foram adquiridos em uma
farmécia local e a principio eram sensores comercializados para a determinacgdo de glicose
sanguinea. Eram constituidos de um eletrodo trabalho de carbono e uma referéncia de
Ag/AgCl suportados em um substrato de PVC. Por ser um sensor composto apenas de
dois eletrodos (trabalho e referéncia) um fio de platina foi utilizado como eletrodo
auxiliar. Os autores realizaram uma modificacdo do eletrodo trabalho através da
deposicao eletroquimica de um filme fino de mercirio para promover a melhora na
sensibilidade dos metais de interesse nas analises. Através da voltametria de redissoluciao
anédica por onda quadrada (SWASYV) foi possivel a detecgdo de 25 pg L' de Cd, 40 ug
L' de Pb e 35 ug L' de Cu em uma mesma varredura utilizando-se trés minutos de
deposicdo dos metais na superficie do eletrodo em meio de tampio acetato 0,02 mol L!
pH 4,8. Com o foco voltado na determina¢@o de chumbo, amostras de urina e 4gua potavel
foram empregas no método. O limite de deteccdo estimado foi de 30 ng L™ para Pb ap6s
10 minutos de pré-concentragdo, além disso, baixos desvios foram obtidos para os testes
de repetibilidade. Os autores concluiram que o uso de eletrodos impressos aliado as

metodologias envolvendo pré-concentracio € altamente atrativo para a analises de rotina
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por apresentarem baixo custo em relagdo aos eletrodos convencionais, promissor em
determinac¢des fora de um laboratério centralizado, ou seja, anilises em campo com 0
auxilio de sistemas portateis e apresentar sensibilidade adequada o que possibilita

aplicacdes nas areas clinicas, industriais e ambientais (WANG; TIAN, 1992).

Desde entdo os eletrodos impressos para a determinacdo de metais tem sido alvo
de pesquisas até os dias atuais. As preocupacdes crescentes com a contaminagao por
metais em alimentos, combustiveis, dguas, solo e atmosfera e os efeitos toxicos aos
organismos levaram ao aumento do monitoramento destas espécies em uma grande
variedade de matrizes. Caracteristicas como baixo custo, alta sensibilidade e seletividade,
facilidade de modificacdo e capacidade de andlises em campo sdo sempre ressaltas nos

trabalhos publicados.

Convencionalmente as detec¢Oes de metais sdo realizadas em laboratérios
centralizados utilizando técnicas espectroscopicas, como F AAS, GF AAS, contudo, ndo
sdo adequadas para andlises em campo devido a ndo portabilidade dos equipamentos. O
monitoramento em in loco de metais permite uma agdo corretiva imediata caso seja
necessaria, além de evitar erros de contaminacdo e perdas associadas a coleta da amostra
(BUFFLE; TERCIER-WAEBER, 2005; PEREZ-RAFOLS et al., 2017a; WANG et al.,
1999; YAO; WU; PING, 2019).

Tendo em vista como uma area promissora muitos trabalhos foram publicados
com respeito ao monitoramento de metais em diferentes matrizes utilizando uma grande
variedade de eletrodos impressos modificados ou ndo. Dentre as amostras utilizadas para
as determinagdes de metais podemos destacar alimentos, combustiveis, ambientais,
biologicas e de solos (ARINO et al., 2017; BARTON et al., 2016; DUARTE et al., 2015;
ECONOMOU, 2018; HAYAT; MARTY, 2014; HONEYCHURCH, 2012;
HONEYCHURCH; HART, 2003; LI et al., 2017, 2012; PEREZ-RAFOLS et al., 2017a;
RANA et al., 2017; SERRANO et al., 2013; SQUISSATO et al., 2018a).
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2.

OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é avaliar diferentes eletrodos impressos (ouro e

grafite) resistentes e ndo resistentes a solventes organicos na determinacdo de

anticorrosivo e metais em diferentes matrizes complexas como biocombustiveis,

lubrificantes, 4gua do mar sintética e suplemento alimentar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolvimento de métodos eletroanaliticos:

1y

2)

3)

com o emprego de eletrodos impressos de grafite resistente a solvente organico
(95% v/v de etanol) acoplado ao sistema BIA com deteccdo amperométrica (BIA-
AMP) para a determinacio direta (simples diluicao das amostras no eletrdlito) de
do anticorrosivo 2,5 dimercapto-1,3,5-tiadiazol (DMCT) em amostras de

bioetanol combustivel, 6leo mineral e 4gua do mar sintética;

com o0 emprego de eletrodos impressos de ouro ndo resistente a solvente organico
com detecc@o por SWASYV para a determinacdo de merctirio em amostras de 6leo
de peixe em cdpsulas ap6s pré-tratamento utilizando métodos de digestao assistida

por banho de ultrassom;

utilizando eletrodos impressos de ouro resistentes a solventes organico (90% v/v
de etanol) associado a detec¢do por SWASYV para a determinagdo direta (simples
dilui¢do) de cobre livre (Cu**) em biodiesel e correlacionar a presenca deste metal
com a estabilidade oxidativa do biocombustivel apos testes simulados de corrosao

de placas metdlicas de cobre pela a¢do do biodiesel.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Agua desionizada de alta pureza (R > 18 MQ cm) foi obtida de um sistema de

purificacdo de 4gua Milli Q (Millipore, Bedford, MA, USA) e utilizada para o preparo de

todas as solucdes aquosas.

Todos os reagentes utilizados no trabalho com a identificacdo do teor (% m/v, %

m/m ou % Vv/v), a empresa em que foi adquirido assim como a cidade onde se localiza o

laboratério do fornecedor estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Lista dos reagentes utilizados no preparo de solucdes e amostras realizados ao

longo do trabalho.

Reagente Teor (Grau) Empresa Origem

Acido sulftrico 98% (m/v) Vetec Rio de Janeiro (Brasil)
Acido acético 99,7% (m/v) Vetec Rio de Janeiro (Brasil)
Acido perclérico 70% (m/v) Vetec Rio de Janeiro (Brasil)
Acido nitrico 65% (m/v) Vetec Rio de Janeiro (Brasil)

Acido cloridrico 37% (m/v) Synth Sao Paulo (Brasil)

Acido fosférico 85% (m/v) Synth Diadema (Brasil)
Acido bérico 99,5% (m/v) AppliChem Darmstadt (Alemanha)

DMCT 98% (m/m) Alfa Aeser Ward Hill (EUA)
Etanol 99,8% (v/v) Vetec Rio de Janeiro (Brasil)
Ferroceno 99% (m/m) Sigma-Aldrich Steinheim (Alemanha)

Hidréxido de sédio 98,0% (m/m) Panreac Barcelona (Espanha)
TBHQ 99% (m/m) Sigma-Aldrich Steinheim (Alemanha)
BHT e 2,6-TBP 98% (m/m) Sigma-Aldrich Steinheim (Alemanha)
Pirogalol (PI) >98% (m/m) Sigma-Aldrich Steinheim (Alemanha)
Propil Galato (PG) >98% (m/m) Sigma-Aldrich Steinheim (Alemanha)
Antiespumante A 100% (v/v) Sigma-Aldrich Steinheim (Alemanha)
Alcool polivinilico 89% (m/m) Sigma-Aldrich Steinheim (Alemanha)
Quimica
Per6xido de hidrogénio 30% (v/v) Barueri (Brasil)
Moderna

Oleo mineral

Sigma-Aldrich

Steinheim (Alemanha)

Fonte: Proprio autor
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Para a primeira parte da tese (monitoramento de inibidores de corrosdo em
amostras complexas), as solucdes analiticas do anticorrosivo foram preparadas
imediatamente antes da utilizacdo a partir da dissolu¢cdo de uma certa massa do padrdo
em etanol resultando em uma solucfio-estoque padrio contendo 1x102 mol L'! de DMCT.
Posteriormente, foram realizadas as dilui¢des adequadas no eletrdlito suporte.

Amostras de bioetanol combustivel foram adquiridas em postos de gasolina da
regido do Tridngulo Mineiro-MG. As amostras de 4gua do mar sintéticas foram
preparadas em laboratério de acordo com a ASTM D 1141-98 (Pratica padrdo para a
preparacdo substituta de dgua do mar) utilizando somente reagentes de grau analitico
como descrito na literatura (MORALES; ARTEAGA, 2016). A Tabela 2 mostra a
composi¢ao da d4gua do mar sintética pela dissolucdo dos sais em 1 L de dgua desionizada.
O pH foi ajustado para 8,2 pela adi¢do de aliquotas de uma solucio contendo 0,1 mol L"!

de NaOH.

Tabela 2: Composi¢ao da 4gua do mar sintética.

Composto Concentracao (g/L)
NaCl 24,53
MgCl» 5,2
NaxSOq4 4,09
CaClz 1,16
KCl 0,695
NaHCO3 0,201
KBr 0,101
H3;BOs 0,027
SrCl2 0,025

Fonte: Proprio autor

As solugdes padrdao aquosas de zinco — Zn(Il), cromo — Cr(Ill), cobre — Cu(Il),
manganés — Mn(II), niquel — Ni(II), chumbo — Pb(II) e mercurio — Hg(II) contendo 1%
(v/v) de HNO:s (utilizado em espectrofotometria de absorcao atdmica) com concentragao
de 1000 mg L' cada uma, foram adquiridas da empresa Quimlab situada em Jacarei-SP,

Brasil.
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Na segunda parte do trabalho (determinacdo de mercurio em capsulas contendo
6leo de peixe) solucdes padroes de trabalho de Hg(Il) foram preparadas pela dilui¢do
adequada da solucio estoque de 1000 mg L™! e acidificada com 1% (v/v) de HCI (eletrdlito
otimizado). Estas solu¢des foram utilizadas para testes iniciais e otimizagdes do método.
Para os experimentos de otimizacdo da digestdo foi utilizado um padrdo oleoso de
merctrio de 100 mg L. Apés as digestdes das amostras as solucdes padrdes de trabalho
contendo Hg(II), Pb(1l), Cu(Il), Zn(Il) e Cr(II) foram preparadas separadamente através
da diluicao apropriada das solucdes estoque em uma solu¢do composta de HCI 0,1 mol
L' +0,5% v/v de H,O, (composigio semelhante a solugdo resultante do procedimento de
digestdo das capsulas de Oleo de peixe). Estas solucdes foram responsiveis pelas
calibragdes internas e estudos de interferentes nas amostras.

Trés amostras de cipsulas de 6leo de peixe (1000 mg de acidos graxos, omega-3)
produzidos a partir de diferentes fabricantes foram comprados nos mercados locais de
Uberlandia e Araguari, Minas Gerais, Brasil.

Para a terceira parte do trabalho (determinagdo direta de cobre livre em biodiesel)
foram preparadas separadamente solucdes padroes de trabalho hidroetandlicas composta
por 90% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de d4gua contendo em cada uma o metal de interesse.
Todas as solugdes mencionadas acima foram acidificadas com 1% (v/v) de HCI (eletrélito
otimizado). A composi¢do das solugdes padrdes hidroetandlicas foram semelhantes a
composi¢do do eletrdlito responsavel por diluir as amostras de biodiesel e sera
posteriormente mencionada na secao de preparo e diluicdo das amostras e nos resultados.

A amostra de biodiesel de dleo de fritura foi cedida pela inddstria Caramuru
situada em Sdo Simao, Goias, Brasil

Todos os reagentes utilizados no desenvolvimento dos trabalhos foram usados
sem procedimento prévio de purificagdo (grau analitico). Apesar dos rdétulos
mencionarem a presenca de metais pesados, ndo houve a necessidade de purificacido dos
acidos, pois, foram diluidos e possiveis contaminantes ficaram com a concentragao
abaixo dos limites de detec¢do dos métodos propostos. Cabe ressaltar que para ambos os
trabalhos envolvendo a determinacdo de metais, todos os materiais de vidro e de plastico
utilizados para a preparacdo e armazenamento das amostras e solucdes foram

descontaminados com acido nitrico (10% v/v) durante 24 h.
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3.2 INSTRUMENTACAO, ELETRODOS E CELULAS
ELETROQUIMICAS

3.2.1 Instrumentacao

Todos os registros eletroquimicos foram conduzidos em um potenciostato
pAutolab tipo III (Metrohm Autolab, Utrecht, The Netherlands), interfaceado a um
computador com sistema operacional Windows 8®. Para o controle do equipamento foram
utilizados os softwares GPES (versao 4.9) e NOVA (versao 1.11.12).

Um cabo conector (DRP-CAC) adquirido da Dropsens® foi necessdrio para a
conexdo entre o potenciostato e os SPEs para as determinacdes de DMCT utilizando a
célula BIA e para medidas nos sistemas estacionarios na determinacido de mercurio em
capsulas de 6leo de peixe ou cobre em biodiesel.

Para os estudos comparativos do anticorrosivo DMCT foram realizadas medidas
espectrofotométricas em um Espectrofotometro Femto, modelo 600 S (Sao Paulo, Brasil),
equipado com uma cubeta de vidro com volume interno de 2 mL e 1 cm de caminho
optico.

Trés diferentes metodologias foram aplicadas e comparadas para as digestdes das
amostras de capsulas de 6leo de peixe, digestdo por ultrassom, calcinagdo e em bloco
digestor. Um banho ultrassonico Ultra Cleaner, modelo 1640A, com capacidade de 3,8
L, 40 kHz de frequéncia e 120 W de poténcia (Sao Paulo, Brasil) e frascos de polietileno
de 15 mL de volume interno foram utilizados para as digestOes auxiliadas por ultrassom.
As amostras calcinadas foram tratadas em um forno mufla da marca Quimis, modelo
Q318M. Um bloco digestor Alfakit 530 (Uberaba, Brazil) com capacidade para 20 tubos
e controle de temperatura foi utilizado.

Para efeitos comparativos, o teor de cobre total nas amostras de biodiesel foi
determinado apds processos de digestdo em banho ultrassom (o mesmo citado acima) e
analisadas por um espectrdmetro de absorcdo atomica, modelo Varian AA 240Z,
equipado com uma lampada de deutério para corre¢do da linha fundo e um sistema de

atomizagdo do forno de grafite GTA 120.
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3.2.2 Eletrodos

Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizados trés eletrodos impressos
diferentes fabricados em uma configuracio planar de trés eletrodos (trabalho, auxiliar e
pseudo-referéncia) em diferentes materiais de impressao e substratos.

A determinacdo de DMCT nas amostras de bioetanol combustivel, 4gua do mar
sintética e 6leo mineral foram realizadas empregando-se eletrodos impressos de grafite
(SPGTE) confeccionados em substrato flexivel de poliéster de 0,5 um de espessura
(Autostat, Reino Unido), contendo os trés eletrodos em um tunico dispositivo (Figura 6).
O eletrodo de trabalho com 2,8 mm de didmetro constituido de grafite, o contra-eletrodo
de grafite e o eletrodo pseudo-referéncia de Ag/AgCl, foram impressos em configuragao
planar empregando tintas condutoras e isolantes (Gwent Electronic Materials Ltd., Reino
Unido). Os processos de cura foram realizados sempre a 60 °C por 30 min apds cada etapa
dos processos de impressdo das tintas e da camada dielétrica. Tais eletrodos foram
fabricados no laboratério do Prof. Dr. Craig E. Banks da Manchester Metropolitan
University (FOSTER et al., 2014). Estes eletrodos foram escolhidos para analisar de
forma direta o anticorrosivo em diferentes amostras complexas por apresentarem boa
resisténcia a solventes organicos, ou seja, ndo interferir visualmente (remocao das tintas
condutivas) ou eletroquimicamente entre o material que o compde e o meio organico. Um
trabalho recentemente pulicado na literatura mostra a boa estabilidade e resisténcia
quimica destes eletrodos em anélises diretas de antioxidantes em biodiesel e querosene

de aviacdo (ALMEIDA et al., 2016).

Figura 6: Imagem do eletrodo SPGrE utilizado para a determinacdo de DMCT. ET:

eletrodo de trabalho; EPR: eletrodo pseudo-referéncia, EA: eletrodo auxiliar.
ET

EPR

Fonte: Proprio autor.
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Eletrodos impressos de ouro (SPGE) fabricados em alta temperatura de cura das
tintas (SPGE-AT), modelo DRP-220AT, foram adquiridos da Dropsens (Oviedo,
Espanha). Sdo fabricados em um substrato cerdmico e projetados em uma configuracdo
de trés eletrodos impressos em uma plataforma plana constituido de um eletrodo de
trabalho em forma de disco de ouro com 4 mm de didmetro interno, um contra-eletrodo
de ouro, e um eletrodo de pseudo-referéncia de prata. Uma camada isolante foi impressa
sobre o sistema do eletrodo de tal forma que apenas os contatos elétricos e as respectivas
regides delimitadas para a deteccdo no eletrodo sdo descobertos. Os SPGE-AT, nao
resistentes a solventes organicos, foram selecionados para a determinacdo de mercurio
nas amostras 6leo de peixe em capsulas.

Na determinagdo direta de cobre livre em biodiesel foram utilizados os SPGE-AT
adquiridos da mesma empresa e com as mesmas configuracdes descritas acima, porém,
resistente a solventes organicos (informac¢do do fabricante Dropsens), tendo em vista
andlises em meios ndo aquosos. A Figura 7 apresenta os dois eletrodos; ndo resistente em

A resistente em B e suas respectivas configuragdes.

Figura 7: (A) SPGE nio resistente a solvente organico; (B) SPGE resistente a solventes
organicos. ET: eletrodo de trabalho; EPR: eletrodo pseudo-referéncia, EA: eletrodo

auxiliar.

Fonte: Proprio autor
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Ativacao do eletrodo de ouro

As superficies dos eletrodos impressos, de forma geral, estdo sujeitas a numerosos
contaminantes, principalmente dos residuos das tintas e demais constituintes utilizados
na fabricacao dos dispositivos ou até mesmo a manipulacao inadequada desses eletrodos,
o que pode afetar as respostas eletroquimicas. E por essa razio que os eletrodos devem
ser tratados quimicamente antes que qualquer medida seja realizada. Todos os eletrodos
SPGE-AT adquiridos (resistentes e ndo resistentes a solventes organicos) foram
condicionados eletroquimicamente da mesma forma de acordo com os procedimentos
descritos (ALMEIDA; RICHTER; MUNOZ, 2014; BERNALTE; MARIN SANCHEZ;
GIL, 2011). A estabilizacdo da linha de base foi obtida mediante varreduras ciclicas
sucessivas (30 ciclos) em uma faixa de potencial de +0,2 até +0,6 V (vs pseudo-
referéncia), a 50 mV s em 0,1 mol L' HCI. A escolha desse intervalo de potencial foi
feita de acordo com estudos preliminares usando voltametria ciclica. Apds o
condicionamento, a resposta dos eletrodos SPGE-AT ndo resistentes manteve-se estavel
por 100 leituras eletroquimicas na determinacdo de Hg no eletrdlito e nas condi¢Oes
otimizadas. J4 para os eletrodos resistentes, as respostas de cobre foram estaveis por 48

leituras no eletrdlito hidroetandlico e nas condi¢des otimizadas do método.

3.2.3 Células eletroquimicas

O desenvolvimento dos trabalhos foi realizado basicamente com o auxilio de dois
tipos diferentes de células eletroquimicas.

As medidas de mercurio nas amostras digeridas das capsulas de 6leo de peixe e
de cobre livre no biodiesel por SWASYV foram realizadas em um béquer de vidro, com
volume interno de 10 mL. O cabo SPE foi utilizado para criar a interface entre os eletrodos
impressos de ouro e o potenciostato. A Figura 8 mostra a disposi¢ao de cada SPGE na

respectiva solucao eletrolitica.
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Figura 8: Sistemas convencionais para as anélises em (A) de merctrio em dleo de peixe

em cdpsulas e em (B) de cobre em biodiesel.

Fonte: Proprio autor

As medidas de DMCT nas amostras de 4gua do mar sintética, bioetanol e 6leo
mineral foram realizadas em uma célula BIA para eletrodos impressos desenvolvida no
grupo de pesquisa. A célula é constituida por um cilindro de polipropileno (diametro
interno de 8cm e comprimento de 6cm) com volume interno de 100 mL
aproximadamente e uma tampa de polipropileno para ser firmemente encaixada na parte
superior do cilindro. O SPGrE € posicionado na base da célula de tal forma que os trés
eletrodos (ET, EPR, EA) do dispositivo estejam delimitados por um orificio localizado
na parte interna da célula. Um O-ring de 0,8 cm de diametro é fixado sob o SPGrE para
limitar a regido de contato dos trés eletrodos com o eletrdlito dentro da célula BIA e evitar
vazamento. A tampa da célula BIA permite a inser¢do da ponteira de uma micropipeta
eletrOnica que se encaixa firmemente na célula sendo que a ponteira da micropipeta €
posicionada na face do eletrodo de trabalho (configuracdo wall-jef) como mostrado na

Figura 9.
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Figura 9: Componentes da célula BIA. (A) Parafusos e placa metélica fixada na base da
célula para firmar o SPGrE. (B) Eletrodo impresso. (C) O-ring para delimitar a drea dos
trés eletrodos no orificio da célula BIA. (D) Célula de polipropileno com volume
aproximado de 100 mL. (E) Tampa da célula com o suporte para a micropipeta. (F) Vista

superior da célula BIA com o eletrodo SPE acoplado.

Fonte: Proprio autor

As injecdes de solucdes padrao ou de amostras utilizando o sistema BIA foram
realizadas por uma micropipeta eletronica (Eppendorf multipette®), alimentada por
bateria, fabricada em Hamburgo na Alemanha. Foi utilizada uma ponteira (Combtips®)
na forma de seringa com capacidade de 1000 uL. que permite inje¢des de 10 a 1000 puL
sob uma velocidade de inje¢io programavel de 28 a 345 uL s! e que foi acoplada a
micropipeta. A altura e a posicdo da tampa da célula garantem que a ponteira da
micropipeta estd sempre a uma distincia constante de 2 mm do centro do eletrodo de
trabalho SPGrE como recomendado em trabalhos prévios usando o sistema BIA (BRETT;
BRETT; MITOSERIU, 1994; STEFANO et al., 2016; TORMIN et al., 2014). O
mecanismo de funcionamento da pipeta consiste na suc¢do das solu¢des ou amostras com
volume proposto pelo usuario. Em seguida ocorre a inser¢do da micropipeta no suporte
superior da célula BIA e as sucessivas inje¢cdes que dependem de parametros variaveis
como volume de injecao e velocidade de inje¢do (otimizadas nesse trabalho). Por fim a
micropipeta € retirada da célula BIA e o processo se inicia novamente com a succ¢ao da
proxima solug@o. A Figura 10 mostra o sistema eletroquimico envolvendo a utilizacdo
do BIA acoplado com o eletrodo SPGrE para as determinagdes DMCT nas amostras

citadas.
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Figura 10: Sistema em BIA para as andlises de DMCT. Em (A) € representado a célula
BIA acoplada ao SPE. Em (B) mostra o zoom da ponteira da micropipeta posicionada
para a injecdo na superficie do eletrodo de trabalho do SPE. Em (C) ilustra o sistema
completo da célula BIA com o SPGrE conectada ao cabo SPE sobre um sistema de
agitacdo automatico. A micropipeta responsavel pelas injecdes € inserida no suporte da

tampa da célula e suspensa por uma garra metalica.

Fonte: Proprio autor.

3.3 PROCEDIMENTOS DE PREPARO DAS AMOSTRAS

As determinagdes de cobre livre em biodiesel e do anticorrosivo DMCT em
bioetanol, 4gua do mar sintética e em 6leo mineral foram realizadas pela simples dilui¢ao
das amostras no eletrélito otimizado antes das analises. J4 as determina¢des de mercurio
em capsulas de 6leo de peixe foram realizadas através das digestdes em banho ultrassom

em condi¢Oes otimizadas. Inicialmente, foi avaliada a eficiéncia de trés procedimentos

51



diferentes de digestdo de amostras através da extracdo de merctirio de um padrao oleoso
de 100 mg L! contendo somente o metal de interesse. As trés metodologias de digestdo

estdo descritas abaixo.

3.3.1 Digestao assistida por ultrassom

Devido as irregularidades da irradiacdo da energia ultrassonica ao longo do banho
¢ importante a verificacdo das regides de maior incidéncia de energia no banho para
garantir a maxima eficiéncia de extracao do metal durante os procedimentos. Esta regido,
onde se encontram os cristais piezoelétricos responsaveis pelo processo de sonicagao, foi
inicialmente avaliada através do teste de imersdo de uma folha de aluminio no banho
(FREITAS et al., 2015).

Posteriormente, uma mistura de HCI concentrado 1:1 (v/v) e H2O2 30% (m/v) foi
utilizada para digerir a matéria organica e liberar o mercirio da matriz da amostra.
Estudos anteriores j4 demonstraram a eficiéncia dessa mistura oxidante na extracdo de
metais em amostras oleosas como o petroleo e lubrificantes (FERREIRA; BARBEIRA,
2009; MUNOZ; OLIVEIRA; ANGNES, 2006). Cerca de 100 mg de cada uma das
amostras de 6leo foram tratadas com 2,0 mL da mistura dentro de tubos Falcon de 15 mL,
seguindo o tratamento com sonicacdo durante 30 minutos em um banho ultrassdnico
montado dentro de um sistema de exaustdo (capela). As tampas dos tubos foram
fracamente enroscadas para facilitar a saida do gas e aliviar a pressdo no interior dos
frascos. Todas extracdes foram feitas em triplicata e um respectivo branco (auséncia de
amostra) também foi preparado. O procedimento de extracdo permitiu o tratamento de
nove tubos simultaneamente a temperatura ambiente posicionados na regido central e a
esquerda do banho com o auxilio de um suporte metalico. Apos 30 minutos, as amostras
digeridas foram avolumadas quantitativamente, no proprio frasco de digestao, para 10 mL
com 4gua desionizada.

Experimentos univariados foram realizados para otimizar alguns parametros
como massa de padrdo oleoso, volume da solucdo extratora e tempo de sonicagdo da
digestdo feita por ultrassom assistido. Inicialmente foi avaliado o volume da solu¢do
oxidante composto por HCl e H,O; 1:1 (v/v) em 500, 1000, 1500 e 2000 uL, mantendo-
se constante o tempo de sonicacdo em 30 min e a massa de padrdo oleoso em 100 mg,
conforme descrito na literatura (FREITAS et al., 2015; MUNOZ; OLIVEIRA; ANGNES,

2006). Otimizada a solucdo extratora, foram realizados novos experimentos variando o
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tempo de sonicagdao em 15, 30, 45 e 60 min, com o volume otimizado da se¢do anterior e
a massa de padrdo constante em 100 mg. Na dltima parte dos experimentos, com o tempo
e o volume da soluc¢do extratora otimizados, variou-se a massa do padrdo oleoso em 100,
200, 300 e 400 mg. Cabe ressaltar que nos experimentos, todos os tubos contendo 0s
digeridos foram avolumados para 10 mL com dgua desionizada. Para cada varidvel trés
digestoes diferentes foram feitas. As leituras dos digeridos foram analisadas em duplicata
pelo método proposto otimizado e quantificadas por adi¢do de padrdo. Os célculos foram
baseados na recuperagdo de mercurio contido na massa de padrdo oleoso pesado e
digerido em cada experimento. A Tabela 3 mostra um resumo das experiéncias realizadas

na otimizagdo da digestdo assistida por ultrassom.

Tabela 3: Planejamento com as varidveis aplicadas visando a otimizacdo do pré-

tratamento do padrdo oleoso contendo mercurio por digestdao em banho ultrassonico.

Parametros da digestao (unidade) Variacao
Volume da solucdo extratora (uL) 500, 1000, 1500 e 2000
Tempo de sonicag¢do (min) 15, 30,45 ¢ 60

Massa do padrdo (mg) 100, 200, 300 e 400

Fonte: Proprio autor

3.3.2 Calcinacao

Em trés cadinhos de platina foram adicionados cerca de 1,0 g do padrao oleoso de
mercurio em cada. Os cadinhos foram colocados sob uma placa elétrica aquecida durante
1 h com aumento gradual da temperatura para que a amostra fosse completamente
evaporada e carbonizada. O material foi entdo incinerado lentamente em um forno mufla.
A temperatura do forno foi aumentada até 550 °C, e mantida até o desaparecimento
completo de qualquer vestigio da matriz (tempo total de aquecimento de 4 h).
Posteriormente, os cadinhos foram arrefecidos até a temperatura ambiente (30 min)
dentro de uma capela e o residuo foi umedecido com vérias gotas de 4cido nitrico
concentrado. Os cadinhos foram novamente introduzidos no forno mufla mantidos a
mesma temperatura (550 °C) durante 1 h. Depois de toda a amostra ser incinerada, os

cadinhos foram arrefecidos até a temperatura ambiente. As cinzas contidas em cada
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cadinho foram dissolvidas num pequeno volume de 1,0 mol L' HCI e foram finalmente
transferidas quantitativamente para trés frascos volumétricos de 10 mL onde foram
completadas com dgua desionizada. Este procedimento foi adaptado da literatura para a
determinacdo de Sn** em biodiesel por voltametria de redissolu¢do anddica por onda
quadrada utilizando-se um eletrodo de carbono modificado com filme de bismuto

(FRENA et al., 2011).

3.3.3 Bloco digestor

Cerca de 600 mg do padrao oleoso de merctrio foram pesados separadamente em
trés tubos de Kjeldahl e tratados com 1,3 mL de uma solucdo 2:1 (v/v) de HNO3/HCIO4
concentrados e colocados no bloco do digestor instalado dentro de um sistema de exaustao
(capela). Inicialmente, as amostras foram aquecidas durante 30 min a 50 °C, depois
durante 1 ha 100 °C e depois durante 30 min a 160 °C. Apds este periodo, os tubos foram
arrefecidos até a temperatura ambiente e adicionou-se mais 1,3 mL da solucdo oxidante.
O bloco foi aquecido por mais 30 min a 160 °C para a digestdo completa da amostra. No
final deste periodo, os tubos foram arrefecidos até a temperatura ambiente e foi
adicionada uma aliquota de 1 mL de uma solucdo 1 mol L' de HCI a cada um dos tubos.
Posteriormente, cada uma das solucdes digeridas foi transferida para baldes volumétricos
e estes completados até o volume final de 10 mL com agua desionizada. O procedimento
foi adaptado da literatura para a determinacio de Se*" em tecido de peixe determinada
por voltametria de redissolucdo catddica com pulso diferencial (LAMBERT; TUROCZY,
2000).

ApOs as digestdes do padrdo oleoso, a eficiéncia de cada metodologia foi avaliada
através da determinacdo de mercurio dos digeridos por voltametria de redissolug¢ao
anddica por onda-quadrada utilizando SPGE-AT. Aliquotas de cada um dos digeridos
foram diluidos na célula eletroquimica de tal forma que a concentracdo final na célula
fosse de 50 ug L. Com o eletrélito e o método SWASV otimizados foi possivel
identificar qual dos trés procedimentos foi o mais eficaz na extracdo do mercurio. Os
calculos foram baseados na determinacio total do metal contido na massa inicial do
padrao oleoso que foi utilizado em cada um dos procedimentos. Cada digerido foi
analisado em duplicata. O método de adicdo de padrdo foi utilizado para quantificar o

metal.
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3.4 MEDIDAS ELETROQUIMICAS
3.4.1 Anadlise de DMCT por BIA-Amperométrico

Solucdes padrdao do anticorrosivo DMCT foram preparadas em etanol pela
dissolu¢do da quantidade ideal do reagente. Apds a otimizagdo do teor de etanol na
solu¢do hidroetanolica e a avaliacdo da solubilidade das amostras (principalmente do 6leo
mineral), o SPGrE foi utilizado para investigar o comportamento eletroquimico do
DMCT em solugdo eletrolitica contendo 95% v/v de etanol, 5% v/v de dgua e diferentes
acidos (cloridrico, sulfiirico e nitrico), todos em 0,1 mol L™! no volume final da solucéo
hidroetandlica. Além disso, solu¢des de tampdo Britton-Robinson foram preparadas
diretamente em 95% v/v de etanol, 5% v/v de dgua pela mistura de 4cidos acético,
fosférico e bérico, todos em concentracdo de 0,04 mol L. A concentracio final deste
eletrdlito foi estimada em 0,12 mol L', considerando-se a soma das concentracdes dos
componentes do tampdo e apresentou pH inicial de 1,05. Ao final, o eletrdlito
hidroetanélico contendo o tampao foi ajustado com NaOH 1,0 mol L' parapH2 e 4. As
medidas por voltametria ciclica foram realizadas no intervalo de 0,0 V a +1,2 V e
velocidade de varredura de 50 mV s™' em todos os eletrélitos contendo o DMCT. Solugdes
padrao de DMCT foram preparadas em 95% de etanol e 5% de 4dgua (v/v) contendo acido
sulfirico 0,1 mol L' no volume final (eletrdlito suporte otimizado) para a construcdo das
curvas analiticas no sistema BIA otimizado. Todas as amostras foram analisadas apos
uma diluicao de 100 vezes no eletrdlito antes da inje¢cdo com a micropipeta. A célula BIA

foi preenchida com 100 mL do eletrélito, que foi substituido apds 200 injecdes.

3.4.2 Anadlise por Voltametria de Redissolucio Anddica por Onda
Quadrada na determinacido de mercirio em capsulas de éleo de

peixe

Inicialmente, foram avaliados diferentes eletrolitos de suporte (HCI, HNOs3,
H>SO04 e HCIO4 cada um a 0,1 mol L) na detecgdo de 50 ug L' de merciirio adicionado
a célula convencional. A concentragio do eletrélito otimizado (0,005, 0,05, 0,1 e 0,5 mol
L") também foi avaliada na presenca de 50 ug L' de merciirio. Em seguida, os parametros
de SWASYV frequéncia, amplitude de potencial e degrau de potencial foram avaliados em
0,1 mol L' HCI (eletrélito otimizado) e o método aplicado nos padrdes oleosos digeridos.

Aliquotas de 1000 pL dos digeridos (obtidos por digestdo assistida por ultrassom,
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calcinagdo ou bloco digestor) foram diluidas por um fator de 10 vezes no eletrélito. Apds
os célculos para a determinagcdo de mercurio nos diferentes métodos de extracdo, o
procedimento mais eficiente foi otimizado e aplicado nas amostras de 6leo de peixe em
capsulas. O mesmo fator de diluicao do padrio foi utilizado para amostras digeridas, além
disso, método de adi¢dao de padrdo foi empregado para a quantificagdo do merctrio em

todas as fases do trabalho.

3.4.3 Analise por Voltametria de Redissolucio Anddica por Onda

Quadrada na determinacao direta de cobre livre em biodiesel

O teor de etanol no eletrdlito foi estudado nas proporgdes percentuais de 70; 80 e
90% (v/v) com agua, especialmente devido ao objetivo principal deste trabalho, que € a
andlise direta de amostras de biodiesel. A escolha do procedimento para a preparacdo de
solucdes hidroetandlicas baseou-se em manipulagdo simples, reagentes facilmente
disponiveis e atoxicos. O teor de etanol no eletrdlito foi avaliado visualmente pela
formacdo estavel de uma microemulsdo, diluindo-se 200 puL de biodiesel em cada uma
das diferentes propor¢des etanol/dgua. Posteriormente, para detecgdo de 20 ug L' de
cobre foi avaliada diferentes eletrdlitos de suporte (HCl, HNO3; e HClO4), todos com
concentracio final de 0,1 mol L! na propor¢io ja otimizada de etanol/agua. Além disso,
a concentracio do eletrdlito suporte (0,02, 0,1 e 0,5 mol L") também foi avaliada. Os
parametros de SWASV foram otimizados em 90% de etanol e 10% de agua contendo
0,1 mol L' de HCI no volume final (eletrdlito selecionado). As amostras de biodiesel
(testes de imersao, fortificadas e controle) foram analisadas diretamente no eletrdlito apos
uma diluicdo de 50 vezes, ou seja, 200 uL de biodiesel em 10 mL do eletrdlito. A
quantificacdo do teor de cobre nas amostras biodiesel foi realizada pelo método de adi¢ao

de padrao.

3.5 PROCEDIMENTOS DE FORTIFICACAO DAS AMOSTRAS

Ensaios de adi¢do e recuperacdo foram empregados para avaliar a exatidao de cada
método proposto.

Na determinacao de DMCT, todas as amostras foram fortificadas (dopadas) em

dois niveis de concentragdes diferentes pela diluicdo adequada da solucdo estoque do
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anticorrosivo preparadas em etanol, todos os dias antes de realizar as leituras. As mesmas
amostras dopadas foram utilizadas para as leituras no método comparativo.

Para a determinacao de merctrio, as capsulas de 6leo foram abertas e dopadas em
trés niveis de concentracao diferentes do padrao oleoso de mercurio antes do processo de
digestao.

As amostras de biodiesel foram fortificadas em dois niveis de concentragcdo a
partir da diluicdo apropriada de uma solu¢do padrdo hidroetandlica de cobre (mesma
composi¢cdo do eletrdlito), preparada no dia da anélise. Nao foi realizada a dopagem do

biodiesel com algum sal de cobre devido a baixa solubilidade no biocombustivel.

3.6 ENSAIOS DE CORROSAO POR TESTES DE IMERSAO ESTATICO

Os testes de imersdo estitica foram realizados para a simulacdo dos processos
corrosivos de biodiesel em placas de cobre. Este teste foi proposto para produzir amostras
de biodiesel contendo cobre extraido das placas devido a presenca de dcidos organicos
formados nos processos de degradacdo do biocombustivel. Os ensaios simulam, por
exemplo, o processo de corrosdo de recipientes e pecas internas dos motores que contém
partes metélicas de cobre e estdo em contato direto com o biodiesel (HASEEB et al.,
2011).

Trés tiras de cobre cada uma com 1 mm de espessura e 4,48 cm® de 4rea
(considerando os dois lados da placa, a espessura e a area do furo na placa utilizada como
suporte) foram cortadas de uma placa maior (cedida pelo Instituto de Quimica). As
mensuracdes de cada placa foram obtidas com o auxilio de um paquimetro digital. As
placas de cobre foram submetidas a um tratamento superficial com uma lixa d’agua, grao
320. Em seguida foram entdo lavadas com 4gua destilada, sabdo neutro e desengorduras
com &lcool (99.8% v/v) e acetona e, posteriormente secas em estufa com temperatura de
50 °C, Figura 11. Todo o procedimento foi realizado de acordo com o método ASTM
G31-72 para Teste de Corrosdo de Imersdo Laboratorial de Metais (o padrdo

correspondente brasileiro ¢ a ABNT NBR 7413) (FERNANDES et al., 2013).
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Figura 11: Modelo das placas de cobre utilizado nos testes de corrosdao por imersao em

biodiesel.

Fonte: Proprio autor

Cada placa foi suspensa por um material inerte e imerso (Teflon) em 90 mL de
biodiesel (obedecendo a razdo volume/4rea da placa de 20 mL cm™ de acordo com o
proposto nas normas) contido em trés frascos ambar diferentes de acordo com a Figura
12). Os frascos foram tampados e armazenados em local ao abrigo da luz com temperatura
média entre 25 e 30 °C. Nos experimentos, cada placa foi mantida em contato direto com
o biodiesel por diferentes tempos (24, 48 e 72 h). A amostra controle ndo continha a placa
de cobre e serviu para comparacdo com as demais amostras. Ao término de cada periodo
de imersdo, uma aliquota de 200 puL do biodiesel correspondente foi retirado do frasco e
diluida no eletrélito para a realizag¢do da determinagao do teor de cobre livre pelo método

SWASYV otimizado utilizando os eletrodos SPGE-AT resistentes a solventes organicos.

Figura 12: Sistema empregado para os experimentos de corrosiao por imersdo de placas
de cobre em biodiesel de acordo com a ABNT NBR 7413. Em A, suspensao das placas

de cobre pelo teflon, em B, imersao das placas de cobre no biodiesel.

Controle 24 h 48 h 72 h

Fonte: Proprio autor
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3.7 ANALISES DE ESTABILIDADE OXIDATIVA DOS BIODIESEIS

As medidas de estabilidade a oxidacdo foram realizadas utilizando um modelo de
equipamento Rancimat 873 (Metrohm, Herisau, Suica) e quantificadas pelo periodo de
inducdo (IP) de acordo coma norma européia EN 14112. O teste envolve a passagem de
ar atmosférico seco a uma taxa constante (10 L h'') através de 3 g de amostra em um tubo
que € aquecido a uma temperatura especificada de 110 °C. Uma vez que a matéria
organica comeca a ser oxidada, os produtos voléateis (principalmente 4dcidos organicos de
cadeia curta) sdo coletados e armazenados em um vaso contendo dgua desionizada. As
moléculas recolhidas no recipiente contendo dgua comecam a ionizar. O tempo de
inducdo (medida da estabilidade oxidativa) é o ponto de ruptura da curva de
condutividade em relacdo ao tempo registrado pelo equipamento Rancimat. Quando a
condutividade desta solu¢do aumenta rapidamente, obtém-se uma curva de oxidacao cujo
ponto de inflexdo é conhecido como periodo de induc¢do (IP) (FOCKE; WESTHUIZEN;
OOSTHUYSEN, 2016; YAAKOB et al., 2014). Para justificar a presen¢a de cobre livre
e o total e os respectivos efeitos na degradacao do biodiesel, as amostras submetidas aos
testes de imersdo, as fortificadas com padrao de cobre e uma controle foram submetidas

a esta analise em duplicata.

3.8 METODOS COMPARATIVOS

3.8.1 Determinacio espectrofotométrica de DMCT

A espectrometria de absor¢@o no UV-Vis foi utilizada como método comparativo
para a determinac¢do de DMCT nas amostras. As analises foram realizadas de acordo com
Ahmed, 2001 JAMALUDDIN AHMED; MAMUN, 2001). De forma resumida, a
metodologia se baseia na complexagdo do DMCT com ions cobre para formar um
complexo de cor amarelo esverdeado e, dessa forma, intensificar a absorbancia lida pelo
equipamento. A curva de calibracdo foi construida a partir de uma solucdo padrdo de
1 mmol L' de DMCT cuja faixa de trabalho foi de 10 a 50 pmol L™!. Uma aliquota de
uma solugado padrao aquosa de Cu(Il) (em excesso) foi adicionada a cada ponto da curva
de calibracdo e nas amostras para formar o complexo. Devido a cinética lenta, a reagao
foi mantida exatamente por 1 minuto e, em seguida, a absor¢ao molecular foi monitorada

a 390 nm.
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3.8.2 Determinacao de cobre total nas amostras de biodiesel por

espectrometria de absorcao atomica em forno de grafite (GFAAS)

As amostras de biodiesel utilizadas nos testes de imersdo, as amostras fortificadas
e uma amostra controle foram digeridas pelo procedimento de digestdo assistida por
ultrassom de acordo com uma metodologia adaptada da literatura (FREITAS et al., 2015).
A digestdo de cada amostra foi feita em duplicata. Foi utilizado espectrometro de
absor¢do atdmica, equipado com uma lampada de deutério para a corre¢ao de fundo e um
sistema de atomizacdo em forno de grafite. Todas as medidas foram realizadas usando
absorbancia integrada. O gis argdnio com 99,99% de pureza (White Martins) foi usado
como gas de purga durante todas as etapas, exceto durante a atomizacdo, quando foi
interrompido para a medi¢do do elemento. Uma lampada de catodo oco de cobre foi
operada a 324,8 nm como fonte de radiacdo. As condicdes de operacao utilizadas durante
todos os procedimentos foram recomendadas pelo fabricante. O programa de temperatura
utilizado € mostrado na Tabela 4 e foi adaptado da literatura (MUNQOZ et al., 2005). As
curvas analiticas foram construidas a partir da dilui¢cdo adequada de uma solucdo padrao
aquosa de cobre. Todos os pontos da curva foram acidificados com 1% de HCI (compde
a solucdo extratora). A curva de calibragdo e as respectivas amostras digeridas foram
transferidas para recipientes proprios e acomodadas no sistema de auto-amostrador do
equipamento. A aliquota injetada pelo equipamento foi de 20 pL. As leituras dos pontos
da curva assim como das amostras foram feitas em triplicata e o limite de detec¢cdo

calculado para o cobre foi 212 ng g'!.

Tabela 4: Parimetros de operagdo do programa para a determinacio de cobre por GFAAS das

amostras de biodiesel.

Fluxo de argonio

Etapa Temperatura (°C) Tempo (s) (L min")
Secagem 1 85 5,0 0,3
Secagem 2 95 40,0 0,3
Secagem 3 120 10,0 0,3

Pirolise 800 5,0 0,3
Atomizacao 2300 0,8 0,0
Limpeza 2300 2,0 0,3

Fonte: Proprio autor.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Determinacio de DMCT em agua do mar sintética, bioetanol combustivel

e 6leo mineral utilizando SPGrE

Figura 13: [Ilustracdo grafica do trabalho desenvolvido para determinac¢do do
anticorrosivo DMCT em agua do mar sintética, bioetanol combustivel e 6leo mineral

utilizando SPGrE

De acordo com a Associagdo Nacional de Engenheiros de Corrosdao dos EUA (do
inglés, NACE), o custo estimado com as perdas provenientes de processos de corrosao
nas principais economias do mundo foi estimado em 2,5 trilhdes de dolares em 2013
(KOCH et al., 2016). A presenga de agentes oxidantes, variagdes do pH e presenca de
metais de transi¢cdo (que atuam como catalisadores) sdo o0s principais fatores que
contribuem para a deterioracdo de tubulac¢des industriais e combustiveis. Desta forma, a
adicao de anticorrosivos € fundamental para evitar o fendmeno da corrosio em diferentes
ambientes (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Os inibidores de corrosdo organicos, por exemplo, imidazois, aminas primarias,
diaminas, acidos graxos, ésteres de fosfato e acidos dodecilbenzenosulfonicos, entre
outros, tem sido utilizado em larga escala para prevenir tais processos de deterioracdo
(OLIVARES-XOMETL et al., 2013). Dentre estes, o DMCT, pertencente a classe de

tiadiazdis, tem recebido atenc¢do por apresentar propriedades interessantes como biocida
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e fungicida (MATYSIAK; MALINSKI, 2007), uso em catodo de baterias recarregaveis
(SHU et al., 2006), utilizado na produg¢ado de polimeros condutivos (HUANG et al., 2001)
e agente quelante de metais JAMALUDDIN AHMED; MAMUN, 2001). Além disso,
estudos demonstraram que esta molécula possui alta capacidade como agente
anticorrosivo em diferentes meios agressivos a metais como descrito abaixo.

Estudos realizados utilizando-se solugdes salinas (3,5% NaCl) com imersao de
placas de cobre (YADAV; SHARMA, 2010), imersao de aco carbono em 1 mol L't de
H>SO4 (CHEN; LUO; LI, 2011) e imersao de placa de cobre em 0,5 mol L' de HCI (QIN
et al., 2011) mostraram que adi¢des de até 10 mmol L' de DMCT nas solugdes citadas
foram suficientes para alcancar uma eficiéncia satisfatéria na inibicdo da corrosdo das
placas. Em outras aplicacdes, a adicdo de DMCT em 6leos lubrificantes aumentou a vida
util do mesmo, contribuiu minimizando os efeitos corrosivos em partes metélicas e
diminuiu o desgaste gerado pelo atrito de pecas em motores (HU; WEI; ZONG, 2006;
WANG et al., 2014; XUE et al., 2017).

Assim, a adi¢@o de inibidores de corrosido, como o DMCT, € essencial para evitar
o desgaste de tubulacdes utilizadas no transporte de alguns produtos, como Oleos e
subprodutos, dguas com alta salinidade e dgua do mar, ou também para evitar a
degradacdo de combustiveis que estio em contato direto com partes metédlicas. O
mecanismo de inibicao consiste basicamente da adsor¢cdo do DMCT sobre a superficie do
metal, criando um filme protetor contra os processos corrosivos. E importante ressaltar
que a adsorcdo do DMCT € uma adsorcao abrangente, incluindo tanto adsorcao fisica
quanto adsorcdo quimica, ou seja, ndo ocorre apenas por interagdo eletrostatica, mas
também as interacdes doador-receptor eletronico participam do processo de adsor¢cdo do
DMTD na superficie do metal (CHEN; LUO; LI, 2011). Portanto, 0 monitoramento da
concentracdo de inibidores de corrosdo in situ em diversos sistemas permite otimizar o
conteddo a ser empregado em cada caso, a fim de manter sua maxima eficiéncia, pois
valores insuficientes podem resultar em danos estruturais irreparaveis e perdas de
produtos (DE OLIVEIRA et al., 2014).

O sistema (BIA) com detec¢do eletroquimica acoplado aos eletrodos impressos
resistentes a solventes organicos € uma alternativa versatil para os testes de campo e em
tempo real, além de se obter anélises rapidas e precisas (ALMEIDA et al., 2016). Deve-
se levar em consideracdo que a complexidade das amostras utilizadas neste trabalho e o
preparo por simples dilui¢do no eletrdlito auxilia na portabilidade do método. Por outro

lado, as principais técnicas analiticas para determinagdo e quantificagdo de tiadiazdis sdo
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e eletroforese capilar de zona (CZE)
ambos com detec¢do por UV. Contudo, a instrumentagdo cara, a ndo portabilidade e o
tempo de preparo das amostras (extracdes em série) sdo algumas dificuldades associadas
a estes métodos (CHERNOV’YANTS; ALESHINA; BURYKIN, 2011; RASZEWSKI et
al., 2014).

Inicialmente foi estudada a propor¢do volumétrica ideal de etanol e dgua na
composi¢do do eletrdlito suporte para possibilitar a miscibilidade completa das amostras,
principalmente do 6leo mineral. A selecao de eletrdlito € um ponto chave para determinar
o DMCT devido a natureza complexa das amostras analisadas nesta tese. Baseado em
trabalhos anteriores (ALMEIDA et al., 2010; TORMIN et al., 2012, 2010), o uso do
etanol como co-solvente foi utilizado para produzir solu¢cdes homogéneas contendo
biodiesel e a4gua para analises de antioxidantes e metais aplicando técnicas eletroquimicas
para deteccdo. Desta forma, o etanol foi selecionado neste trabalho por apresentar
algumas vantagens como, baixo custo, toxicidade muito baixa e compatibilidade com o
sistema (eletrodo e amostras).

Devido a natureza hidrofobica do 6leo mineral (aqui utilizado como semelhante
aos Oleos lubrificantes), a propor¢do de etanol na composicao do eletrolito foi variada em
trés niveis, 80, 90 e 95% v/v de etanol para garantir a completa miscibilidade. Os
primeiros indicios mostraram que a propor¢ao composta de 80% (v/v) de etanol resultou
na formacdo de pequenas goticulas de Oleo mineral suspensas na solucdo além de
apresentar aspecto turvo, tornando inapropriado para a sequéncia do trabalho. A solu¢do
composta por 90 % (v/v) de etanol conseguiu solubilizar completamente o 6leo mineral
formando uma solu¢do homogénea e limpida (transparente), contudo apds 2 minutos
desde a adicao da amostra oleosa houve a formacao de pequenas goticulas dispersas e o
turvamento da solucdo hidroetandlica. Por fim, a razdo volumétrica de 95% (v/v) de
etanol e 5% de 4gua desionizada foi suficiente para solubilizar a matriz oleosa,
apresentando aspecto visual limpido, e homogéneo. Nao houve a formacdo de goticulas
dispersas pela solu¢do mesmo apds 20 minutos desde a adi¢do do 6leo mineral. A Figura
14 mostra o aspecto visual das trés solugdes hidroetanolicas contendo 80, 90 e 95% (v/v)

de etanol em agua (v/v) apos as adicoes de 100 uL de 6leo mineral em cada composi¢ao.
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Figura 14: Efeito de diferentes proporc¢des de etanol/agua (v/v) na miscibilidade do 6leo

FT

mineral.

:.19

85% 90 % 95.%

Fonte: Proprio autor

Considerando o sistema BIA-AMP para a realizac@o das anélises, o tempo de 20
minutos seria suficiente desde o preparo da amostra de 6leo mineral (diluicio no
eletrdlito) até a injecdo em triplicata na célula.

A solubilidade da dgua do mar sintética e de bioetanol em todas composicoes
hidroetanélicas foi completa e o aspecto das solucdes resultantes foi limpida. Desta
forma, a composicao volumétrica ideal para o preparo das amostras, considerando a
estabilidade do 6leo mineral, foi empregando 95% de etanol e 5% de agua (v/v).

O préximo passo do trabalho foi avaliar a composicdo de diferentes eletrolitos
suporte no comportamento eletroquimico do DMCT utilizando-se o SPGrE por
voltametria ciclica. Os 4cidos nitrico, cloridrico e sulfurico foram preparados diretamente
na solucdo hidroetanélica cuja concentracio no volume final foi de 0,1 mol L. Da mesma
forma, o tampdo BR foi preparado pela adi¢cdo das quantidades apropriadas de acido
acético, fosforico e borico no baldao volumétrico e diluidas pela solucdo hidroetandlica
otimizada. O ajuste do eletrolito para os valores de pH 2 e 4 ndo mudou significativamente
a composicao do meio devido ao baixo volume adicionado da solugdo saturada de NaOH.
A Figura 15 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para o DMCT em diferentes

eletrdlitos suporte contendo 95% (v/v) de etanol e 5% (v/v) de solucdo aquosa.
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Figura 15: Voltamogramas ciclicos obtidos antes (linhas tracejadas) e apds adicdo de 3
mmol L' DMCT (linhas sélidas) em 95% (v/v) e 5% (v/v) de solugio aquosa de (A) 0,1
mol L! de HoSOq; (B) 0,1 mol L' de HNO3; (C) 0,1 mol L! de HCI; (D) 0,1 mol L' de
soluciio tampdo BR (pH = 2); e (E) 0,1 mol L' de solu¢do tampido BR (pH = 4).
Velocidade de varredura: 50 m V s™'; Degrau de potencial: 5 mV. Eletrodo: SPGrE.
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Fonte: Proprio autor.

Os estudos de voltametria ciclica foram avaliados na janela de potencial
compreendida entre 0,0 até +1,2 V com velocidade de varredura de 50 mV s'!. Analisando
os voltamogramas pode-se observar que a oxidagado eletroquimica do DMCT se inicia de
forma irreversivel em torno de +0,5 V no eletrélito contendo o acido sulfarico 0,1 mol L
!, Ndo foram obtidas respostas eletroquimicas suficientes para os demais eletrdlitos
contendo 4cido nitrico ou cloridrico 0,1 mol L'!. Com relagio aos voltamogramas obtidos
para os eletrélitos constituidos do tampao BR em pH 2 e 4, foi observado que o pico de
oxidagao do DMCT se inicia em torno de +0,3 V, porém com respostas eletroquimicas
menos intensas quando comparadas com o eletrdlito contendo o 4cido sulftrico. O
mecanismo de oxidacao do DMCT foi descrito na literatura envolvendo a transferéncia
de 2 elétrons e 2 prétons formando um dimero dissulfeto do DMCT utilizando-se um
eletrodo de bastdo de carbono vitreo e o eletrélito composto por acetonitrila contendo 0, 1

M de LiClO4 (SHOUJI et al., 1997) como mostrado na Figura 16.
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Figura 16: Mecanismo da oxidac¢ao direta do DMCT em acetonitrila contendo 0,1 M de

LiCIOs.

atal Iete st
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Fonte: Proprio autor. Adaptado de (SHOUJI et al., 1997).

A oxidagao eletroquimica do DMCT no SPGrE em meio de 95% (v/v) de etanol,
5% (v/v) de 4gua e H2SO4 0,1 mol L! foi avaliada e o resultado mostrou que o processo
€ controlado preferencialmente por difusdo conforme revelado pelo grafico linear da
corrente de pico em funcdo da raiz quadrada da taxa de varredura (5 — 75 mV s™).

O par ferroceno/ferrocénio € utilizado como sonda redox em uma grande
variedade de eletrodos quando se quer determinar algum analito em meio organico. A
atividade eletroquimica deste sensor ja foi demostrada por voltametria ciclica para o
ferroceno diluido em eletrélito composto em 99% (v/v) de etanol com 0,1 mol L' de
HC1O4no volume final (ALMEIDA et al., 2016). Neste mesmo sentido o comportamento
eletroquimico do ferroceno foi avaliado neste trabalho por voltametria ciclica utilizando
o eletrodo SPGrE no eletrélito otimizado. A Figura 17 apresenta o voltamograma ciclico
em meio de 95% (v/v) de etanol, 5% (v/v) de agua e H>SO4 0,1 mol L' contendo 3 mmol

L' de ferroceno.

Figura 17: Voltamograma ciclico antes (linha tracejada) e ap6s a adicio de 3 mmol L
de ferroceno (linha sélida) em 95% (v/v) de etanol, 5% (v/v) de dgua e H2SO4 0,1 mol L
!. Velocidade de varredura: 50 mV s™'.
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Fonte: Proprio autor.
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O valor obtido para AE, |Eoxi — Eredl foi de 490 mV sendo compardvel com 500
mV encontrado pelos autores que trabalharam com esse mesmo eletrodo em um eletrélito
suporte composto por 99% (v/v) de etanol, 1% (v/v) de dgua e 0,1 mol L'! de HCIO4. A
oxidagdo do ferroceno € reversivel e era de se esperar que o AE seria proximo de 59 mV,
considerando a transferéncia de apenas um elétron. Estes dados indicam que a cinética de
transferéncia do elétron no eletrodo de trabalho do SPGrE nao € tdao rapida como nos
demais eletrodos. De acordo com os autores, outro fator que pode colaborar para essa
diferenca é o elevado teor de etanol no eletrélito que contribui para o aumento da
resisténcia da solucao e, consequentemente para os processos eletroquimicos (ALMEIDA
et al., 2016; FOSTER et al., 2014).

Um voltamograma ciclico do DMCT foi realizado em direcio a potenciais
negativos iniciando-se em 0,0 V até -0,8V e continuando a varrendura até +1,2 V (linhas
pretas), explorando uma faixa de potencial mais ampla e comparado com a varredura para
o sentido positivo de 0,0V até +1,2 V (linhas vermelhas). Um processo de redugdo
eletroquimica do DMCT foi observado iniciando em -0,15 V enquanto que na varredura
inversa (-0,8V até +1,2 V) surge um novo pico de oxidacdo em torno de +0,3 V como

demostrado na Figura 18.

Figura 18: Voltamogramas ciclicos obtidos antes (linhas tracejadas) e ap6s a adi¢do de
3 mmol L' DMCT (linhas sélidas) em 95% (v/v) de etanol, 5% (v/v) de agua e HoSO4
0,1 mol L. Velocidade de varredura: 50 mV s™'. Eletrodo: SPGrE.
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Fonte: Proprio autor.
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Este processo de oxidagao em +0,3 V € claramente dependente da redugdo
eletroquimica do DMCT. A literatura relatou a redugao eletroquimica deste anticorrosivo
gerando a forma mono-desprotonada do DMCT (forma anidnica) e esta espécie € oxidada
em um potencial menos positivo em comparagao com o processo de oxidagdo principal,
levando a formac¢ao do dimero dissulfeto do DMCT (PICART, 1996; YE; BELANGER,

1994) de acordo com os mecanismos descritos abaixo.

Figura 19: Mecanismo para a redu¢cdo do DMCT e a formacdo do dimero na varredura

inversa.

Hsﬁ< ?*SH -1/2 H,, + 1e° Hs~<5>—s'

N—N N——N

Fonte: Proprio autor. Adaptado de (PICART, 1996; YE; BELANGER, 1994).

Ambos os processos de reducdo e oxidacdo do DMCT foram avaliados para
desenvolver o método amperométrico utilizando os SPGrE. Experimentos iniciais
baseados na detec¢ao de DMCT aplicando potenciais negativos (explorando o processo
de reducao de DMCT) apresentaram falta de repetibilidade com elevados desvios entre
as medidas. Por outro lado, a aplicacio de potenciais positivos para a deteccdo
amperométrica de DMCT resultou em sinais repetitivos com baixos desvios e, sendo
assim, promissores para o desenvolvimento do trabalho. Portanto, foi investigada a
determinagdo amperométrica do DMCT com base no processo de oxidacao.

Em seguida, foi obtido um voltamograma hidrodindmico (com agitacdo) de
DMCT no intervalo de potencial entre 0,0 V e +1,3 V realizadas no sistema BIA. Cada
ponto corresponde ao valor médio da corrente obtida nas medidas amperométricas para
injecdes em triplicada de 50 pmol L' DMCT em diferentes potenciais aplicados. A Figura
20 apresenta um grafico dos valores médios (n = 3) da corrente de pico em fun¢do dos

potenciais aplicados no sistema BIA.
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Figura 20: Voltamograma hidrodindmico obtido a partir dos valores médios de correntes
de pico para injecdes em triplicata de 50 umol L' DMCT em funcdo de potenciais
aplicados no sistema BIA. Eletrdlito: 95% (v/v) de etanol + 5% (v/v) de agua e H2SO4
0,1 mol L' no volume final. Eletrodo: SPGrE.
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Fonte: Proprio autor

De acordo com a Figura 20, a corrente maxima de oxidagdo para o DMCT foi
obtida em +1,3 V considerando a faixa de potenciais aplicados. No entanto, o potencial
de +1,1 V foi selecionado para medi¢cdes amperométricas subsequentes, a fim de nao
comprometer a estabilidade da linha base e seletividade do eletrodo para determinagdo de
DMCT. A linha base também foi afetada pela aplicagdo de potenciais superiores, 0 que
pode contribuir para medidas ndo reprodutiveis e elevados valores de desvio padrdo
relativo (DPR). Além disso, potenciais acima de +1,1 V ndo apresentam um aumento
significativo nas correntes.

ApOs selecionar o melhor eletrolito e o potencial de oxidagdo, os parametros
volume de inje¢do e velocidade de injecdo do sistema BIA foram avaliados para obter os
maiores sinais de corrente para o DMCT.

O volume injetado foi variado de 25 a 200 uL sendo o volume de 1000 uL o valor
maximo da ponteira utilizada na micropipeta. O volume de injecdo de 100 uL forneceu
correntes satisfatérias e baixo desvio padrdo (n = 3), portanto, foi selecionado para

experiéncias subsequentetes (Figura 21).
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Figura 21: Otimizacdo dos parametros BIA e o perfil amperométrico para o volume
injetado (25 — 200 pL) para injecdes (n = 3) de 30 pmol L' de DMCT. Condi¢des
experimentais: Potencial de trabalho: +1,1V, eletrdlito: 95% (v/v) de etanol, 5% (v/v) de

agua e H>SO4 0,1 mol L, eletrodo: SPGrE.
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Fonte: Proprio autor

A corrente aumentou significativamente até as injecdes de 100 pL, apos este valor,
observou-se apenas um pequeno aumento de corrente para 150 e 200 puL, com elevados
desvios. Esse aumento pode proporcionar a saturacdo do eletrodo e, mesmo com o
aumento da velocidade de agitacdo para dispersar o analito gera resultados nao
reprodutiveis. E importante que o volume de injecdo utilizado alcance o méximo de
corrente com baixos desvios. Outro ponto a se destacar € que o volume de inje¢cdo depende
da cinética do analito sob determinado eletrodo, ou seja, se a cinética da espécie
eletroativa € lenta, o volume de injecdo deverd ser maior para se adquirir correntes
maiores e, consequentemente maior sensibilidade. (BRETT; BRETT; MITOSERIU,
1995). Além disso, um menor volume de amostra injetado gera menos residuos dentro da
célula BIA, desta forma, maior o nimero de andlises que podem ser realizadas antes de
efetivar a troca do eletrélito

A velocidade de injecdo foi avaliada mantendo constante o volume de injecao

otimizado em 100 pL da solucdo padrao de DMCT (Figura 22).
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Figura 22: Otimizac¢do dos parametros BIA e o perfil amperométrico para a velocidade
de injecdo (25 — 350 uL s™') para inje¢des (n = 3) de 30 umol L' de DMCT. Condi¢des
experimentais: Potencial de trabalho: +1,1 V, eletrélito: 95% (v/v) de etanol, 5% (v/v) de

agua e H2SO4 0,1 mol L, volume injetado: 100 pL, eletrodo: SPGrE.
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Fonte: Proprio autor

As correntes de pico aumentaram quando a velocidade de inje¢do foi aumentada
de 25 para 113 pL s'. Ndo foram obtidos aumentos significativos nas correntes para
velocidades de injecdo superiores a 113 pL s!; no entanto, o valor de 193 uL s foi
selecionado devido ao baixo desvio padrdo (n = 3) e especialmente por proporcionar
maior frequéncia analitica (maior velocidade de injecdo e consequentemente andlises
mais rapidas). A velocidade de injecdo a ser otimizada e a intensidade do sinal de corrente
estdo diretamente relacionadas com a viscosidade e a densidade das amostras. Além disso,
este parametro esta ligado ao tempo de resposta do eletrodo com a velocidade de chegada
do analito até a superficie do mesmo e posterior diluicao no eletrélito (WANG et al.,
1992).

O comportamento do sinal de corrente versus a velocidade de inje¢do nao foi
semelhante aos trabalhos anteriores (ALMEIDA et al., 2016; STEFANO et al., 2016) em
que o sinal de corrente aumentou em toda a faixa de velocidade de injecdo estudada. A

diferenca observada deste trabalho com os demais pode ser explicada pela oxidacao
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incompleta do DMCT sob velocidades de injecao mais altas, limitadas pela cinética lenta
de transferéncia de elétrons. Além disso, as velocidades de inje¢cdo mais elevadas em
sistemas BIA com deteccdo amperométrica sdo evitadas devido ao nimero limitado de
pontos de amostragem atualmente adquiridos pelo software, o que pode contribuir para a
perda de precisao (PACHECO et al., 2011; QUINTINO; ANGNES, 2004; SILVA et al.,
2012; STEFANO et al., 2012; TORMIN et al., 2012)

A Tabela 5 informa as condicdes estudadas e os valores otimizados para a
determinagdo do anticorrosivo DMCT empregando sistema BIA e os SPGrE resistentes

a0 meio organico.

Tabela 5: Resumo dos valores obtidos nas otimizagdes dos parametros utilizados na

determinacdao de DMCT.

Parametros Estudado Otimizado
Etanol % (v/v) 80,90 e 95% 95%
H>SO4, HCI1, HNO;3, H>S04 0,1 mol L no
Eletrolito
Tampao BRpH 2 e 4 volume final
Eoxidacio (V) vs pseudo-
074 - 173 1,1
referéncia Ag/AgCl
Volume de injecao (uL) 25-200 100
Velocidade de inje¢do (uL s™) 25-1350 193

Fonte: Proprio autor

4.1.1 Figuras de mérito

ApOs a otimizacdo do eletrolito e dos paradmetros do sistema BIA foi observado
um comportamento linear na faixa de 5 até 75 umol L' ap6s injecdes da solugdo padrio
de DMCT e exibiu um coeficiente de correlacio linear (R) de 0,999. Para o estudo de
repetibilidade, foram realizadas 20 inje¢des em duas concentragdes diferentes de DMCT,
5 injecdes de 10 umol L' intercaladas por 5 inje¢des de 40 pmol L! como mostrado na
Figura 23. Os valores de desvio padrio relativo (DPR) foram 2,4% para 10 umol L e
1,0% para 40 umol L', Este resultado mostra a auséncia de efeito de memoria entre as

injecdes de DMCT em diferentes concentragdes.
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Figura 23: Sinais amperométricos para 5 inje¢des de 10 pmol L' no sistema BIA (A)
intercaladas por 5 injecdes de 40 umol L' (B) (n = 10 para cada nivel de concentraco).
Eletrdlito: 95% (v/v) de etanol, 5% (v/v) dgua e H2SO4 0,1 mol L' no volume final.
Potencial de trabalho: +1,1 V; volume injetado: 100 puL; velocidade de injecdo: 193 uL s
I eletrodo: SPGrE.
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Fonte: Proprio autor.

A Figura 24 mostra as respostas amperométricas para uma curva em ordem
crescente e decrescente de concentracdes obtidas pela injecdo de concentracdes na faixa
de 10 até 50 umol L' em (A) e as respectivas curvas de calibracio em (B).

As duas curvas de calibrag@o apresentaram inclinacdes similares (0,0604 e 0,0602
uA/umol L', respectivamente) o que também mostra a auséncia do efeito de meméria
sobre as concentracdes injetadas e ndo requer tratamento prévio do eletrodo SPGE. Além
disso, os coeficientes de correlacdo linear apresentaram boa linearidade (0,998 e 0,998)

para a curva crescente e decrescente, respectivamente, e baixos desvios padrao
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Figura 24: (A) Respostas amperométricas do sistema BIA para injecdes em triplicata de
(a) 10, (b) 20, (c) 30, (d) 40 e (e) 50 umol L' da solugio padrio de DMCT. (B) Curvas
de calibracdo correspondentes para injegdes crescentes (m) e decrescentes (®). Potencial
de trabalho: +1,1 V; eletrdlito: 95% (v/v) de etanol, 5% (v/v) dgua e H2SO4 0,1 mol L!
no volume final; volume injetado: 100 pL; velocidade de inje¢dao:193 uL s, eletrodo:

SPGrE.

3.5 3.5
(A) & & (B)

=l 3.0 = Ascendente

2.5 d d 25 ¢ Descendente

2.0 & = 2.0
215) b ) ERTY

1.0 a 5 1.0

0.5

‘ 0.5
0.0+
T T T T T T T 0!0 T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 0 10 20 30 40 50
Tempo {min) [DMCT] / (pmol L)

Fonte: Proprio autor

As equagdes de reta para as curvas crescente e decrescente sdo apresentadas
abaixo:
y(uA) = 0,0863 + 0,0604[DMCT] (umol L") Ascendente (R =0,998)
y(nA) =0,0733 + 0,0602[DMCT] (umol L') Descendente (R = 0,998)

O método eletroquimico proposto apresentou caracteristicas analiticas favoraveis
para a determina¢do do DMCT. Os valores de limite de detecciao (LD) e quantificacdo
(LQ) foram 0,3 umol L e 1,0 umol L' calculados da seguinte forma: LD = 3xDPb/S e
LQ = 10xDPb/S, em que DPb € o desvio padrao do branco (n = 10) e S € a inclinacdo da
curva analitica (considerando que a diluicdo das amostras foram 100 vezes, o LD do
sistema analitico ¢ de 30 pmol L!). Portanto, o método proposto é capaz de monitorar
niveis de DMCT em amostras aplicadas para inibi¢do de corrosdo (vales tipicos na faixa
de 1 a 10 mmol L") (QIN et al., 2011). A frequéncia analitica estimada na determinaco
amperométrica foi de cerca de 180 inje¢des h™' (20 s para injecdes em triplicada de cada
amostra) estimadas pelo estudo de repetibilidade. Os resultados usando a BIA com

deteccao amperométrica sdo compardveis aqueles publicados na literatura para outros
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analitos de interesse em diferentes amostras (STEFANO et al., 2016, 2012). A Tabela 6

resume os parametros analiticos obtidos pelo método proposto.

Tabela 6: Caracteristicas analiticas do método proposto para determinacio de DMCT
usando SPGrE no sistema BIA em uma solucdo hidroetandlica contendo 95% (v/v) de

etanol, 5% (v/v) 4gua e H2SO4 0,1 mol L! no volume final. Eletrodo: SPGrE.

Parametros analiticos Valores obtidos

Sensibilidade (uA/umol L) 0,0604
LD (umol L 0,3
LQ (umol L 1,0

FL (umol L) 5-175

Correlacao linear (R) 0,998
Repetibilidade A (n = 10) / % DPR 24
Repetibilidade B (n = 10) / % DPR 1,0
Intra-dia (n = 5) / % DPR 3,9
Inter-dia (n = 5) / % DPR 2,8
Inter-eletrodos (n =5) / % DPR 4,3
Frequéncia Analitica (injecdes h™') 180

LD = Limite de detec¢cdo; LQ = limite de quantificacdo, FL = faixa linear,
DPR = Desvio padrdo relativo

Fonte: Proprio autor

4.1.2 Aplicacdo do método na analise de DMCT em amostras reais

ApOs a obtencdo dos parametros analiticos, o método proposto foi aplicado para
a determinacdo do DMCT nas amostras de bioetanol, 4gua do mar sintética e 6leo mineral
utilizando o SPGrE no acoplado ao sistema BIA. As amostras de dlcool combustivel e
agua do mar sintética foram fortificadas em dois niveis de concentragdo diferentes (2,0 e
4,0 mmol L) e diluidas 100 vezes no eletrélito. As respostas amperométricas das
injecOes em triplicata e a respectiva curva de calibracdo sdo mostradas na Figura 25 (A e
B), bem como as respostas para amostras de bioetanol (I e II) e de 4gua do mar sintética

(I e IV).
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Figura 25: (A) Respostas amperométricas obtidas apds injecdes (n = 3) de (a) 10, (b) 20,
() 30, (d) 40 e (e) 50 umol L™! de solucdes padrio e amostras ap6s dilui¢do de 100 vezes
no eletrdlito (I e II correspondentes ao bioetanol e III e IV a 4gua do mar sintética a) e
(B) respectiva curva de calibragdo para DMCT. Potencial de trabalho: +1,1 V; eletrélito:
95% (v/v) de etanol, 5% (v/v) d4gua e H2SO4 0,1 mol L no volume final; volume injetado:

100 uL; velocidade de injecd0:193 uL s!; eletrodo: SPGrE.
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Fonte: Proprio autor

A curva de calibracio apresentou linearidade satisfatoria (0,998) e inclinagdo de
0,0550 pA/umol L', Os valores de recuperagdo foram obtidos entre 93% e 106% para
amostras de dgua do mar e etanol combustivel, respectivamente. Portanto, ndo houve
efeito matriz ou contaminacao do eletrodo na presenca de etanol combustivel e amostras
sintéticas de agua do mar.

A curva de calibracdo obtida para as determinacdes de DMCT apresentou a

seguinte equacgdo de reta:

y (LA) = 0,0972 + 0,0550[DMCT] (umol L) (R = 0,998)

Por outro lado, observou-se uma queda acentuada nas respostas analiticas durante
as andlises das amostras de 6leo mineral para as fortificacdes com 20 e 40 pmol L,
resultando em valores de recuperacdo inferiores a 80% (ndo mostrado). Provavelmente,
a matriz oleosa contribuiu para a diminui¢do da constante dielétrica da solu¢io como
observado na literatura para a eletroanalise de amostras de 6leo (ALMEIDA et al., 2010;

TORMIN et al., 2010), o que pode ter afetado a detec¢cdo amperométrica de DMCT nesse
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meio complexo. Para contornar possiveis efeitos de matriz da amostra de 6leo, o método
de adi¢do padrao foi utilizado para quantificar o DMCT nestas amostras. As amostras de
6leo mineral fortificadas com 20 e 40 umol L! (amostras V e VI, respectivamente) foram
analisadas. As inclinacdes das curvas foram de 0,055 + 0,001 pA/umol L'e 0,054 +
0.002 pA/pumol L' com coeficiente de correlacdo linear de 0,999 e 0,997 para 20 e 40
umol L', respectivamente. Pode-se observar que a sensibilidade das curvas na presenga
de 6leo mineral foi em torno de 9% inferior aos valores obtidos no eletrdlito puro,
indicando efeito de matriz, mesmo diluida 100 vezes, na oxidacdo do DMCT. Valores de
recuperagao entre 97 — 99% foram obtidos indicando uma exatidao satisfatoria do método
para anélises de 6leo usando o método de adi¢do padrao.

A Tabela 7 resume os valores de recuperacdo obtidos pelas anélises utilizando
sistema BIA proposto e otimizado. As mesmas amostras de etanol de combustivel (I e II),
agua do mar (IIl e IV) e 6leo mineral (V e VI) foram analisadas pelo método comparativo
baseado em espectrofotometria. Além disso, os testes t de Student pareados para n = 3
com um intervalo de confianca de 95% (valor critico de 2,78) foram calculados para todas

as amostras e niveis de concentracio.

Tabela 7: Concentracdoes de DMCT nas amostras puras e fortificadas de bioetanol combustivel,
de dgua do mar sintética e Oleo mineral analisadas pelo sistema BIA e pelo método

espectrofotométrico, com os respectivos valores de recuperacio e teste-t.

BIA UV-Vis t-test
(umol L ) Recuperagio  (umol L) 95%
Amostras
(%) Amostras teritico =
Encontrado Fortificado Recuperado
Fortificadas 2,78
I <LD 20 212+21 106 £5 19,3 £0,1 1,56
I <LD 40 40,8 £0,7 102+£3 41,5+0,9 0,86
I <LD 20 19,5+1,6 98 £4 18,9 +0,7 0,59
v <LD 40 37,4+3,0 93 £8 41,5+1,2 2,19
\Y% <LD 20 19,5+0,3 97+2 19,0£0,6 1,13
VI <LD 40 39,7+3.5 99+9 37,9 0,5 0,84

Fonte: Proprio autor

De acordo com os resultados, o método proposto mostrou-se preciso (DPR < 9%)

e exato na determinacdo do DMCT em todas as amostras uma vez que os valores de
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recuperagdo permaneceram entre 93 — 106% respectivamente. Além disso, os valores
foram estatisticamente concordantes com os obtidos pelo método de espectrofotometria
para a andlise de todas as amostras de acordo com os valores do teste-t.

Amostras comerciais de 6leos lubrificantes podem conter diferentes aditivos para
melhorar suas caracteristicas gerais de desempenho dependendo das vérias formas de
utilizagdo como, por exemplo, em motores por combustio (carro, moto, caminhdo) ou
equipamentos industriais de forma geral. Dentre os aditivos pode-se ter os detergentes,
antiespumantes, antioxidantes, desativadores de metais, reguladores de viscosidade e os
inibidores de corrosdo cada um desempenhando uma func¢do diferente (MORTIER; FOX;
ORSZULIK, 2010). Desta forma, um estudo de interferéncia foi realizado considerando
a analise de 6leos minerais, pois tais amostras simulariam os 6leos lubrificantes por conter
os aditivos. As amostras de 6leo mineral foram fortificadas com trés classes de aditivos
diferentes; um antiespumante, um regulador de viscosidade e antioxidantes. Apos as
fortificagdes, as amostras foram diluidas no eletrélito e injetadas no sistema BIA. Na
presenca do antiespumante A e do polimero 4lcool polivinilico (100 umol L' cada) ndo
produziu nenhuma resposta amperométrica nas mesmas condi¢des selecionadas usadas
para detectar DMCT neste trabalho. Por outro lado, os antioxidantes fenélicos TBHQ,
2,6-TBP e BHT (100 umol L' cada) interferem na determinagio do DMCT, pois todos
esses compostos produziram um sinal amperométrico nas mesmas condi¢des de detecgcao
selecionadas para DMCT. Estes antioxidantes sdo tipicamente adicionados aos 0leos
combustiveis para retardar os processos oxidativos (SANTOS et al., 2014). Cabe ressaltar
que os aditivos utilizados nos testes de interferentes ndo sdo necessariamente os que
podem estar presentes nos Oleos lubrificantes, isto porque, geralmente as empresas nao
divulgam as moléculas adicionadas em seus produtos por questdes técnicas ou
econdmicas. A determinacdo de DMCT livre da interferéncia desses antioxidantes pode
ser avaliada usando técnicas voltamétricas, uma vez que tais moléculas podem ser
submetidas a diferentes potenciais do que os observados para o DMCT.

Deve-se enfatizar que, ap6s 180 injecdes por hora, um tnico SPGrE acoplado a
célula BIA foi utilizado para as anélises variadas (4gua do mar, bioetanol e 6leo mineral)
sem sua substituicdo; no entanto, o volume da célula BIA aumenta apds injecdes
continuas e, em seguida, a limitacdo do sistema BIA estd relacionada a capacidade
maxima da célula (100 mL). Portanto, apds 200 injecdes (aproximadamente 1 h de
experimentos), o eletrdlito deve ser substituido ou o excesso retirado para se iniciar novas

medidas pelo método BIA proposto. No entanto, o mesmo SPGrE pode ser usado
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continuamente durante mais de 8 h de experiéncias sem haver o comprometimento dos
materiais que o compde mesmo em contanto com o meio alcodlico. Além disso, o método
¢ completamente portatil, pois a célula BIA é compacta, incluindo a micropipeta
eletronica, bem como os potenciostatos comerciais, que sdo alimentados por bateria e o
preparo da amostra, que consistiu apenas de uma diluicdo no eletrdlito. Quando
comparado com outros métodos analiticos dedicados a determinacao de tiadiazdis, como
cromatografia liquida e eletroforese capilar (CHERNOV’YANTS; ALESHINA;
BURYKIN, 2011; RASZEWSKI et al., 2014), o método proposto € mais simples e rapido,
além de apresentar boa precisao, exatidao e sensibilidade comparavel.

Novas investigacOes ainda devem ser realizadas para a aplicacdo deste sistema
BIA acoplado SPGrE em outras amostras como, no controle de qualidade (em tempo de
real) de farmacos, de alimentos, combustiveis e amostras ambientais. Neste mesmo
sentido a resisténcia quimica destes eletrodos pode ser avaliada na presenca de outros
solventes como acetona, isopropanol e DMF possibilitando anélises em meios ainda mais
complexos. A modificagdo do eletrodo com diferentes materiais, como nanoparticulas
metalicas, enzimas, polimeros, material bioldgico, entre outros, possibilitaria uma
melhora nas propriedades eletroanaliticas para a detec¢do de uma gama de analitos em

diferentes meios.
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4.2 Determinacao de mercurio total em o6leo de peixe em capsulas por
SWASYV utilizando eletrodo impresso de ouro com alta temperatura de

cura (SPGE-AT)

Figura 26: Ilustracdo para a determinacdo de mercurio em 6leo de peixe em capsulas por

SWASYV utilizando eletrodo impresso de ouro com alta temperatura de cura (SPGE-AT)
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O mercurio € um dos elementos mais toxicos que ocorrem naturalmente no meio
ambiente. Além disso, a contribuicdo antropogénica para as emissdes de merctrio
(especialmente na forma de espécies de Hg?") é relevante e leva 4 poluicdo do meio
ambiente aquitico. As espécies organicas e inorganicas sdo geradas por diferentes
atividades industriais como industrias farmacéuticas, eletroquimicas, fertilizantes, além
disso, atividades como mineracdo irregular, descarte inadequado de eletronicos e
lampadas fluorescentes, queima de combustiveis fosseis e incineracao de lixo urbano sao
outras fontes de contamina¢@o. O merctrio inorganico adere-se ao material particulado e
atinge corpos de agua, acumulando-se nos sedimentos em 4guas naturais (AUGELLI et
al., 2007; AZEVEDO et al., 2018; DA SILVA et al., 2018; SANCHEZ URIA; SANZ-
MEDEL, 1998). Sob condi¢des anaerdbicas, a acdo de microrganismos facilita a
formacdo de metilmercirio e esta espécie difunde-se mais facilmente do que o Hg
inorganico através da incorporacao nos tecidos de peixes que estdo em contato com rios
contaminados (AUGELLI et al., 2007).

O crescente consumo de peixe e do 6leo de peixe devido as propriedades saudaveis
desses alimentos, a determinacdo de Hg nessas amostras € essencial para o controle de
qualidade de alimentos e produtos farmacéuticos baseados em cédpsulas de leo de peixe

(MEI et al., 2018; YAO et al., 2017). A Comunidade Europeia e a Farmacopeia Europeia
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estabelecem um limite maximo de mercirio em 6leo de peixe de 100 pg kg! (MEI et al.,
2018). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ndo prevé um
limite m4ximo deste contaminante para suplementos a base de 6leo de peixe, e sim para
a categoria de tecido de peixe na qual o limite miximo é 500 pg kg! (ANVISA -
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2013).

Diferentes técnicas analiticas tém sido aplicadas para a determina¢do de mercurio
em amostras de Oleo, incluindo espectrométricas e de redissolu¢do voltamétrica e
potenciométrica (DE O VICENTINO; BRUM; CASSELLA, 2015; HSU; JIANG;
SAHAYAM, 2013; KARADJOVA; VENELINOV, 2002; MUNOZ et al., 2007;
PONTES et al., 2013; YAO et al., 2017). Além da sensibilidade comparavel aos métodos
espectrométricos, os eletroquimicos fornecem vantagens relevantes dentro da quimica
analitica moderna para a determinacdo de metais que inclui instrumentacdo portatil,
respostas rapidas, reducio da quantidade de amostra e reagentes e capacidade de analises
em campo em tempo real. Os eletrodos impressos desempenham papel fundamental no
desenvolvimento de metodologias eletroquimicas, pois sdo descartiveis, podem ser
produzidos em larga escala, sdo relativamente baratos e de facil operacao (LI et al., 2012).
Por outro lado, os procedimentos analiticos dedicados a andlise de 6leo requerem uma
etapa de preparacdo de amostra antes das determinacdes (MUNOZ et al., 2005), que é
crucial considerando a determinacgio de elementos volateis, como o mercurio (MUNOZ
et al., 2007). Para aproveitar as vantagens dos métodos eletroquimicos portateis, é
essencial desenvolver etapas simples de preparacdo de amostras e que sejam compativeis
para andlises fora de um laboratdrio. Neste caso, o preparo das amostras oleosas foi
realizado através de processos de digestdo das amostras com a finalidade de decompor a
matriz orginica e liberar o mercirio na sua forma inorganica (Hg") facilitando assim a
deteccao pela técnica redissolucdo voltamétrica nos eletrodos impressos de ouro.

Trabalhos recentes mostraram o bom desempenho de SPGE para determinagdes
de Hg em diferentes amostras (ALMEIDA; RICHTER; MUNOZ, 2014; BERNALTE;
MARIN SANCHEZ; GIL, 2011; BERNALTE; MARIN SANCHEZ; PINILLA GIL,
2012; BERNALTE; MARINSANCHEZ; PINILLAGIL, 2013; FERNANDEZ et al.,
2016; GAO; HUANG, 2013; RUEDA-HOLGADO et al., 2012; TORMIN et al., 2016).
O trabalho foi iniciado pela ativacdo do SPGE-AT em meio de HCI 0,1 mol L por
voltametria ciclica (30 ciclos) e velocidade de varredura de 50 mV s como descrito na
secdo experimental. O uso de HCI foi escolhido devido a performance que esse eletrolito

tem em favorecer os processos de limpeza do eletrodo antes das medidas e também na
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melhora nos sinais de corrente de redissolu¢do para metais como cobre, chumbo em
mercurio em eletrodos de ouro (ALMEIDA; RICHTER; MUNOZ, 2014; BERNALTE;
MARIN SANCHEZ; GIL, 201 1). A ativacdo de eletrodos impressos de ouro € altamente
necessaria para se obter sinais analiticos nitidos e reprodutiveis devido a diminui¢do da
corrente de fundo e estabilizacdo da linha base dos eletrodos como ji mostrado em
trabalhos anteriores (BONFIL; BRAND, 2000; LASCHI; PALCHETTI; MASCINI,
20006).

Os primeiros ciclos de ativagdo do eletrodo iniciados em 0,0 até +0,6V
apresentaram respostas ruidosas, porém, apOos o décimo ciclo a linha base do
voltamograma comecou a estabilizar e as correntes tornaram-se menos ruidosas e, apos o
término de 30 ciclos, nenhuma perturbacio do sinal de corrente foi identificada.

ApOs a ativagdo do eletrodo, a janela de potencial de trabalho do SPGE-AT foi
estudada em meio de HC1 0,1 mol L'! por SWASYV utilizando os parAmetros baseados em
um trabalho j4 publicado (ALMEIDA; RICHTER; MUNOZ, 2014). Os resultados
mostraram que houve visualmente a formacao de bolhas de hidrogénio na superficie do
eletrodo, aumento da corrente de fundo e linha base ruidosa quando o voltamograma
iniciou a varredura em regides de potenciais mais negativos do que -0,1 V. Um sinal na
linha base (semelhante a um pico de redissolu¢do) foi obtido em 0,1 V em todos os testes
realizados mesmo na auséncia de qualquer metal. Este sinal também foi identificado em
outro trabalho utilizando o mesmo eletrodo adquirido pela empresa Dropsens
(BERNALTE et al., 2013). Através de estudos por voltametria ciclica, os autores
atribuiram que o surgimento do pico se tratava de alguma contaminacdo da tinta
proveniente do processo de fabricacdo do proprio eletrodo. Por outro lado, quando o
voltamograma atingiu potenciais positivos, acima de +0,6 V, a linha base aumentou
devido a dissolucao do ouro, que € facilitada pela presenca de ions cloreto no eletrélito

como mostrado pela equacao (3) (AUGELLI et al., 2007).

Aug) + 4C1 (aq) = AuCly (oq) + 3e 3)

Tendo em vista a evolucdo de hidrogénio em potenciais negativos (< -0,1V), o
pico atribuido a tinta do eletrodo (+0,1V), e o inicio da oxidagdo do ouro ap6s +0,6V, o
SPGE-AT apresentou uma janela de potencial mais estreita em comparagao com o SPGE
com baixa temperatura de cura das tintas (SPGE-BT) como j4 mostrado na literatura

(BERNALTE et al., 2013). Através dos testes foi possivel escolher uma janela 6tima de
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trabalho para este eletrodo compreendida entre +0,2 até +0,6V, na qual nao houve a
formacdo de bolhas, apresentou respostas menos ruidosas e corrente de fundo estivel.
Além disso, o pico voltamétrico de remog¢dao do mercirio ocorre em +0,4 V, dentro da
janela de potencial otimizada para este SPGE. A otimizacdo da janela de potencial do
eletrodo auxilia no aumento de vida ttil do eletrodo o que colabora para o menor custo
das andlises. Cabe ressaltar que os SPGE-AT utilizados para o desenvolvimento deste
trabalho nao possuiam a camada isolante resistente a solventes organicos, ou seja, esses
eletrodos foram fabricados para anéalises preferencialmente em meio aquoso.

O uso desses eletrodos impressos de ouro € limitado devido ao baixo
sobrepotencial para os fons H', ou seja, a formagdo de gas hidrogénio (Hz) na superficie
do eletrodo que ocorre em potencias menos negativos quando comparado com outros
eletrodos como o filme de mercurio ou de bismuto. Essa formacdo de gas prejudica a
deposicdo dos metais de interesse na superficie do eletrodo gerando sinais distorcidos e
perca na detectabilidade do método (AUGELLI et al., 2007; BERNALTE et al., 2013).
No entanto, mesmo com a janela de potencial reduzida, o SPGE-AT foi selecionado para
este trabalho devido a melhor detectabilidade para mercurio quando comparado com o
SPGE-BT (ALMEIDA; RICHTER; MUNOZ, 2014). Uma das explicacdes da diferenca
na detectabilidade € que apesar do SPGE-BT apresentar maior area eletroquimica em
relacdo ao SPGE-AT a composicao superficial mostrou que a quantidade de ouro presente
na superficie do SPGE-AT € maior. Desta forma as caracteristicas como, limite para
potenciais negativos ou positivos e a detectabilidade estdo diretamente ligados a essa
quantidade de ouro disposta sobre a superficie do SPGE-AT (BERNALTE et al., 2013).

Apoés a o estudo da janela de potencial, foi realizado um estudo de eletrdlito
suporte com diferentes 4dcidos. Além de HCI 0,1 mol L, foram testados os acidos
sulfiirico, nitrico e perclérico 0,1 mol L' em fungdo do sinal de corrente do merctrio por
SWASV. O é4cido cloridrico apresentou o maior sinal analitico para o metal, sendo 10
vezes maior que o sinal obtido para o dcido sulfiirico, enquanto que nao foi observado em
nenhuma resposta para os demais eletrdlitos. O fato da resposta do mercurio em meio de
HCI ser melhor é explicada devido a capacidade de o cloreto complexar com o Hg*" ja
que a interacdo entre este elemento e o ouro € muito forte ocorrendo a formacdo de
amalgama durante os processos de deposicdo. De certa forma a presenca de cloreto
facilita a redissolu¢ao do mercurio para a solucdo através da formagao de complexos com

o cloreto (PINILLA GIL; OSTAPCZUK, 1994).
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Em seguida foi avaliada a concentragdo de HCI no eletrdlito em quatro niveis;
0,001, 0,01, 0,1 e 0,5 mol L"!. A Figura 27 mostra o efeito da concentracio de HCI no

eletrélito no respectivo sinal de 50 ug L de mercirio livre.

Figura 27: Relacdo entre a concentracdo de HCI e a resposta de mercurio determinada
por SWASV em SPGE-AT ndo resistentes a solventes organicos. Condi¢oes de SWASV:
potencial de deposicao = -0,1 V, tempo de deposicdo = 90 s, frequéncia = 10 Hz, degrau

de potencial =4 mV, amplitude de potencial =40 mV.
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Fonte: Proprio autor

A concentracdo de 0,5 mol L' de HCI promoveu distorcdes da linha base do
voltamograma e antecipa¢@o do pico do mercurio para regidoes menos positivas. Além
disso, o tempo de vida util do eletrodo de ouro pode ser afetado devido a presenca de altas
concentracdes de cloreto que facilitam o processo de oxidagao do ouro em potenciais mais
positivos, acima de +0.6 V. Por outro lado, a solu¢do contendo 0,001 mol L' de HCI
apresentou a menor resposta analitica para o metal, e deslocou o pico para potenciais mais
positivos que +0,4V. Com relagdo as concentragdes restantes, o eletrélito contendo 0,1
mol L! apresentou a maior resposta analitica para o mercirio em potenciais de +0,4V.
Nessa concentracdo ndo houve a antecipacio da oxidacao do ouro, o pico do sinal obtido
foi bem definido sem alargamentos ou deslocamento de potencial. Pode-se observar que
a concentracdo de cloreto esta diretamente relacionada com o perfil do voltamograma e a
magnitude do sinal de mercurio. Tal fato pode ser explicado pela capacidade do cloreto

em complexar com o mercurio e facilitar a redissolu¢ao do metal da superficie do eletrodo
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para a solucdo. Resultados semelhantes foram obtidos em um trabalho cuja concentragao
de cloreto foi variada no eletrélito. Os autores mostraram que uma maior concentragao
deste anion antecipou o potencial de pico do mercurio, enquanto que concentracdes
menores de cloreto provocaram um deslocamento o pico para regides mais positivas
(BONFIL; BRAND, 2000; PINILLA GIL; OSTAPCZUK, 1994). O mesmo eletrdlito ja
foi utilizado por outros autores em determinacdes de merctrio utilizando SPGE em
diferentes amostras (ALMEIDA; RICHTER; MUNOZ, 2014; BERNALTE; MARIN
SANCHEZ; GIL, 2011; TORMIN et al., 2016).

Posteriormente, os parametros SWASYV, frequéncia (8 — 100 Hz), amplitude de
potencial (20 — 100 mV) e degrau de potencial (2 — 10 mV), foram avaliados com base
em experiéncias univariadas utilizando 50 ug L' de mercirio em meio de HCI 0,1 mol
L' com SPGE-AT. Os processos faraddicos ocorridos na superficie do eletrodo sdo
controlados por esses parametros e as variagdes sdo representadas através de melhorias
na intensidade e perfil do sinal analitico. Todos os procedimentos de otimizacdo foram
realizados sob agitacdo constante com uma barra magnética. Durante a leitura e
redissolucdo dos metais, a agitacdo € automaticamente desligada pelo software do
método. O tempo entre o desligamento da agita¢do e o inicio da leitura € chamado de
tempo de equilibrio.

Uma etapa de condicionamento (limpeza) foi selecionada em +0,6 V sob agitagao
com base no potencial que o mercurio € redissolvido na solu¢do (+0,4V) e por um periodo
que fosse suficiente para remover algum resquicio do mercurio depositado e que ndo
redissolveu para o eletrdlito. Essa etapa € de grande importancia pois tem como objetivos
restaurar a linha de base e evitar a contaminagao do eletrodo a partir da medida anterior
e por isso, realizar medidas reprodutiveis.

O potencial de deposi¢do foi inicialmente avaliado tendo em vista a estreita janela
de potenciais que podem ser aplicados sem comprometer a reprodutibilidade das medidas
pela geracdo de hidrogénio, principalmente em potenciais mais negativos. Os

experimentos foram estudados na faixa de -0,2 até +0,2 V conforme a Figura 28.
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Figura 28: Avaliacdo do potencial de deposicao (-0,2 a +0,2V) nas medidas em triplicata
de 50 ug L' de mercirio em 0,1 mol L' de HCI utilizando o SPGE-AT. (A) Perfil dos
voltamogramas de redissolucio de Hg?* e (B) sinais de 4rea para cada potencial avaliado.
Condicdes de SWASV: tempo de deposi¢ao = 90 s, frequéncia = 20 Hz, degrau de

potencial = 4 mV, amplitude de potencial = 30 mV.
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Fonte: Proprio autor.

Conforme os resultados, ndao foi observada uma tendéncia das correntes entre as
medidas para os diferentes potenciais. As respostas analiticas compreendidas na faixa
estudada apresentaram valores semelhantes, contudo, por apresentar baixo desvio entre
as medidas, o potencial de -0,1 V fo1 selecionado nos experimentos subsequentes. Como
Ja mencionado, potenciais mais negativos que -0,2 V ndo foram estudados devido a
geragdo de hidrogénio na superficie do eletrodo causando perda na reprodutibilidade do
sinal.

Em seguida o tempo de deposi¢@o para o mercurio foi avaliado no intervalo de 30
a 240 segundos. Como ja descrito na literatura, o aumento do tempo de deposicao acarreta
em um acréscimo no sinal de corrente, pois uma maior quantidade de analito é depositado
na superficie do eletrodo conforme o tempo aumenta. De forma semelhante, foi
observado um crescimento linear do sinal de mercirio em toda a faixa estudada
apresentando baixos desvios padrdao em todos os pontos. No entanto, 90 segundos de
deposicao foi selecionado como valor 6timo devido a boa detectabilidade e aumento da
frequéncia de anélise em comparacio com os tempos superiores. E importante dizer que
o tempo de deposi¢do otimizado pode ser alterado para valores maiores dependendo da
concentracdo do metal na amostra que se deseja analisar e desta forma, aumentar a

sensibilidade e, consequentemente, limites de detec¢do mais baixos podem ser obtidos.
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A faixa estudada para frequéncia, amplitude de potencial e degrau de potencial
foram selecionadas baseadas em trabalhos anteriores que utilizaram o SPGE para o
desenvolvimento do método. A Figura 29 mostra o estudo da amplitude variando-se de

20 até 100 mV e os respectivos sinais de correntes obtidos para (n = 3).

Figura 29: Estudo para otimizacdo da amplitude (20 a 100 mV) para leituras em triplicata de
solugdes aquosas de HCl 0,1 mol L' contendo 50 ug L' de mercdrio. (A) Perfil dos
voltamogramas de redissolucdo de Hg** e (B) sinais de 4rea para cada valor de amplitude avaliado.
Condicdes de SWASV: Potencial de deposi¢do = -0,1V, tempo de deposi¢cdo = 90 s, frequéncia =
20 Hz, degrau de potencial = 4 mV.

—
=)
1
=
)
]

(A) —20mV (B)
8 —40 mV
—— 60 mV 0.7 3
)
<
2 0.6
< 3
e Qg5
=z o 0
]
3
B 0.4
T T T T T 1 0.3 T T T T T
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 20 40 60 80 100
E (V) Amplitude (mV)

Fonte: Préprio autor

Foi observado um aumento de sinal de corrente para o mercurio at¢ 80 mV de
amplitude. Nota-se um aumento mais significativo nas respostas analiticas no intervalo
de 20 até 60 mV e depois, certa estabilidade até o valor de 100 mV. Este parametro
contribuiu para o aumento da detectabilidade do metal, contudo, apesar de baixos desvios,
em amplitudes a partir de 60 mV houve aumento da distor¢do do pico da redissolugcdo
gerando graficos visualmente ruidosos e alargados. Assim, a amplitude de 40 mV foi
selecionada como o valor otimizado apresentando bons sinais de correntes, baixos desvios
entre as medidas e picos ndo ruidosos e com boa resolugao.

Em sequéncia foi realizado o estudo para o parametro de degrau de potencial nas
respostas analiticas do mercurio. A Figura 30 mostra a faixa estabelecida para os

experimentos com o degrau de potencial e os respectivos valores médios das correntes.

87



Figura 30: Estudo para otimizag@o do degrau de potencial (2 a 10 mV) para leituras em
triplicata de solugdes aquosas de HCI 0,1 mol L' contendo 50 ug L' de merciirio. (A)
Perfil dos voltamogramas de redissolu¢io de Hg*" e (B) sinais de drea para cada valor do degrau
de potencial avaliado. Condi¢des de SWASV: Potencial de deposi¢ao = -0,1V, tempo de
deposicao = 90 s, frequéncia = 20 Hz, amplitude de potencial = 30 mV.
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Fonte: Proprio autor

O degrau de potencial mostrou uma tendéncia linear crescente nas respostas
analiticas do mercurio como ser observado pela Figura 27. A partir de 6 mV ndo houve
um acréscimo consideravel do sinal do metal, além disso, houve um aumento dos desvios
entre as medidas e perca da resolucdo grafica devido ao aumento da velocidade de
varredura. Assim, o incremento de potencial de 4 mV foi selecionado como 6timo devido
ao bom sinal de corrente de redissolucdo do merctrio e os baixos desvios confirmados
pelas barras de erros.

Um estudo de otimizacao para a frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial
foi realizado e os resultados apresentados na Figura 31. Para este parametro, os valores

estudados foram na faixa de 8 até 100 Hz.
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Figura 31: Estudo para otimizacao da frequéncia (8 a 100 Hz) para leituras em triplicata
de solugdes aquosas de HCI 0,1 mol L' contendo 50 pg L' de merciirio. (A) Perfil dos
voltamogramas de redissoluciio de Hg** e (B) sinais de 4rea para cada valor de frequéncia
de aplicagdo do pulso de potencial avaliado. Condi¢cdes de SWASV: Potencial de
deposicao = -0,1 V, tempo de deposicao = 90 s, amplitude de potencial = 30 mV, degrau
de potencial =4 mV.
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Fonte: Proprio autor

De acordo com a Figura 28 houve um aumento do sinal de corrente para o
mercurio de 8 até 80 Hz e um decréscimo em 100 Hz. Um comportamento crescente e
linear foi observado até 40 Hz e a partir desse valor, nenhuma tendéncia nos valores foi
obtida. O acréscimo nos desvios entre as medidas (n=3) é proporcionado pelo aumento
da velocidade de varredura e, consequentemente, perda na resolugcdo grafica dos sinais.
Desta forma, o valor de 40 Hz foi escolhido como ideal devido ao ganho na
detectabilidade de mercuirio e baixos desvios quando comparado com os resultados
obtidos para frequéncias menores, além de fornecer uma velocidade de varredura de
160 mV s™! contribuindo para anélises mais rapidas.

Ap6s as otimizagdes dos parametros de onda quadrada outras caracteristicas para
o método foram avaliadas como velocidade de agitacdo, potencial e tempo de limpeza
(condicionamento), e tempo de equilibrio. A agitacdo proporciona melhora na
detectabilidade do metal devido ao aumento do transporte de massa para a superficie do
eletrodo durante o periodo de deposi¢do. Por outro lado, o potencial e o tempo de limpeza
(condicionamento) tiveram como objetivos evitar a contaminacdo do eletrodo
aumentando sua vida ttil, e proporcionar reprodutibilidade entre as medidas. Além disso,
o tempo de equilibrio € outra caracteristica importante pois evita que as medidas sejam

realizadas ainda sobre o efeito da agitacdo minimizando os efeitos do transporte de massa
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por conveccdo. Todos os parametros otimizados neste trabalho estao de acordo com os
valores obtidos em um trabalho j4 publicado na literatura para a determinagdo de mercurio
em amostras ambientais por SWASYV utilizando-se o SPGE-AT (BERNALTE; MARIN
SANCHEZ; GIL, 2011).

Cabe ressaltar que todas as medidas das otimizagdes dos parametros de onda
quadrada foram realizadas com um tnico eletrodo impresso de ouro (SPGE-AT) e sem a
troca de eletr6lito ou qualquer outro componente do sistema.

A Tabela 8 resume as varidveis otimizadas e os respectivOs intervalos estudados
para a determinacdo de mercurio 6leo de peixe em capsulas utilizando SPGE-AT e

SWASV.

Tabela 8: Otimizacao dos parametros do eletrdlito e de SWASYV para a determinacao de

Hg utilizando o SPGE-AT

Parametro Intervalo de estudo Valor otimizado
Concentracio de HCI 0,001 — 0,5 mol L'! 0,1 mol L!
Frequéncia 8 — 100 Hz 10 Hz
Eincremento 2-10mV 4 mV
Eamplitude 20 - 100 mV 40 mV
Edep +0,2 V até -0,2 V 0,1V
Tdep 30-240s 90s
Velocidade de agitacdo 500 — 2500 rpm 1000 rpm
Econdicionamento +0,4 V até +0,6 V +0,6 V
Teondicionamento 15-90s 30s
Tequilibrio 15-90s 15s

Fonte: Proprio autor.
4.2.1 Figuras de mérito
Apoés as otimizacOes do eletrolito e dos parametros de SWASV, o método
proposto foi validado. Um comportamento linear do mercurio foi observado na faixa de

concentracdo entre 5 e 400 ug L' em meio de HCI 0,1 mol L' como pode ser observado

na Figura 32. O coeficiente angular (sensibilidade) e de correlagdo linear (r) foram
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0,00481 pA V/ug L' e 0,999 respectivamente. A equagdo da curva de calibracdo é

representada abaixo:
y(LAV) =-0,00192 + 0,00481[Hg?*] (ug L) (R=0,999)
Figura 32: (A) Voltamogramas de redissolucdo para concentragdes crescentes de

merctrio (5 — 400 pg L!) em meio meio de HC1 0,1 mol L™!. Em (B) a respectiva curva

de calibrag@o para mercurio. Condi¢des de SWASYV apresentas na Tabela 8.
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Fonte: Proprio autor.

Os limites de detec¢do (LD) e de quantificacio (LQ) foram de 0,25 ug L! e
0,83 ug L1, respectivamente (LD = 3 x DPb/S e LQ = 10 x DPb/S, em que DPb & o desvio
padrao da linha base do branco paran =10 e S € a inclinag@o da curva analitica).

Para o estudo de repetibilidade, foram avaliados quatro niveis de concentracio de
mercirio, 5, 20, 50 e 250 ug L' (n = 10) em HCI 0,1 mol L realizado no sistema

convencional utilizando o SPGE-AT nas condicoes SWASV otimizadas, incluindo a
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etapa de condicionamento do eletrodo. Os desvios-padrao relativos (DPR) foram de 3,8,
2,9, 2,3 e 1,4%, respectivamente. Estes valores mostram a eficiéncia da etapa de limpeza
eletroquimica (etapa de condicionamento) otimizada, que evitou a contamina¢do do
eletrodo pelo merctrio e flutuagdes nos sinais de corrente entre as medidas.

A Tabela 9 resume as caracteristicas analiticas do método proposto para o sistema

convencional sob condi¢des otimizadas.

Tabela 9: Caracteristicas analiticas do método proposto para a determinacdo de Hg por

SPGE-AT em 0,1 mol L' HCL.

Parametros analiticos Valores obtidos
Sensibilidade (uA V/ug L) 0,00481
LD (ugL?) 0,25
LQ (ugL™h 0,83
FL (ug L) 5400
r 0,999
Repetibilidade DPR (%; n =10; 5ug L) 3,8
Repetibilidade DPR (%; n = 10; 20 ug L) 2,9
Repetibilidade DPR (%; n = 10; 50 ug L) 2,3
Repetibilidade DPR (%; n = 10; 250 ug L) 1,4
Intra-dia DPR (%; n=5;50 ug L") 3,1
Inter-eletrodos DPR (%; n = 3) 4,3

LD = Limite de detec¢do; LQ = limite de quantificacdo, FL = faixa linear,
DPR = Desvio padrdo relativo

Fonte: Proprio autor

4.2.2 Otimizacao do preparo da amostra

Inicialmente, foi avaliada a eficiéncia de trés métodos diferentes de digestdao de
amostras (banho com ultrassom, calcinag@o e bloco digestor) na extracdo de Hg de um
padrdo oleoso. Os parametros analiticos como massa de padrdo, solu¢do e volume dos
reagentes extratores foram pré-definidos com base em trabalhos ja pulicados na literatura
envolvendo preparo de amostras de lubrificantes e 6leos vegetais como citado na parte

experimental. Assim, o padrio oleoso de mercirio certificado de 100 mgkg' foi
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selecionado para o processo de otimiza¢do das digestdes devido a semelhanca da sua
composi¢do com as amostras do 6leo de peixe e pela confiabilidade na sua concentracao.

A energia ultrassonica obtida por banhos ou sondas é amplamente utilizada no
preparo de diferentes amostras como é destacado pela literatura. Contudo, a energia
utilizada em banhos ultrassonicos ndo é distribuida uniformemente. O comportamento
das regides de maior intensidade da energia depende da localizacdo dos cristais
piezoelétricos responsiveis pelo processo de cavitagio (MUNOZ; OLIVEIRA;
ANGNES, 2006). Assim, foi necessario o estudo da eficiéncia do banho ultrassdnico
através de um teste empregando uma folha de papel aluminio antes de iniciar os
procedimentos de digestdo. O papel foi colocado em contato direto com o metal do fundo
do banho ultrassonico e o volume interno completado com agua. Apds acionar o banho,
em poucos segundos ja foi possivel observar o inicio da perfuracdo do papel aluminio
causado pelas bolhas da cavitacdo. Apos 5 minutos as regides central e esquerda superior
foram as que apresentaram o maior nimero de perfuracdes e, consequentemente os locais
na qual a energia se propaga com maior intensidade de acordo com a Figura 33. Desta
forma, as amostras foram colocadas nessas regides para garantir o melhor rendimento da

radiacao para que o processo de digestdo fosse mais eficiente.

Figura 33: Estudo da distribui¢cdo da energia no banho de ultrassom e apresentacdo

regides de maior perfuracio na folha de aluminio provocada pelos cristais piezoelétricos.

Fonte: Proprio autor

Este simples teste permitiu averiguar as regides que apresentam a maior
concentracdo de perfuragdes na folha de aluminio dentro do banho. Nessas regioes, a
radiacdo ultrassOnica é mais intensa, o que possibilita um melhor aproveitamento dessa

radiacdo para a digestdo das amostras. Assim, os frascos de plastico contendo a massa do
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padrao oleoso e a solugdo extratora (1 mL de HCI concentrado e 1 mL de H2O2 30% m/v)
foram colocados em um suporte metalico com capacidade para nove frascos e adicionada
na regido central do no banho de tal forma que a mistura foi completamente imersa.

Os demais procedimentos de digestdo para cada metodologia foram realizados
conforme descrito na se¢ao experimental. Além disso, cabe ressaltar que a concentragao
final de mercirio na célula apds as diluicdes das amostras digeridas, para cada
procedimento de digestdo, foi de 50 ug L'!. A compara¢io da eficiéncia de cada
procedimento de digestao foi realizada apds a determinac¢do de Hg nas amostras digeridas
pelo método de adicao padrdo nas condi¢gdes otimizadas de eletrolitoe SWASV. A Tabela
10 mostra os resultados obtidos para cada metodologia de preparo de amostra realizada

em triplicata na determina¢@o de mercurio extraido do padrdo oleoso.

Tabela 10: Comparacdo das metodologias de digestdo baseados em valores de

recupera¢do de merctirio no padrdo dleo certificado.

Concentracao obtida

Metodologia (ug LY Recuperacao (%) n=3
n=3
Banho de ultrassom 49,8 £472 94,2 +9.,6
Bloco digestor 29,1 £0,7 58,0 0,7
Calcinacdo <LD <LD

Fonte: Proprio autor.

De acordo com os resultados a digestdo auxiliada pelo banho por ultrassom foi a
mais eficiente para decompor a matriz organica sem que houvesse perda do metal.
Durante o processo de extrac¢do a solucao do banho foi mantida em temperatura ambiente.
Foi observado resquicios de material residual ndo digerido apds o procedimento de
sonicacdo dentro dos tubos de digestao; no entanto, os valores de recuperacdo mostram a
eficiéncia da liberacdo de Hg da matriz oleosa para solucao acida aquosa mesmo antes da
otimizacdo do procedimento.

O bloco do digestor exigiu temperaturas proximas a 160 °C durante os
procedimentos de digestdo, o que ndo € ideal para a determinacdo de Hg, devido a
volatilidade deste metal mesmo em temperatura ambiente (AUGELLI et al., 2007). Os
resultados de recuperagdo, em torno de 50%, indicam que as etapas de preparo de
amostras destinadas a determinag¢do de Hg requerem procedimentos em temperaturas

moderadas para evitar perdas por volatilidade. Por outro lado, se forem utilizados
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métodos de digestdo empregando-se temperaturas elevadas, o uso de frascos fechados se
faz necessario, como no caso de digestdes de forno de micro-ondas que é altamente
aconselhdvel para promover digestdo de diferentes matrizes sem perdas de analitos
volateis (AUGELLI et al., 2007; FERREIRA et al., 2015).

A calcinagdo converteu completamente a matriz organica do padrdo em cinzas que
posteriormente foram dissolvidas em solugdo acida; no entanto, os valores de recuperacio
indicam a volatilidade de mercurio durante a digestdo, especialmente para a etapa que
utilizou altas temperaturas (550 °C) e frascos abertos, o que contribuiu para a perda total
do metal (ADELOJU, 1989). Portanto, o método de digestdo assistido por banho
ultrassOnico a temperatura ambiente € a melhor opc¢do para tratar amostras de 6leo para
determinac¢do de Hg, colaborando também para a portabilidade da metodologia como um
todo (ASHLEY, 1995) e com a “quimica verde” devido ao menor consumo de energia e
reagentes quando comparado com os demais métodos de digestdao (BENDICHO et al.,
2012). Este tipo de preparacdo de amostra foi previamente aplicado para diferentes
amostras em que a determinacdo de Hg foi direcionada, como em combustiveis
(FREITAS et al., 2015; TORMIN et al., 2016), fertilizantes (LIMA et al., 2015), material
biologico (MUNOZ; OLIVEIRA; ANGNES, 2006), solos (COLLASIOL; POZEBON;
MAIA, 2004) e alimentos (ALTUNAY, 2018)

E importante dizer que, a concentragio final do acido na solucdo contida na célula
apos a dilui¢do dos digeridos ndo interferiu no comportamento eletroquimico do sinal de
mercurio no SPGE-AT se apresentando de forma estavel e sem ruidos. Além disso, um

unico eletrodo foi responsavel pela realizacdo de todas as medidas dos digeridos.

4.2.3 Otimizacdo dos parametros de digestao empregando banho de

ultrassom

Foi realizado um estudo univariado de alguns parametros do método de digestao
por banho ultrassonico, como volume de solugdo extratora, tempo de sonicacdo e massa
de amostra. O intervalo de variacdo para os parametros foi adaptado de trabalhos
publicados na literatura (CYPRIANO; MATOS; MATOS, 2008; FREITAS et al., 2015;
MUNOZ; OLIVEIRA; ANGNES, 2006). De forma semelhante ao aplicado na escolha da
metodologia de digestdo, a concentragdo de mercurio na célula apds as diluicdes dos

digeridos foi de 50 ug L' sendo quantificadas por adi¢do de padrdo.
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Inicialmente, foram estudados diferentes volumes da solu¢do extratora na digestao
em banho ultrassonico. 100 mg de padrdo oleoso foram tratados separadamente com
2000, 1500, 1000 e 500 pL da mistura 1:1 de HCI concentrado e H>O> (30% m/v) durante
30 min no banho. Para cada volume da solucdo extratora estudada, foi realizada a
triplicata da digestdo, ou seja, 12 experimentos. Ao final do periodo de sonica¢do, os
digeridos foram avolumados com &4gua desionizada e uma aliquota dessa solugdo
adicionada na célula contendo o eletrolito otimizado. Todas as amostras tratadas com os
quatro diferentes volumes da solu¢do permitiram a determinacdo do mercurio por
SWASYV otimizado com recuperacgdes obtidas entre 93 e 110%, desvios menores que 14%
e correlacdo linear acima de 0,997 para todas as curvas de adi¢cdo padrido com n = 3.
Observou-se que, apesar dos bons resultados obtidos, algumas gotas de 6leo tiveram que
ser removidas da superficie dos frascos das amostras digeridas com 500 pL da solu¢do
extratora. Este volume da solucdo pode nio ter sido suficiente para digerir toda a amostra.
No entanto, as amostras tratadas com 2000 uL. da mistura apresentaram recuperagdes
proximas de 100% e menores desvios quando comparadas as demais solugdes. Isso pode
ser atribuido a digestdo total da amostra (ndo foram obtidos residuos de 6leo e uma
solug@o final limpa), o que possibilitou analises reprodutiveis. Os volumes acima de
2000 pL da solugdo extrativa ndo foram avaliados porque, mesmo apds a diluicdo na
célula, alta acidez poderia comprometer a estabilidade do SPGE-AT.

Os proximos experimentos objetivaram avaliar o tempo de sonicacdo para a
digestao do padrdo oleoso no banho de ultrassom. Novamente, cerca de 100 mg do padrao
de 6leo foram misturados com 2000 pL. da solucdo extratora e a mistura tratada
separadamente sob sonicag¢do durante 15, 30, 45 e 60 min. Todas as digestdes foram
realizadas em triplicata o que levou a 12 experimentos. Os resultados para este parametro
mostraram que todos os tempos de sonicacdo estudados foram eficientes na extracdo de
mercurio com recuperacoes superiores a 90% e coeficientes de correlagao linear maiores
que 0,998, para todas as curvas de adi¢ao padrao, com n = 3. A fim de garantir uma maior
frequéncia de analise, o tempo de 15 min de sonicacdo foi selecionado para testes
adicionais, além disso, apresentou recuperacdes proximas de 100% e desvios inferiores
em relacdo aos demais experimentos.

Em seguida, a eficiéncia da extragdo de mercurio foi avaliada separadamente
variando-se a massa em 100, 200, 300 e 400 mg do padrdo de dleo certificado sob as
condi¢des otimizadas da solucdo extratora (2000 uL da mistura 1:1 HCI concentrado e

H>02 30% m/v) e do tempo de sonicacdo (15 minutos). Todas as digestdes foram
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conduzidas em triplicata, totalizando 12 experimentos. O objetivo do aumento da massa
de padrao foi de garantir melhoria nos limites de deteccdo do método pela extragdo de um
teor mais elevado de merctrio e uma menor diluicdo na solugdo extratora. O estudo
mostrou que a extracdo de mercurio foi bem-sucedida em todos os casos, com
recuperagdes variando de 97 a 103% para n = 3 e coeficientes lineares maiores que 0,998,
para todas as curvas de adi¢do padrdo. No entanto, quantidades de padrdao oleoso acima
de 100 mg ndo foram eficientemente digeridas como evidenciado pela aparéncia visual
(goticulas de 6leo de superficie). Além disso, foram verificados desvios padrdes
relativamente altos (acima de 16%). Assim, as condi¢des otimizadas para o método de
digestdo em banho de ultrassom foram 100 mg de amostra, 2000 uL de solucdo extratora
e 15 min de sonicac¢do no banho. Os valores dos parametros otimizados para a extragao
de mercurio do padrdo oleoso utilizando o banho de ultrassom estdo de acordo com
aqueles encontrados na literatura (CYPRIANO; MATOS; MATOS, 2008; FREITAS et
al., 2015). O préximo passo foi aplicar este procedimento para as cipsulas de 6leo de
peixe compradas no mercado local. A Tabela 11 mostra um resumo das experiéncias e a
eficiéncia na extracdo de mercurio do padrdo oleoso digerido em banho de ultrassom e

determinado por SWASYV otimizado utilizando um SPGE-AT.

Tabela 11: Resumo das varidveis analisadas para a otimizacdo da digestdo do padrdo
oleoso contendo mercurio em banho de ultrassom e as respectivas concentragdes obtidas

em triplicata para cada parametro otimizado

Concentracao
Parametros da digestao Valor Recuperacao
Intervalo obtida
(unidade) otimizado (%)n=3
(ng LY
Volume da solugdo extratora (uL) 500 — 2000 2000 49,8 £ 0,4 99,6 £0,9
Tempo de sonicag@o (min) 15-60 15 50,2+7,2 102,7 £ 3,7
Massa de padrio (mg) 100 — 400 100 473 +£5,1 99,1 +£1,2

Fonte: Proprio autor.

4.2.4 Aplicacao do método proposto na determinacao de merciirio em

capsulas contendo éleo de peixe.

O método proposto foi aplicado a determinacdo do mercirio em trés amostras de

6leo de peixe em cédpsulas adquiridas no mercado local. As capsulas de cada fabricante
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foram perfuradas e aproximadamente 100 mg do 6leo de peixe foram pesados em frascos
de polipropileno, perfazendo um total de 9 experimentos. A matriz oleosa das capsulas
de todos os fabricantes apresentou coloracdo amarelada e viscosidade semelhante ao
padrio certificado de mercurio. As amostras entdo foram digeridas pela solu¢do extratora
otimizada em banho de ultrassom por 15 minutos e posteriormente analisadas por
SWASYV proposto, utilizando o método de adi¢dao padrao para quantificacdo.

As analises revelaram que as concentracdes de mercurio nas trés amostras estavam
abaixo do limite de deteccdo (0,25 pg L") do método. Como citado anteriormente, as
legislacdes europeias como a da Comunidade Europeia (CE) e a Farmacopeia Europeia
estabelecem um limite maximo para mercurio em suplementos alimentares a base de
6leos de peixe em de 100 ng g''. Ja no Brasil a ANVISA estipula um limite de 500 ng g
! em peixe, uma vez que a legislaciio ndo contém especificacio para suplementos a base
de 6leo de peixe. Neste contexto, cada amostra de 6leo de peixe foi fortificada com uma
concentracdo do padrdo oleoso de mercurio. Desta forma, foi possivel avaliar a precisao
do método por testes de adi¢do e recuperac@o. A amostra 1 foi fortificada com 2,4 ug g
!, a amostra 2 com 5,0 ug g' e a amostra 3 com 9,8 ug g!'. Apés as fortificacdes as
amostras foram digeridas em triplicata no banho por ultrassom empregando-se os
parametros otimizados. O teor de merctrio foi determinado por SWASV otimizado no
SPGE-AT usando o método de adi¢do padrdo. As concentracdes na célula eletroquimica
foram teoricamente 5, 10 e 20 ug L', respectivamente ap6s as dilui¢des dos digeridos em
10 vezes, considerando os valores das fortificagdes. A Tabela 12 apresenta os valores de

recuperacdo das andlises de trés amostras de 6leo de peixe em capsulas nao fortificadas e

fortificadas com um padrao oleoso certificado contendo merctirio.

Tabela 12: Valores de recupera¢do para o mercurio para trés amostras comerciais de 6leo

de peixe em cépsulas fortificadas com padrao oleoso certificado.

Concentraciao de Hg (n = 3)

Amostras  Encontrado Fortificado Recuperado Recuperacio
(nggh) (nggh (nggh (%)
1 <LD 24 2,24 + 0,09 93,9+3)5
2 <LD 5.0 4,80 +0,18 95,6 +3,7
3 <LD 9,8 10,14 £0,40 102,6 £4,5
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As andlises realizadas pelo sistema convencional acoplado ao SPGE-AT das
amostras digeridas de 6leo de peixe em capsulas apresentaram boa concordincia com as
concentracdes fortificadas e valores de aceitiveis de recuperacdo foram obtidos na faixa
de 94 a 102%. Apesar de complexas, as amostras foram digeridas de forma eficiente como
comprovado pelos testes de recuperacdo, além disso, um unico eletrodo foi utilizado para
as andlises de todas as amostras fortificadas. Entretanto, foi observado que a vida util do
eletrodo no meio oxidante ¢ menor em relagdo ao meio contendo apenas eletrélito.
Enquanto que um tnico eletrodo foi capaz de realizar 300 leituras em meio de eletrélito
contendo 0,1 mol L' de HCI, com o eletrodo em contato com o meio oxidante (HCI e
H>0,) foi possivel realizar apenas 100 medidas. Uma das justificativas seria alguma
reacdo indesejavel entre as tintas que compde o eletrodo e o meio oxidante. Outro ponto
importante foi a eficacia da etapa de limpeza do eletrodo que ndo permitiu a contaminagao
e a propagacdo de algum erro de concentracdo do mercurio ap0s leituras sucessivas.

A Figura 34 apresenta as respostas voltamétricas tipicas de uma andlise por adi¢do
de padrio de merctrio em amostras digeridas de 6leo de peixe em capsulas e as

respectivas curvas de adi¢cdo de padrao.
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Figura 34: A esquerda: Em (A, C e E) sio apresentados os voltamogramas de SWASV
para as respostas de Hg em amostras de 6leo de peixe fortificados com o padrdao de
referéncia de 6leo resultando nas seguintes concentracdes finais na célula: (A) 5 ug L,
(B) 10 ug L' e (C) 20 ug L' apés as digestdes em condi¢des otimizadas. As amostras
foram analisadas pelo método de adicao padrdo para trés adi¢des consecutivas (b — d) de
solucdes padrao de Hg (II). Direita: Em (B, D e F) sdo representadas as respectivas

curvas. Pardmetros otimizados na Tabela 8.
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Fonte: Proprio autor.

Todas as curvas de adi¢do de padrdo apresentam coeficientes de correlagdo linear
(R) maiores que 0,998. Considerando que as dilui¢cdes dos digeridos na célula
eletroquimica foram de 10 vezes, os limites de deteccdo e quantificacio foram 2,5 pg L
I'e 8,3 ug L' respectivamente, sendo calculados utilizando 90 segundos de tempo de

deposicdo. A aplicacdo de tempos de deposi¢do maiores abaixaria os limites de detec¢cao
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do método, contudo, diminuem sua frequéncia analitica. O limite de detec¢cdo do método
proposto € comparavel aos trabalhos publicados na determinacdo de mercuirio em
amostras ambientais utilizando o SPGE-AT (LD = 1,1 pg L") (BERNALTE; MARIN
SANCHEZ; GIL, 2011), em amostras de 6leo de peixe por GFAAS (LD = 6,0 pg L
(FORAN; FLOOD; LEWANDROWSKI, 2003) e por ICP-MS (LD = 0,5 pg L") (MEI
et al., 2018). Além disso, as caracteristicas analiticas (LD, LQ, faixa linear e
sensibilidade) do método desenvolvido sdo compariveis com trabalhos que utilizaram
diferentes preparos de amostras e métodos de deteccao para andlise de merctrio
(FERREIRA etal., 2015; GAO; HUANG, 2013; MUNOZ et al., 2007; ZAIB et al., 2015).

Nao foi observado nenhum sinal proveniente de outro metal na janela de potencial
estudada, como por exemplo o cobre, o que poderia comprometer a determinagdo de
mercurio nessas amostras.

A digestdo em banho por ultrassom proporcionou uma rapida decomposicao das
amostras oleosas a temperatura ambiente com valores de recuperacdo adequados para
extracdes de mercurio em relacdo aos procedimentos que utilizam o bloco digestor e a
calcinacdo. Nao foi verificada a mudanca da coloracdo das amostras apos a adicdo da
solucdo oxidante, permanecendo com aspecto limpido. Apesar da formacdo de uma fina
pelicula organica sobre os digeridos, ndo foi necessaria a centrifugacdo das amostras para
se retirar a fase aquosa. Além disso, 0 método SWASYV otimizado foi sensivel, preciso e
ndo apresentou interferéncias de outros metais que podem ser encontrados em capsulas
contendo Oleo de peixe. A vida util do eletrodo foi relativamente alta, 100 medidas, até a
troca e continuidade das analises,

Trabalhos futuros serdo desenvolvidos a partir das mesmas amostras, porém
utilizando-se eletrodos impressos de ouro resistentes a solventes organicos. Dessa forma,
o preparo das amostras dos suplementos alimentares a base de 6leo de peixe podera ser
simplificada a simples dilui¢do em eletrdlito suporte adequado, sem a necessidade de
digestdes previamente elaboradas. O uso do SPGE-BT resistente a meios orgéanicos pode
ser uma Otima alternativa para determinagdes simultaneas de Pb, Cu e Hg em amostras
oleosas uma vez que a janela de potencial deste eletrodo € mais ampla. O custo da anélise
podera ser mais viavel, a geracdo de residuos e manipulagdo de reagentes nocivos sera

minimizada, além de melhorar questdes como a portabilidade.
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4.3 Determinacao direta de cobre livre em biodiesel por SWASYV utilizando
eletrodo impresso de ouro com alta temperatura de cura (SPGE-AT)

resistente a solvente organico

Figura 35: Ilustracao do sistema utilizado para a determinacao direta de cobre livre em
biodiesel por SWASYV utilizando eletrodo impresso de ouro com alta temperatura de cura

(SPGE-AT) resistente a solvente organico

POTENTIOSTAT

Biodiesel l

A crescente demanda por combustiveis fosseis em todos os setores principalmente

transporte e geracdo de energia causa preocupacdes ambientais principalmente
relacionadas as emissdes de compostos de carbono e enxofre. Assim, uma alternativa € o
uso de biocombustiveis derivados de fontes renovaveis, como o biodiesel (TALEBIAN-
KIAKALAIEH; AMIN; MAZAHERI, 2013).

O biodiesel € um combustivel renovavel composto por uma mistura de ésteres
mono-alquilicos de 4cidos graxos de cadeia longa derivado de triglicérides (6leos vegetais
ou gordura animal), que substitui parcial ou totalmente o diesel de petréleo em motores
por ignicdo por compressdo. A reacdo de transesterificacdo € a via mais comum para a
formacao de biodiesel a partir de 6leos ou gorduras, em que os triglicerideos sao reagidos
com um alcool de cadeia pequena (metanol ou etanol) na presenga de um catalisador
(geralmente KOH) resultando em uma mistura de ésteres (biodiesel) e glicerol como
subproduto. No entanto, alguns contaminantes podem ser encontrados no biodiesel,
mesmo apds as etapas de purificacdo, como glicerol (principal coproduto), dlcool
residual, resquicios de catalisadores, triglicerideos que nao reagiram e metais traco. A

presenca dessas moléculas ou espécies no biodiesel pode afetar a qualidade e gerar
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problemas ambientais, como emissdes atmosféricas prejudiciais e desgaste excessivo do
motor. Desta forma, o controle de qualidade do biodiesel é obrigatério para a
comercializacdo deste biocombustivel, sendo controlada por algumas legislacdes, como
EN-14214 (europeia), ASTM D-6751 (EUA) e a resolugdo ANP brasileira n°® 45/2014
(ATADASHI; AROUA; AZIZ, 2010; CHEN et al., 2018; KNOTHE; RAZON, 2017;
RASHED et al., 2016; SAJJADI; RAMAN; ARANDIYAN, 2016).

Dentre os contaminantes citados, o monitoramento de metais, como Cu, Co, Fe,
Pb, Ni, Mn, e Hg, também € importante pois essas espécies podem ser introduzidas no
biodiesel ou outros combustiveis, a partir do cultivo de matérias primas em solos
contaminados, durante o processo de producdo ou durante o transporte e armazenamento.
A presenca destes metais acelera os processos de degradacao dos combustiveis causando
alteracdoes indesejaveis nas propriedades fisico-quimicas do biodiesel, tais como
mudangas na viscosidade cinematica, densidade e do indice de acidez, tornando-o
inadequado para a comercializacdo. Além disso, a queima destes combustiveis
contaminados liberam os metais na atmosfera na forma de material particulado e, quando
inalado pela populacdo, apresentam grande potencial para causar doencas respiratorias
(SARIN et al., 2009; SQUISSATO et al., 2017).

Os metais como cobre, ferro, cobalto, manganés e niquel ja foram investigados
como agentes que aceleram processos de degradacdo do biodiesel (JAIN; SHARMA,
2014; KNOTHE; STEIDLEY, 2018; SARIN et al., 2010a, 2010b) e foi observado que o
cobre, mesmo em concentracdes abaixo de 1 ppm, teve um efeito pronunciado na redugdo
da estabilidade oxidativa (SARIN et al., 2009).

A espectrometria de absorcdo atomica em forno de grafite (GF AAS),
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES),
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), potenciometria
de redissolucdo anddica (SCP) e voltametria de redissolucdo anddica (ASV) sdo
exemplos de técnicas que foram usadas para a determinacdo de cobre em amostras de
biodiesel (ALMEIDA et al., 2010; GHISI et al., 2011; LEPRI et al., 2011; PILLAY et al.,
2012; PINTO; LEMOS, 2013; QUADROS et al., 2011). Contudo, os métodos
espectrométricos e eletroquimicos publicados até agora informam os valores do teor total
de cobre, embora a eletroanélise tenha sido proposta para a determinacdo de espécies de
metais livres em biodiesel utilizando eletrodo convencional de disco de ouro (ALMEIDA
etal., 2010). Ainda assim, nenhum trabalho anterior apresentou um método analitico para

determinar apenas as espécies livres em biodiesel. Além disso, ainda ndo esti claro na
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literatura se os metais livres (por exemplo, Cu®*") ou organicos (organometilico) sdo
responsaveis pela reducdo da estabilidade a oxidacdo de biodiesel.

Os eletrodos impressos tém sido utilizados para a determinacdo direta de metais
em bioetanol combustivel e antioxidantes fendlicos em biodiesel pela simples dilui¢ao
das amostras em um eletrélito adequado (CARAMIT et al., 2013; TORMIN et al., 2016).
Nesse mesmo sentido, fons cobre foram determinados em biodiesel de forma direta pela
dilui¢do apropriada da amostra em etanol (ALMEIDA et al., 2010). Contudo, o sistema
convencional utilizado nas determinag¢des de cobre em biodiesel contou com um eletrodo
de ouro comercial em bastdo, um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl e um eletrodo de
platina como contra eletrodo. De forma alternativa, o emprego de eletrodos impressos de
ouro com baixa temperatura de cura (SPGE-AT) e resistentes a solventes organicos foram
avaliados na determinacao de cobre livre em biodiesel de forma direta desempenhando
um papel fundamental no desenvolvimento de métodos eletroquimicos para analises
portateis.

A escolha do eletrélito foi um ponto primordial para o desenvolvimento do
trabalho tendo em vista uma boa solubilidade do biodiesel no meio sem a separacdo de
fases apos sucessivas medidas. O etanol e o isopropanol foram inicialmente escolhidos
para os testes de miscibilidade. Apesar dos dois solventes conseguirem solubilizar uma
determinada aliquota de biodiesel, o etanol foi selecionado para os testes seguintes devido
a sua maior abundancia no laboratorio que foi desenvolvido o trabalho, ficil manipulagcdo
e menor custo (ALMEIDA et al., 2010; MUNOZ; ANGNES, 2004).

O primeiro teste consistiu em avaliar o contedido de cobre no etanol de forma
direta com o SPGE-AT de acordo com uma metodologia ja publicada na literatura
(ALMEIDA; RICHTER; MUNOZ, 2014). Este experimento inicial teve como objetivo
identificar alguma contaminac¢do do etanol grau analitico por cobre e que possivelmente
pudesse interferir nas medidas na presenca de biodiesel. Apds os testes, nao foi
identificado nenhum sinal na linha base do etanol referente ao cobre mesmo com tempos
de deposi¢cdo maiores (180 segundos). Logo, o etanol foi considerado como apto a ser
aplicado como eletrdlito nas determinac¢des de cobre livre em biodiesel.

Como o objetivo deste trabalho foi demonstrar a aplicacdo de SPGE-AT resistente
a solventes organicos na determinagdo direta de cobre livre em biodiesel e sua correlacao
com a estabilidade oxidativa, foram realizados alguns testes de solubilidade do biodiesel
em diferentes proporcdes de etanol e 4gua em uma faixa de volume adaptada da literatura

(ALMEIDA et al.,, 2010). Neste trabalho, os autores constataram que a melhor
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composi¢ao do eletrdlito foi 0,5% m/m de biodiesel, 70,2% m/m etanol e 29,3% m/m de
agua, o que corresponde a 100 uL (0,088 g) de biodiesel, 15 mL (12 g) de etanol, e 5 mL
(5 g) de 4agua. Essa composi¢do de solventes e amostra foi utilizada para a determinagao
direta de cobre em amostras de biodiesel utilizando um eletrodo de bastdo de ouro com
deteccao por redissolugdo potenciémetrica.

Os testes de miscibilidade realizados nas proporcdes de 70, 80 e 90% (v/v) de
etanol e mantendo constante os 200 uL (0,166 mg) de biodiesel, mostraram que a
propor¢do contendo 90% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de 4gua apresentou uma melhor
solubilizacio do biodiesel (microemulsdo visualmente limpida e clara) permanecendo por
mais de 10 h estavel, ou seja, em uma unica fase. O uso de uma porcentagem superior a
90% (v/v) de etanol no eletrélito ndo foi avaliado uma vez que o aumento do teor de
solvente organico pode fornecer correntes mais baixas e, consequentemente menor
detectabilidade do analito, o que pode ser atribuido a maior resisténcia elétrica do meio,
como foi observado em trabalhos publicados na literatura (MUNOZ; ANGNES, 2004).
Por outro lado, as proporcdes contendo 70 e 80% (v/v) de etanol ndo foram suficientes
para solubilizar completamente o biodiesel, resultando na formacao de uma solucio turva
e separacdo de fases (goticulas superficiais de biodiesel), principalmente para a
composi¢ao contendo 70% (v/v), o que poderia fornecer resultados nio reprodutiveis para
o método. Na composi¢dao contendo 80% (v/v) de etanol, a solucdo final apresentou
aspecto turvo (ndo limpida) e, apOs certo periodo, pdde-se observar a formagdo de
goticulas oleosas no seio e na superficie da solu¢do comprovando a ndo homogeneidade.
Desta forma, a propor¢do contendo 90% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de agua foi a
selecionada para os préximos experimentos devido a excelente miscibilidade do biodiesel
e a baixa dilui¢do do biodiesel (50 vezes) nessa composi¢do. A Figura 36 mostra o
aspecto visual das trés solu¢des hidroetandlicas contendo 70, 80 e 90% (v/v) de etanol e
agua ap6s as adicoes de 200 uL de biodiesel em cada composigao.

E importante destacar que a diluicdo direta da amostra no eletrélito simplifica o
preparo e diminui o tempo de andlise além de colaborar para a portabilidade do método
J4 que ndo s@o necessarios os processos demorados de digestdo convencionais, como 0O

bloco digestor ou a calcinagio.
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Figura 36: Efeito de diferentes propor¢des de etanol/dgua (v/v) na completa

miscibilidade do biodiesel.

70% 80%

Fonte: Proprio autor

Os eletrodos impressos resistentes foram condicionados (ativados) da mesma
forma que os eletrodos ndo resistentes a solventes utilizados no trabalho anterior. A
ativacdo do SPGE-AT foi realizada em meio de HCI1 0,1 mol L! por voltametria ciclica
(30 ciclos), velocidade de varredura de 50 mV s’! na janela de potencial que variou de
+0,2 V até +0,6 V. Os voltamogramas iniciais apresentaram respostas ruidosas e perfil
semelhante aos eletrodos ndo resistentes. Ao longo de novos ciclos, os sinais de correntes
foram se tornando menos ruidosos e nenhum sinal que possa ser proveniente da
composi¢do das tintas do eletrodo ou contaminagdo externa foi observado.

Em seguida, com o eletrodo ativado, diferentes solugdes acidas (HCI, HNOs e
HCIO4) foram investigadas como eletrolitos de suporte em uma concentragdo final de
0,1 mol L'! preparadas diretamente em etanol a 90% (v/v) e 10% de dgua (v/v). Os
parametros da voltametria de redissolu¢do anddica foram selecionados baseados em
trabalhos ja publicados para a determinacdo de metais em solucdes hidroetandlicas
(ALMEIDA et al., 2010; ALMEIDA; RICHTER; MUNOZ, 2014), porém, mantendo-se
a janela de potencial na faixa de +0,2V até +0,6 V e o potencial de deposi¢do de -0,1 V
para se evitar sinais indesejados e minimizar a evolucdo de hidrogénio caracteristica dos
eletrodos SPGE-AT. Foi adotado um potencial de condicionamento (limpeza) em +0,6 V
por 30 s para evitar a contaminac¢do do eletrodo a partir da medida anterior e com isso,
realizar medidas reprodutiveis. O eletrélito contendo 0,1 mol L™! HCI em sua composi¢io
apresentou o maior sinal analitico na deteccdo de 40 ug L' de Cu(II), sendo 3 vezes maior

do que a resposta para o eletrélito composto por 0,1 mol L' de HNO3;, enquanto que
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nenhum sinal de corrente foi observado no eletrdlito contendo HClO4. De forma
semelhante ao mercurio, a presenca de ions cloreto no eletrdlito facilita a reoxidacdo do
cobre da superficie do eletrodo para a solucdo através da formagdo de complexos
(OMANOVIC et al., 2010; UGO et al., 2001).

O sinal para o cobre foi deslocado para regides mais positivas, aproximadamente
0,02 V em comparagdo com as determinacdes deste metal em eletrélitos aquosos cujo
sinal € obtido em 0,4 V. Ja foi relatado na literatura que o aumento da propor¢ao de etanol
no eletrolito (75% v/v) proporciona um deslocamento do sinal do cobre para potenciais
mais positivos, cerca de 0,02 V (MUNOZ; ANGNES, 2004). Apesar do etanol utilizado
no eletrdlito ter sido testado previamente e nenhum sinal de impureza ter sido obtido na
janela de potencial, o deslocamento de picos € de dificil interpretacdo. Muitos fatores
podem influenciar como a cinética da superficie do eletrodo, pH do meio, complexacao,
entre outros. No entanto, o potencial do SPGE-AT é comandado pelo eletrodo de pseudo-
referéncia e € dependente da composicdo da solu¢do do meio. Portanto, o deslocamento
do pico do cobre obtido nas solugdes hidroetandlicas pode ter ocorrido devido a variagao
do potencial do pseudo-referéncia em contanto direto com a solu¢do contendo etanol
(TAKEUCHI et al., 2009; WAN et al., 2015).

Em seguida, a deteccdo de cobre foi avaliada em diferentes concentracdes de HCI
(0,5, 0,02 e 0,1 mol L) preparadas diretamente em 90% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de

agua como mostrado na Figura 37.

Figura 37: Relacdo entre a concentragao de HCI e a resposta de Cu(Il) determinada por
SWASV em SPGE-AT resistentes a solventes organicos. Condicoes de SWASV:
potencial de deposi¢do = -0,1 V, tempo de deposicao = 90 s, frequéncia = 10 Hz, degrau

de potencial =4 mV, amplitude de potencial = 30 mV.

Branco
4 ——0,02 mol L" HCI
——0,1 mol L' HCI
——0,5mol L HCI
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Fonte: Proprio autor
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O pico de redissolucdo do cobre apresentou forma alargada e menos intensa no
eletrélito contendo 0,5 mol L' de HCl em comparacdo com as demais concentragdes.
Além disso, elevadas concentragdes de cloreto sdo responsaveis por facilitar a oxidacao
do ouro do eletrodo em potenciais positivos. Por outro lado, eletrélitos com elevada
acidez podem causar distor¢cdes nos voltamogramas devido a geracdo de hidrogénio
através da redugio de H' na superficie do eletrodo de ouro (BERNALTE et al., 2013). J4
na composicdo de 0,02 mol L' verificou-se uma menor detectabilidade entre todas as
concentracgdes e houve um deslocamento do pico para regides menos positivas (+0,4 V).
O mesmo efeito foi observado em trabalho no qual concentracdes menores de cloreto
favoreceram o decréscimo do sinal de cobre e deslocou o pico para regides menos
positivas (BONFIL; BRAND, 2000). Portanto, verificou-se que a composicao do
eletrélito contendo 0,1 mol L' de HCI em meio de 90% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de
4gua apresentou a maior resposta para a deteccdo de 40 ug L' de cobre e o pico foi obtido
em +0,42 V sem distor¢des e com boa defini¢do.

A otimizacgdo do eletrolito permite uma combinacdo adequada de variaveis que
aumentem as capacidades das técnicas eletroquimicas. E importante o monitoramento dos
metais em diferentes meios em busca da condicdo ideal em termos de sensibilidade e
seletividade do método, principalmente quando se trabalha com andlises
multielementares em uma mesma varredura. Fatores como, o dcido/tampao utilizado e
sua concentracdo sdo dependentes do tipo de eletrodo e dos metais que se deseja
determinar. Desta forma € aconselhavel o estudo da composicao do eletrolito como sendo
0 marco inicial para o desenvolvimento de uma nova metodologia eletroquimica.

Ap6s as otimizagdes do eletrdlito, os parametros de deposi¢do e de SWV foram
avaliados. Incialmente o potencial de deposi¢do foi estudado em uma faixa compreendida
entre -0,3V até +0,3 V conforme a Figura 38. Valores mais negativos de potenciais ndo
foram analisados devido a geracdo de hidrogénio e, consequentemente perda na

reprodutibilidade das medidas.
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Figura 38: Avaliacao do potencial de deposicao (-0,3 a +0,3V) nas medidas em triplicata
de 20 ug L' de cobre em 90% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de 4gua e 0,1 mol L' de HCI
no volume final utilizando o SPGE-AT. (A) Perfil dos voltamogramas de redissolugdo de
Cu(Il) e (B) sinais de area para cada potencial avaliado. Condicdes de SWASV: tempo
de deposicdo = 90 s, frequéncia = 20 Hz, degrau de potencial = 4 mV, amplitude de
potencial =38 mV.
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Fonte: Proprio autor

Foi observada uma tendéncia decrescente no sinal de corrente para o cobre
conforme os potenciais de deposi¢do selecionados foram tornando menos negativos.
Apesar de se obter uma boa resposta de corrente em -0,3V, este potencial foi descartado
devido a visual geracdo de hidrogénio do eletrodo de ouro conforme ja discutido
anteriormente. Dessa forma, o potencial de deposi¢do de -0,2V foi selecionado para os
experimentos seguintes devido ao maior sinal de corrente obtido para o cobre, baixos
desvios entre as medidas e auséncia de ruidos nos voltamogramas.

Em seguida, o tempo de deposi¢ao foi avaliado no intervalo de 30 a 240 segundos
conforme mostrado na Figura 39. Um comportamento linear do sinal de corrente foi
observado em toda a faixa estudada. O tempo de 90 segundos foi selecionado para os
proximos experimentos devido a boa correlacio entre o tempo de deposicio e a
detectabilidade de cobre sem comprometer a frequéncia analitica do método proposto. No
entanto, em se tratando de determinacdes de cobre em niveis tracos no biodiesel, tempos
de deposi¢do maiores podem ser utilizados caso ndo seja possivel quantificar o metal

aplicando-se apenas 90 segundos de pré-concentracgdo.

109



Figura 39: Avaliacdao do tempo de deposicdo (30 a 180 s) nas medidas em triplicata de
20 pg L' de cobre em 90% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de 4gua e 0,1 mol L' de HCI no
volume final utilizando o SPGE-AT. Condicdes de SWASV: Potencial de deposi¢do = -
0,2 V, frequéncia = 20 Hz, degrau de potencial =4 mV, amplitude de potencial = 38 mV.
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Fonte: Proprio autor

Os parametros de SWV, frequéncia, amplitude de potencial e degrau de potencial,
foram avaliados com base em experimentos univariados para a detecgio de 20 ug L' de
cobre no eletrélito otimizado composto por 90% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de dgua e 0,1
mol L' de HCI no volume final. A faixa estudada de cada varidvel da SWV foi baseada
nas condicdes selecionadas em trabalhos voltados para a determinacdo de metais em
bioetanol combustivel (ALMEIDA; RICHTER; MUNOZ, 2014) e em biodiesel
(ALMEIDA et al., 2010). A Figura 40 mostra o estudo da amplitude variando-se de 20
até 100 mV e os respectivos sinais de correntes obtidos para (n = 3) utilizando o SPGE-

AT.
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Figura 40: Estudo para otimizacao da amplitude (10 a 100 mV) para leituras em triplicata
de 20 ug L' de cobre em 90% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de 4gua e 0,1 mol L' de HCI
no volume final utilizando o SPGE-AT. (A) Perfil dos voltamogramas de redissolugdo de
Cu(II) e (B) sinais de area para cada valor de amplitude avaliado. Condi¢des de SWASV:
Potencial de deposicdo = -0,2 V, tempo de deposicao = 90 s, frequéncia = 20 Hz,

incremento de potencial =4 mV.
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Fonte: Préprio autor

De acordo com a Figura 40, pode ser observado um aumento de sinal de corrente
para o cobre até 100 mV de amplitude. Nota-se um aumento nas respostas analiticas
acompanhadas de baixos desvios no intervalo de 10 até 50 mV e um crescimento
significativo do sinal de 60 até 100 mV, contudo com elevados desvios. A partir do valor
de 50 mV foi possivel verificar distor¢des do pico da redissolugdo gerando graficos
visualmente ruidosos e alargados. Esse alargamento contribuiu para o aumento do sinal
da area do pico e, consequentemente, o acréscimo indesejado do sinal analitico. Dessa
forma, foi selecionada a amplitude de potencial de 30 mV por apresentar boa resposta
analitica, baixos desvios entre as medidas, picos nao ruidosos e definidos.

A Figura 41 mostra a faixa de estudo para o degrau de potencial variando-se de 1
até 10 mV e as respectivas respostas de correntes obtidas para (n = 3) utilizando o SPGE-

AT.
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Figura 41: Estudo para otimiza¢@o do degrau de potencial (1 a 10 mV) para leituras em
triplicata de 20 pg L' de cobre em 90% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de 4gua e 0,1 mol L!
de HCI no volume final utilizando o SPGE-AT. (A) Perfil dos voltamogramas de
redissolu¢ao de Cu(Il) e (B) sinais de area para cada valor do degrau de potencial
avaliado. Condi¢des de SWASV: Potencial de deposicao = -0,2 V, tempo de deposi¢ao =
90 s, frequéncia = 20 Hz, amplitude de potencial = 30 mV.

0.204
(B)
- I__!\I~I
<
=
< 3
= 2 0.12-
= )
-]
3]
z
0.08 - o
o 2 4 6 8 10
E (V) Degrau de potencial (mV)

Fonte: Proprio autor

Um comportamento crescente das respostas analiticas e baixos desvios foram
obtidas em degraus de potenciais compreendidos entre 1 € S mV. A partir de 5 mV houve
um pequeno decréscimo do sinal de cobre e aumento dos desvios entre as medidas. Além
disso, a perda da resolugdo gréfica é devido ao aumento da velocidade de varredura (DE
SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Para o desenvolvimento do trabalho o degrau de
potencial de 3 mV foi selecionado em preferéncia a4 mV devido ao bom sinal de corrente
acompanhado de baixos desvios e, principalmente pelos graficos gerados nao
apresentarem ruidos.

A frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial foi realizada na faixa

compreendida entre 10 e 80 Hz e os resultados apresentados na Figura 42.
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Figura 42: Estudo para otimizacao da frequéncia (8 a 100 Hz) para leituras em triplicata
de 20 ug L' de cobre em 90% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de 4gua e 0,1 mol L' de HCI
no volume final utilizando o SPGE-AT. (A) Perfil dos voltamogramas de redissolu¢do de
Cu(Il) e (B) sinais de 4rea para cada valor de frequéncia de aplicacio do pulso de potencial
avaliado. Condi¢des de SWASV: Potencial de deposicao = -0,2 V, tempo de deposi¢ao =
90 s, degrau de potencial =4 mV, amplitude de potencial = 30 mV.
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Fonte: Proprio autor

Um aumento na detectabilidade e baixos desvios relativos foram observados na
faixa de frequéncia entre 10 e 30 Hz. A partir de 40 Hz (platd) ndo houve uma tendéncia
entre as respostas de corrente, entretanto, foi observado um aumento dos desvios relativos
entre as medidas correlacionado com a geracdo de graficos ruidosos. Este efeito em
frequéncias maiores € causado pelo acréscimo na velocidade de varredura durante as
leituras em fungdo da prdpria resisténcia da solugdo (DE SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003). Apesar de baixos desvios, o valor de 30 Hz ndo foi selecionado para o
desenvolvimento do trabalho por apresentar respostas graficas ruidosas. Assim, a
frequéncia de 20 Hz foi a condi¢do 6tima obtida para os experimentos futuros devido ao
ganho na resposta analitica do cobre, apresentar baixos desvios como mostrado pela barra
de erros e sinais ndo ruidosos. Além disso, a taxa de varredura de 60 mV s contribui
para analises relativamente ripidas em meios ndo aquosos.

Outras caracteristicas do método foram avaliadas como o potencial e o tempo de
condicionamento do eletrodo, a velocidade de agitacdo durante a etapa de deposicdo de
cobre e o tempo de equilibrio da solu¢do antes das medidas. Todos esses parimetros
auxiliam nos ganhos de corrente, proporcionam medidas mais reprodutiveis e aumentam

a vida util do eletrodo como ja discutido anteriormente. Para a etapa de condicionamento
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(limpeza) foi selecionado um potencial de +0,6 V por 30 segundos para restaurar a linha
de base e evitar a contaminacao do eletrodo por cobre.

A velocidade de agitacao durante a etapa de pré-concentracao foi avaliada na faixa
de 500-2500 rpm e o valor de 1000 rpm foi selecionado para medidas sequenciais com
base na resposta analitica mais elevada e reprodutivel para o cobre em funcdo de um
transporte de massa mais efetivo até o eletrodo. O tempo de equilibrio da solu¢do, ou seja,
o periodo de repouso do eletrdlito apds a agitagdo na etapa de pré-concentracdo foi
otimizado em 15 segundos.

Todas as medidas das otimizacOes dos parametros de onda quadrada e de
redissolucdo foram realizadas com um unico eletrodo impresso de ouro resistente a
solventes organicos (SPGE-AT). Nao foi necessaria a troca do eletrdlito ou qualquer
outro componente do sistema.

A Tabela 13 resume todas as varidveis otimizadas e os respectivos intervalos
estudados para a determinacdo direta de cobre livre em biodiesel utilizando SPGE-AT

resistente a solventes organicos e voltametria de redissolu¢do anddica por onda quadrada.

Tabela 13: Otimizacdo das condic¢des de eletrolito e de SWASV para a determinacdo de
Cu(II) utilizando o SPGE-AT.

Parametro Intervalo de estudo Valor otimizado

Proporc¢ao de etanol

70 —90% (v/v) 90%

Concentracido de HCI 0,02 - 0,5 mol L' 0,1 mol L!
Frequéncia 10-80 Hz 20 Hz
Edegrau 1-10mV 3 mV
Eamplitude 10 - 100 mV 30 mV
Edep +0,3 Vaté -0,3V -0,2V
Tdep 30-240s 90 s
Velocidade de agitacdo 500 — 2500 rpm 1000 rpm
Econdicionamento +0,4 V até +0,6 V +0,6 V
Tcondicionamento 15-90s 30s
Tequilibrio 15-90s 15s

Fonte: Proprio autor
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4.3.1 Figuras de mérito

O método proposto foi validado e um comportamento linear de cobre foi
observado na faixa de concentracdo entre 1 e 70 pg L' no eletrélito composto por 90%
(v/v) de etanol, 10% (v/v) de 4gua e 0,1 mol L' de HCI no volume final como pode ser
observado na Figura 43. O coeficiente angular (sensibilidade) e de correlagdo linear (r)
foram 0,00340 uA V/ug L' e 0,998, para 90 segundos de deposicdo, respectivamente. A

equacao da curva de calibracdo é representada abaixo:

y(HA V) = -0,00284 + 0,00340[Cu2*] (ugL1) (R =0,998)

Figura 43: (A) Voltamogramas de redissolu¢do anddica para concentracdes crescentes
de cobre (1 —70 ug L") em 90% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de dgua e 0,1 mol L' de HCI
no volume final utilizando o SPGE-AT resistentes a solventes organicos. Em (B) a

respectiva curva de calibracdo para o cobre € apresentada. Condi¢des de SWASV

apresentas na Tabela 13.
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Os limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) foram de 0,060 ug L' e 0,20
ug L, respectivamente (LD = 3 x DPb/S e LQ = 10 x DPb/S, em que DPb ¢ o desvio
padrdao da linha base do branco para n = 10 e S € a inclinacdo da curva analitica).
Considerando a diluicio de 50 vezes (v/v) de amostras de biodiesel no eletrélito
otimizado, os valores de LD e LQ correspondem a 3 e 10 ug L™! (correspondendo a 3,4 e
11,3 ug kg ! levando-se em consideracdo a densidade do biodiesel), respectivamente.

Para o estudo de repetibilidade, foram avaliados trés niveis de concentracdo de
cobre, 2, 10 e 20 pg L' (n = 10) e os DPR obtidos foram de 4,4, 3,1 e 2,9%,
respectivamente. Estes resultados mostram a boa estabilidade do eletrodo nas solucdes
hidroetanoélicas e a importancia da etapa de limpeza antes de cada medida para evitar a
contamina¢do do SPGE com o metal proveniente das medidas anteriores.

A Tabela 14 resume as caracteristicas analiticas do método proposto para o

sistema convencional sob condi¢des otimizadas.

Tabela 14: Caracteristicas analiticas do método proposto para a determinagdo de Cu(Il)

por SPGE-AT 90% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de 4gua e 0,1 mol L' HCI como eletrélito.

Parametros analiticos Valores obtidos
Sensibilidade (uA V/ug L) 0,00340

LD (ug L1 0,060

LQ (ugL™ 0,20

FL (ug L") 1-70

r 0,998
Repetibilidade DPR (%; n=10; 2 ug L) 4.4
Repetibilidade DPR (%; n = 10; 10 ug L) 3,1
Repetibilidade DPR (%; n = 10; 20 ug L) 2,9
Intra-dia DPR (%; n=35; 10 ug L) 4,0
Inter-eletrodos DPR (%; n = 3) 4.8

Fonte: Proprio autor.

O limite de detec¢dao do método desenvolvido para a determinacdo de cobre
utilizando os eletrodos impressos de ouro é menor em comparagdo a alguns métodos
propostos na literatura, como na determinag¢ao direta de cobre em biodiesel utilizando um

eletrodo de disco de ouro (LD =280 ug L'!) (ALMEIDA et al., 2010) e na determinaco
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direta de cobre em biodiesel utilizando um eletrodo de carbono modificado com filme de
merctrio (LD = 3,78 ug L) (MARTINIANO et al., 2013). Além disso, o LD deste
trabalho estd préximo dos valores obtidos para a determinacdo de cobre em biodiesel
utilizando as técnicas espectroscopicas como ICP-MS e GFAAS (LEPRI et al., 2011;
SANCHEZ et al., 2015).

4.3.2 Aplicacao do método proposto na analise de amostras reais de

biodiesel

De acordo com a Tabela 15 todas as propriedades fisico-quimicas para o biodiesel
adquirido atingiram os limites minimos ou maximos de acordo com as normas de controle

de qualidade para este biocombustivel (EN 14214), exceto estabilidade a oxidacgdo.

Tabela 15: Caracterizacio fisico-quimica do biodiesel utilizado no trabalho, incluindo os

respectivos métodos realizados de acordo com EN14214.

Propriedade (Unidade) Valor Limite Método
Teor de éster (% em massa) 97,1+0,3 Min. 96,5 EN14103
Viscosidade cinematica (mm?s™!, a 40 °C) 4,19 +0,2 1,9-6,0 ASTM D445
Indice de acidez (mg de KOH g!) 0,26 + 0,03 Max. 0,50 EN 14104
Estabilidade a oxidagéo (h, a 110 °C) 6,90 £ 0,40 > 8,0 EN 14112
Conteddo de 4gua (ppm) 188 £7 Max. 200 EN ISO 12937
Glicerol livre (% em massa) 0,005 = 0,002 Max. 0,02 EN 14105/14106
Glicerol total (% em massa) 0,22 £0.01 Max. 0,25 EN 14105
Densidade (Kg m) 882 %9 850 — 900 ASTM D4052
Na + K (mg kg™ <1,0 Max. 5,0 EN 14108/14109
Ca + Mg (mg kg'h) <1,0 Max. 5,0 EN 14538

Fonte: Proprio autor

Embora este biodiesel tenha sido produzido a partir de 6leo de cozinha residual,
ou seja, ap0s a sua utilizagdo no preparo de alimentos, sua estabilidade a oxidacdo atingiu
6,9 h de tempo de indugdo na auséncia de antioxidantes sintéticos. Este valor se encontra
préoximo ao minimo de 8 horas estabelecido pela norma internacional. A estabilidade a
oxidacgdo estd diretamente relacionada com varios fatores como, grau de insaturacio dos
acidos graxos, posicao das insaturacdes na cadeia carbdnica, aumento da temperatura do

biocombustivel, presenca de umidade, presenca de luz, exposi¢do ao ar atmosférico,
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presenca de etanol, e a presenca de metais de transi¢do, principalmente ferro e cobre
(HOEKMAN et al., 2012; KNOTHE; RAZON, 2017; VARATHARAJAN;
PUSHPARANI, 2018).

Ap6s a obtengdo dos parametros analiticos, o método proposto foi aplicado a
determinacdo de cobre livre nas amostras de biodiesel. Todas as amostras de biodiesel,
incluindo as submetidas aos testes de imersdo, apresentaram excelente solubilidade no
eletrélito otimizado, formando uma unica fase, de cor amarelo claro e sem impurezas. A
cor apresentada (amarelo e limpido) pelo biodiesel € semelhante aos demais biodieseis
produzidos a partir de diferentes Oleos vegetais comerciais, tais como, soja, milho,
girassol, dentre outros. Nao existe um limite estabelecido pelas normas para a coloragao
do biodiesel, contudo deve-se apresentar limpido para o consumo automotivo.

Inicialmente, o teor de cobre livre foi avaliado nas amostras de biodiesel puro
(controle), isto €, uma aliquota ndo submetida aos antes dos testes de imersdo. A analise
revelou que a concentracdo de cobre livre estd abaixo do LD para o respectivo método
proposto, mesmo aplicando-se 180 segundos de deposi¢do. Em um trabalho anterior que
desenvolveu um método eletroanalitico para a determinacao direta de Cu(I1I) em biodiesel
usando eletrodos comerciais de disco de ouro ndo foi possivel detectar cobre para um
tempo de deposicio de 300 s (ALMEIDA et al., 2010). E importante mencionar que
mesmo o cobre ndo sendo detectado pelo método proposto ndo € possivel afirmar que este
biodiesel € totalmente livre deste metal pois pode estar na forma ndo livre no meio e, por
1sso as analises por GFAAS podem confirmar o conteudo total de cobre em cada amostra
apos a digestdes do biodiesel em banho de ultrassom.

Assim, como o cobre livre ndo foi detectado pelo método proposto nas amostras
analisadas, a exatiddo do método foi avaliada por testes de adi¢do e recuperacdo em
amostras controle fortificadas com uma solucdo padrdao do metal. Os niveis de
concentracdo de cobre adicionados nas amostras foram baseados em estudos anteriores
da estabilidade oxidativa do biodiesel em que a presenca deste metal a partir de 0,1 mg
kg! ja se obteve um efeito negativo do periodo de indugdo (JAIN; SHARMA, 2014;
SARIN et al., 2009). Todas as amostras foram submetidas as analises de estabilidade
oxidativa para comparar o comportamento do periodo de indug¢do nas amostras
fortificadas com cobre e em uma amostra controle (nfo fortificada).

A Tabela 16 apresenta os valores de recuperacdo para as andlises de cobre livre
em duas amostras de biodiesel com dois niveis de concentracdo determinadas pelo

método SWASYV proposto e os respectivos valores de periodo de inducdo. Os resultados
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sao expressos como a média de 3 determinacdes independentes para cada uma das duas

amostras, com seus desvios com nivel de confianca de 95%.

Tabela 16: Valores de recuperacao de Cu em duas amostras comerciais de biodiesel.

Concentracio de Cu (n = 3)

Periodo
GFAAS
Encontrado Fortificado Recuperacao Recuperacao de
Amostras (total)
(mgkg")  (mgkg") (mg kg™ (%) inducdo
(mg kg™)
(h)
BMR 6,90 =
. <LD" - -—- -—- 0,072 + 0,001
controle 0,40
BMR
1,82 %
fortificado <LD 0,113 0,111 + 0,005 99 +4 0,178 + 0,006 o1l
1 9
BMR
0,45 £
fortificado <LD 0,566 0,574 £ 0,022 101 £4 0,625 £ 0,008 0.07
2 9

* Aplicacdo de 180 segundos de deposic¢ao.

Fonte: Proprio autor

Observa-se que pelo método proposto ndo foi possivel a deteccio e quantificagao
de cobre livre na amostra controle mesmo apds a aplicagao de 180 segundos de deposi¢cao
(LQ = 1,5 ug kg'), contudo, os resultados de GFAAS mostraram a presenca de
0,072 mg kg de cobre nessa mesma amostra ap6s as digestdes 4cidas em banho de
ultrassom. Foram obtidos valores de recuperacdo aceitaveis (99% e 101%) para as
amostras fortificadas e analisadas pelo método proposto, considerando a diluicdo da
amostra e a densidade do biodiesel. Estes resultados também indicam boa exatiddao do
método SWASYV proposto para quantificar espécies de Cu(Il) livre em biodiesel de forma
direta, ou seja, por simples diluicdo da amostra no eletrolito.

As determinagdes por GFAAS revelaram a presenga de uma quantidade
consideravel de Cu biodiesel puro (antes de fortificar). Considerando os baixos valores
de LD obtidos pelo método SWASV proposto em 90 segundos (3.4 ug kg!) e 180
segundos (1,5 pg kg'!) de deposigdo, pode-se dizer que esse teor de cobre encontrado no
biodiesel puro ndo esta presente na forma livre, Cu(Il), ou labil na amostra e sim sob a

forma de organometilicos. Mesmo apds a diluicdlo da amostra em eletrdlito
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hidroetandlico contendo HCI 0,1 mol L', as espécies de cobre permaneceram ligadas a
matriz organica do biodiesel e ndo foram liberadas para a solugdo sob a forma de Cu(Il)
0 que possibilitaria ser detectada e determinada pelo método SWASV. As formas com
em que o cobre pode ser encontrado em amostras como agua de rios, solos e 6leos sdo
basicamente trés: o cobre livre sob a forma de Cu(Il) e cobre complexado com ligantes
organicos ou inorganicos. A soma das diferentes fracdes de cobre € denominada de cobre
total. Geralmente a forma inorganica (Cu(Il)) é a fracdo de menor concentracio, ja a
fracdo organometélica, por ser mais estdvel, € a por¢cdo mais encontrada em amostras
organicas (FU et al., 2018; KUPPER et al., 2009; RYAN et al., 2013; YUAN et al., 2015).

Portanto, a combinagdo de resultados obtidos pelos métodos SWASV e GF AAS
fornecem fortes evidéncias que a espécie de Cu(ll) livre esti em concentracdes
extremamente baixas no biodiesel analisado e que a fracdo de cobre cuja concentracdo €
0,072 + 0,001 mg kg! obtida nesta amostra representa a forma néo 14bil.

A presenca de cobre em combustivel de aviacdo, mesmo em concentragdes baixas,
em torno de 40 ug kg!, exerce o mesmo efeito de degradaciio no biodiesel por acelerar
as reacoes de oxidagao do combustivel. Uma das formas de minimizar os efeitos do cobre
€ adicionar ao combustivel um desativador de metal que reduz a atividade catalitica. Em
um trabalho publicado na literatura os autores descreveram uma metodologia para
distinguir e quantificar duas classes diferentes de compostos de cobre em combustivel de
aviacdo. Através de extracOes em fase liquida os autores conseguiram separar uma das
fragdes de cobre ap0s a adi¢do do desativador de metal para formar o complexo. O sistema
de deteccao consistiu de um HPLC-UV responsavel pela determinacdo do cobre
complexado. Um espectrometro de absor¢do em chama foi acoplado na saida do HPLC
para a deteccdo do teor total de cobre, ou seja, o cobre que nao complexou e que estava
na forma de carboxilato, mais o ligado ao desativador. Com essa metodologia, os autores
concluiram que foi possivel distinguir as duas classes diferentes de compostos de cobre
na mesma amostra de combustivel de aviagdo, o que ajudard para fornecer uma
compreensdo da atividade catalitica de diferentes compostos de cobre, levando a uma
melhor compreensdo dos fatores que causam a instabilidade do combustivel (TAYLOR;
SYNOVEC, 1993).

As mesmas amostras fortificadas foram digeridas e analisadas por GFAAS
apresentando resultados com boa concordancia com os valores obtidos pelo SWASV,

porém considerando a quantidade ndo 14bil, ndo detectada pelo SWASV. Os valores de
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recuperagdo obtidos foram 102 * 5% e 99 + 4% para as fortificagdes com 0,113 mg kg'!
e 0,566 mg kg!, respectivamente.

Como citado anteriormente, um teor de Cu(Il) a partir de 0,1 mg kg™! j4 promove
uma degradacdo intensa do biodiesel e consequentemente decréscimo no periodo de
inducdo (JAIN; SHARMA, 2014; SARIN et al., 2009). Como pode ser observado na
Tabela 16, o valor de cobre total da amostra controle (0,072 mg kg ™) obtido pelo GFAAS
é relativamente proximo de 0,1 mg kg™!, entretanto, nfo foi suficiente para provocar uma
queda substancial na estabilidade oxidativa do biodiesel quando comparado com os
resultados para as amostras fortificadas. Este resultado preliminar indica que as espécies
de cobre presentes no biodiesel-controle estdo ligadas em sua maior parte na matriz
organica, ou seja, estdo sob a forma cobre nao-labil.

O resultado do periodo de inducdo em 6,9 h para esta amostra estad abaixo da
norma de referéncia que estipula um minimo 8 h para este parametro. Esse fato é
justificado pela matriz oleosa utilizada no processo de producdo deste biodiesel. O 6leo
residual de cozinha empregado na produg¢do do biodiesel utilizado no trabalho ¢é
parcialmente degradado pela acdo da elevada temperatura, pelo oxigénio do ar e da
umidade durante os processos de cozimento ou fritura dos alimentos. E a partir dessa
fonte degradada contendo os produtos de oxidacdo como perdxidos, que o biodiesel €
produzido, logo, terd uma menor estabilidade oxidativa (CANESIN et al., 2014). Com o
intuito de corrigir estes valores, as industrias produtoras de biodiesel adicionam
antioxidantes sintéticos fenodlicos tais como TBHQ, BHT, BHA entre outros, para que o
biocombustivel possa se adequar as normas e ser comercializado (ALMEIDA et al., 2011;
SALUJA; KUMAR; SHAM, 2016; SARIN et al., 2010b; YAAKOB et al., 2014).
Contudo, para se evitar possiveis interferéncias no sinal do metal, o biodiesel utilizado no
desenvolvimento do trabalho nao continha nenhum antioxidante adicionado.

Para as demais amostras fortificadas com 0,113 e 0,566 mg kg‘1 de cobre houve
um decréscimo acentuado no periodo de inducdo durante os testes de estabilidade
oxidativa, principalmente para a amostra fortificada 2. Os resultados mostram uma queda
no periodo de inducdo de 6,90 horas na amostra controle para 1,82 e 0,45 horas nas
amostras fortificadas com 0,113 e 0,566 mg kg™!, respectivamente. Ou seja, quanto maior
teor de cobre livre presente no biodiesel, mais rapida serd a degradagdo e menor serao os
valores da estabilidade oxidativa do biocombustivel.

A presenca de cobre (livre) acelera os processos de degradacdo do biodiesel, em

compara¢cdo com a amostra controle. Varios produtos sdo formados tais como acidos
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organicos de cadeia curta, cetonas, aldeidos, perdxidos, sedimentos insoliveis e
polimeros. Desta forma, os parametros fisico-quimicos do biodiesel sdo alterados, como
a viscosidade, a densidade, o indice de acidez entre outros. Além disso, a degradagdo
deste biocombustivel contribui para o aumento das emissdes atmosféricas nocivas de CO,
CO», SO, e material particulado, além de comprometer as pecas internas do motor através
de entupimentos dos bicos injetores e corrosdo de partes metalicas que estdo em contato
com o biodiesel degradado (SAZZAD et al., 2016; ZULETA et al., 2012).

A Figura 44 mostra as medidas do SWASYV correspondentes as determinacdes de
espécies de Cu(ll) nas amostras de biodiesel fortificadas e as respectivas curvas de

calibracao.

Figura 44: Esquerda: (A e B) Registros de SWASYV para a deteccao direta de Cu(Il) livre
em amostras comerciais de biodiesel para resultar nas seguintes concentracdes finais na
célula: A) 2 ug L' e B) 10 pug L!. Sinais de a) em branco e apés trés adicdes (c - e) de
padrdo de 6leo de Cu(Il). A direita: (B e D) respectivas curvas analiticas. Condigdes de

SWASYV apresentas na Tabela 13.
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Fonte: Proprio autor
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Os voltamogramas mostrados na Figura 40 correspondem as determinagdes de
cobre livre nas amostras de biodiesel que foram diluidas 50 vezes no eletrélito composto
por 90% (v/v) de etanol, 10% (v/v) de 4gua e 0,1 mol L'HCle as respectivas curvas de
calibracdo. Todas as curvas apresentaram um coeficiente de correlacdo maiores que
0,998. As respostas do SWASV para todas as amostras analisadas estavam livres de
interferéncia da matriz organica do biodiesel sob condi¢des otimizadas. Além disso, o
pico de redissolu¢do de Cu(II) foi observado em +0,42 V, cerca de 200 mV mais positivo
em comparacdo com as medidas realizadas em meio aquoso usando o eletrodo de disco
de ouro e um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl/saturado com KCI. Essa diferenca
potencial de pico (~100 mV) pode estar relacionada ao eletrodo de referéncia do SPGE
(pseudo-referéncia de Ag/AgCl). Além disso, o maior porcentagem de etanol no eletrdlito
de suporte pode contribuir para a mudanca potencial para mais regides de potenciais mais
positivas como relatado na literatura (ALMEIDA et al., 2010; MUNOZ; ANGNES,
2004).

4.3.3 Aplicacao do método proposto para a analise do biodiesel apés

testes de imersao de placas de cobre

As placas de cobre foram imersas nas amostras de biodiesel para simular um
processo real de corrosdo para diferentes tempos de exposi¢ao (24, 48 e 72 h) e as
amostras resultantes de biodiesel foram analisadas pelo método proposto para conteido
livre de Cu(Il) e de GF AAS para o conteudo total de cobre.

A Tabela 17 mostra o teor de cobre livre determinado pelo método SWASV
otimizado e de cobre total por GFAAS nas amostras submetidas ao teste de imersao e os

respectivos periodos de inducao.
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Tabela 17: Concentragdo de cobre livre liberada para biodiesel durante os testes de
imersdo estatica em diferentes periodos (24, 48 e 72 h) e o teor de cobre total com os

respectivos periodos de inducao.

Concentracao de cobre (n = 3)

Encontrado GFAAS Periodo de
Amostras (livre) (total) inducao
(mg kg™) (mg kg™ (h)
BMR controle* <LD* 0,072 £ 0,001 6,90 + 0,40
BMR 24 h* 0,033 +0,002* 0,095 = 0,005 5,32 +0,12
BMR 48 h 0,073 £ 0,003 0,133 £ 0,004 3,18 £0,09
BMR 72 h 0,154 £ 0,004 0,265 = 0,006 1,20 £ 0,08

* Aplicacdo de 180 segundos de deposicgao.
Fonte: Proprio autor

Foi verificado um aumento de viscosidade do biodiesel apos os processos de
degradacao do biodiesel. No entanto, este efeito ndo influenciou a diluicdo das amostras
no eletrélito e manteve-se homogéneo durante toda as etapas de analises. Este aumento
da viscosidade € atribuido a formacao de produtos poliméricos de maior peso molecular
a partir da oxidacdo das cadeias de acidos graxos (VARATHARAJAN; PUSHPARANI,
2018; ZULETA et al., 2012).

Pode-se observar uma tendéncia para o teor livre de cobre em biodiesel em
diferentes tempos de imersdo. A maior concentracdo de cobre livre foi encontrada na
amostra de biodiesel que permaneceu por 72 horas em contato com a placa de cobre, em
seguida na amostra com 48 h de imersdao e o menor conteido apds 24 h de imersdo. Os
valores obtidos para o teor livre de cobre foram 0,0327 + 0,002, 0,073 + 0,003 e 0,144 +
0,004 mg L' para 24, 48 e 72 h de imersio, respectivamente. Estes resultados estdo de
acordo com os estudos ja publicados na literatura sobre a corrosdo de diferentes placas
metalicas pela acdo do biodiesel. Os autores relatam que, quanto maior o tempo de contato
entre as placas e o biodiesel, maior o contetido do metal solubilizado no biocombustivel.
Isso pode ser explicado pelo aumento da formacdo de 4cidos orginicos durante a
degradacao do biodiesel. Esses produtos acidos corroem as placas metéilicas e aumentam
o teor de metal no biodiesel e consequentemente, acelera ainda mais os processos de

degradacao. Isso explica a tendéncia crescente encontrada para o teor de cobre livre em
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biodiesel com o aumento do tempo de imersao (FAZAL; HASEEB; MASJUKI, 2013;
FAZAL et al., 2018; FERNANDES et al., 2013; HASEEB et al., 2010).
A Figura 45 mostra a variagdo do teor de cobre pelo método proposto e do teor

total por GF AAS ao longo dos diferentes tempos de imersdo entre as placas e o biodiesel.

Figura 45: Correlagdo entre os teores de cobre livre e total apds diferentes tempos de

imersdo de placas de cobre em biodiesel.
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O aumento na quantidade total de cobre medido por GFAAS € quase proporcional
ao aumento da concentracdo de Cu(Il) livre determinado pelo método proposto por
SWASV. Considerando que a quantidade inicial de cobre encontrada nas amostras de
biodiesel por GFAAS seja uma fracdo organometalica e que esti presente em todas as
amostras durante os testes de imersdo, o aumento continuo na quantidade de cobre em
diferentes periodos de imersao esta relacionado com a corrosao das placas e liberacao de
espécies livres de Cu(Il) no biodiesel.

A Figura 46 mostra a relagdo entre o tempo de imersao das placas metéalicas com
o aumento do teor de cobre livre no biodiesel devido aos processos de corrosdo e a

diminuicao da estabilidade oxidativa deste biocombustivel.
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Figura 46: Relacdo entre o teor de cobre livre (Cu(Il)) com o aumento do tempo de

imersdo das placas metalicas no biodiesel e o decréscimo da estabilidade oxidativa no

biocombustivel.
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Como citado anteriormente, o teor de cobre livre no biodiesel controle esti abaixo
dos limites de deteccdo do método proposto, mesmo aplicando-se 180 s de deposiciao.
Neste biodiesel, a estabilidade oxidativa obtida foi 6,9 h devido a insignificante
quantidade de Cu(Il) disponivel (livre) para acelerar os processos de oxidagdo do
biocombustivel. A concentraciio obtida de 0,0327 + 0,002 mg kg apés 24 horas de
imersao foi suficiente para causar o inicio da degradacao do biodiesel como pode ser visto
pelo decréscimo no periodo de indugdo de 6,9 horas para 5,3 horas (Tabela 17). Apds 48
horas de imersao, a concentragdo de cobre livre no biodiesel aumentou para 0,073 + 0,003
mg kg! e o periodo de inducdo caiu pela metade do valor inicial da amostra controle, de
6,9 horas para 3,18 horas. E em 72 horas o teor de cobre livre obtido nessa amostra foi de
0,154 £ 0,004 mg kg'1 sendo mais que o dobro em relacio a amostra anterior, além disso,
o periodo de indugdo foi drasticamente reduzido para 1,20 horas quando comparado com
a amostra controle. De forma geral, quanto maior o tempo de contato do biodiesel com a
placa metélica maior serd a concentragdo de cobre liberada para o biocombustivel e,
consequentemente mais acelerada serd a degradacao do biodiesel causada pela presenca

do metal (FAZAL; HASEEB; MASJUKI, 2013).
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Os voltamogramas apresentados na Figura 47 mostram o perfil da anélise do teor

de cobre livre nas amostras de biodiesel apds serem submetidas a 24, 48 e 72 horas de

imersdo em placas de cobre. As respectivas curvas de adicdo de padrdo estdo dispostas ao

lado de cada voltamograma. Todos os parametros voltamétricos estdo listados na Tabela

13.

Figura 47: Esquerda: Registros de SWASV para a detec¢ado direta de Cu(Il) em amostras

comerciais de biodiesel apds diferentes periodos de imersao com placas de cobre. Em (A)

=24h; (C) =48 h e (E) = 72 h. Sinais de a) em branco, b) amostra e ap0s trés adi¢cdes (¢

- e) de padrdo de 6leo de Cu(Il). A direita: (B, D e F) as respectivas curvas analiticas.

Condicdes de SWASV apresentas na Tabela 13.
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Todas as amostras foram diluidas 50 vezes no eletrdlito otimizado. O método de
adicao padrao foi utilizado para a quantificagdo de cobre livre e as curvas mostraram um
coeficiente de correlagdo maiores que 0,997. Nao foi observada nenhuma alteragdo no
potencial do pico de redissolugdo do cobre em relagdo as amostras fortificadas. A
degradacdo do biodiesel e a geracdo de varios produtos de oxidacdo nio influenciou nas
determinagdes de cobre devido a alteracdo quimica do meio. Nenhum outro metal foi
detectado ou interferiu nas respostas voltamétricas das amostras analisadas apds os testes
de corrosao.

Analisando os resultados da Tabela 17, pode-se observar uma variacdo
significativa do total teor de cobre esperado nas amostras de biodiesel expostas a 48 e 72
h. Com base na quantidade apresentada no controle (0,072 mg kg!), era de se esperar
valores do teor total de cobre em torno de 0,145 ¢ 0,226 mg kg ! para 48 e 72 h de imerso,
respectivamente, devido a soma do contetido de cobre da amostra controle com os valores
detectaveis pelo método proposto. Essa variagdo parece estar relacionada a erros
aleatdrios de ambos os procedimentos analiticos empregado para determinacdes totais e
livres de cobre (SQUISSATO et al., 2018b). No entanto, ambas metodologias mostraram
resultados precisos e exatos ap0s os testes de recuperacdo em amostras fortificadas com
concentracdes conhecidas como mostrado na Tabela 16.

Em outros experimentos, o sinal de detec¢ao do cobre(Il) foi avaliado na presenca
dos antioxidantes sintéticos PI, PG, BHT e TBHQ que sdo comumente utilizados na
correcdo do periodo de inducio dos biodieseis antes da comercializacdo (FAZAL et al.,
2017; VAN DER WESTHUIZEN; FOCKE, 2018; VARATHARAJAN; PUSHPARANI,
2018). No entanto, os antioxidantes sdo eletroativos (CARAMIT et al., 2013; TORMIN
et al., 2012), e podem interferir na detec¢do do Cu(Il) e portanto, eles foram avaliados
como espécies potencialmente interferentes Nestes testes, ndo foram avaliadas as
recuperacgdes dos sinais de cobre, e sim apenas se o método proposto € capaz de identificar
e distinguir o sinal do metal e dos antioxidantes na presenga de biodiesel. A Figura 48
mostra o sinal obtido para 6 ug L' de cobre na presenca de 400 mg kg de cada

antioxidante nas condicOes otimizadas utilizando o SPGE-AT.
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Figura 48: Voltamogramas obtidos por SWASYV para deteccio direta de ions Cu(Il) livre
(6 ug L") em amostras de biodiesel na presenca (400 mg L™!) de antioxidantes (A) PI,
(B) PG, (C) BHT e (D) TBHQ. Parametros da SWASYV, eletrélito e diluicdo da amostra

semelhantes a da Figura 40.
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Fonte: Proprio autor

A Figura 48 apresenta os picos de redissolucdo do cobre na presenca de cada
antioxidante analisado. Pode-se notar que em todos os experimentos, houve um ligeiro
deslocamento, cerca de 0,1 V, do sinal do cobre para potenciais mais negativos. Em A foi
possivel identificar um pico de oxidacao em +0,49 V, o qual pode ser atribuido ao propil
galato. Em B foi observado um sinal de oxidagdo em +0,5 V sendo relacionado ao
pirogalol. Em ambos casos o método desenvolvido foi capaz de distinguir o sinal de
redissolucdo do cobre do sinal de oxidacdo dos antioxidantes nas concentragoes
utilizadas. Entretanto, devido a pequena separacao do sinal do cobre e dos antioxidantes
(aproximadamente 0,09 V) a determinag@o de cobre na presenca de propilgalato ou de
pirogalol pode ser comprometida. Com as adi¢Oes sucessivas do padrdao metalico os sinais

de ambos podem se sobrepor levando a uma medida errénea. Em C ndo foi observado
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pico de oxidacdo do BHT na concentragdo avaliada, apenas o sinal de redissolucdo do
metal. Por outro lado, o TBHQ interfere diretamente no sinal de Cu(II) ja que seu pico de
oxidag¢do ocorre proximo ao pico de redissolucao do Cu(Il) sob esta condi¢ao.

A concentracdo destes antioxidantes que sao adicionados ao biodiesel esta dentro
de uma ampla faixa, 10 a 4000 mg L™! para que se atenda as normas que estipula no
minimo 8 h para o teste de estabilidade oxidativa. Isto ocorre devido as diferentes
caracteristicas de cada biodiesel o que leva a uma ampla variacdo dos valores de
estabilidade a oxidacdo e consequentemente, diferentes concentragdes do antioxidante
podem ser utilizadas. Além disso, dependendo da matriz oleosa (soja, algoddo, Oleo
residual) utilizada para a producdo do biodiesel, antioxidantes especificos sao
adicionados por apresentam um efeito mais pronunciado do que os demais na melhoria
da estabilidade oxidativa (FAZAL; HASEEB; MASJUKI, 2013; FAZAL et al., 2017;
VARATHARAJAN; PUSHPARANI, 2018; XIN; IMAHARA; SAKA, 2009).

Em trabalhos futuros serd abordado a determinagdo simultinea de espécies
organicas e inorganicas em combustiveis de forma direta em eletrodos impressos.

Este trabalho foi desenvolvido para a determinagdo direta de cobre livre em
biodiesel utilizando os SPGE-AT resistentes a solventes organicos. A técnica de
voltametria de redissolucdo anddica por onda quadrada foi aplicada com eficiéncia e ndo
sofreu interferéncia da matriz orginica mesmo nos casos onde a amostra estava
degradada. Os baixos limites de deteccdo e quantificagdo obtidos para o método
desenvolvido possibilitaram avaliar a concentracao de cobre que era liberado das placas
para o biodiesel em diferentes periodos de imersdo. Além disso, foi possivel correlacionar
o decréscimo do periodo de indugdo com a presencga de cobre livre e total apds os testes
de corrosdo. Os teores de cobre total nas amostras determinadas por GF AAS apresentam
boa relacdo com os dados obtidos por SWASV. Apos 80 medidas, ndo foram observadas
interferéncias provenientes de residuos de tintas ou algum material que compde os
eletrodos, mesmo com a presenga de biodiesel, demonstrando a grande promessa desses

eletrodos resistentes para analise direta de combustiveis ou biocombustiveis.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho demonstrou a aplicagdo eletrodos impressos resistentes € nao
resistentes a solventes orginicos na determinacio de contaminantes (metais) ou aditivos
(anticorrosivos) em amostras de combustiveis renovaveis (bioetanol e biodiesel),
amostras ambientais (d4gua do mar), 6leo mineral e alimentos (6leo de peixe em céapsulas).
Foi demonstrado que € possivel realizar as determinacdes pela simples dilui¢do das
amostras complexas diretamente nos respetivos eletrolitos otimizados, ou apds
experimentos ripidos de digestdo de amostras (madximo 15 minutos) em banho de
ultrassom. A facilidade oferecida no preparo das amostras, possibilita o desenvolvimento
de metodologias portateis que podem ser empregadas no controle de qualidade in sifu (no
campo) destas amostras. A configuracdo dos SPE’s admite que os trés eletrodos (trabalho,
pseudo-referéncia, e contra eletrodo) sejam impressos em apenas um tnico dispositivo e
possui a vantagem de miniaturizar o sistema de deteccdo principalmente quando
acopladas com potenciostatos portateis e laptops. A variedade da composi¢ao das tintas
e substratos utilizados na produc¢do dos eletrodos impressos atribui a estes dispositivos
caracteristicas importantes como melhorias na sensibilidade e seletividade e a capacidade
de resisténcia a alguns solventes organicos que foi o foco deste trabalho.

Na primeira parte da tese, o uso do eletrodo impresso de grafite em substrato de
poliéster possibilitou analises em um eletrolito contendo 95% de etanol. A determinagdo
do anticorrosivo DMCT com o SPGrE acoplado ao sistema BIA com detec¢do
amperométrica se mostrou versatil, ripida e precisa. Foi demonstrado a primeira
aplicacdo de eletrodos impressos descartaveis no monitoramento de um anticorrosivo em
diversas amostras como dgua do mar sintética, etanol combustivel e 6leo lubrificante em
eletrélito composto por 95% (v/v) de etanol e 5% (v/v) de dgua e 0,1 mol L' de 4cido
sulfirico no volume final. As amostras foram fortificadas com concentracoes conhecidas
de DMCT e diluidas diretamente no eletrdlito para as determinacdes amperométricas em
1,1 V no sistema BIA. O método apresentou boa exatidao e precisdo confirmados pelos
testes de recuperacdo na faixa de 96 — 106%, além de baixos desvios nos estudos de
repetibilidade em diferentes concentracdes (DPR<1,0%). As medidas inter-dia e inter-
eletrodos (DPR <4,3%) mostraram boa robustez dos SPGrE. Um tnico eletrodo foi
continuamente utilizado por mais de 200 inje¢des consecutivas livre de processos

adsortivos com medidas rapidas, 180 injecOes por hora.
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Na segunda parte da tese, voltada para a area de alimentos, foi demostrado pela
primeira vez um método eletroanalitico para a determinacdo de Hg em amostras
comerciais de 6leo de peixe em cépsulas utilizando os eletrodos impressos de ouro ou
SPGEs. Trés tipos de digestdes foram avaliados na decomposi¢do de um padrdo oleoso
de mercurio certificado; banho ultrassonico, a calcinag@o e o bloco digestor. A digestdo
com banho com ultrassom em temperatura ambiente forneceu uma decomposi¢do rapida
(15 minutos) e eficiente (recuperacdo maior que 94%) para o padrdo oleoso. Com
temperaturas mais brandas, a calcinacdo e o bloco digestor ndo apresentaram resultados
satisfatorios devido as perdas por volatilizacio do mercurio contido no padrdo. Os
parametros de SWASYV foram otimizados no eletrdlito contendo 0,1 M de HCI e o método
se mostrou sensivel (LD = 0,25 ug L!). Os experimentos de repetibilidade (DPR < 4,0%),
testes intra-dia (DPR < 3,1%) e inter-eletrodos (DPR < 4,3%) apresentaram desvios
relativamente baixos confirmando uma boa precisdo entre as medidas e entre os eletrodos.
Além disso, com um unico eletrodo foi possivel de se realizar 100 leituras sem a
substitui¢do por um novo sensor. Os valores de recuperagdo (95 — 105%) para as amostras
de dleo de peixe em capsulas fortificadas com o padrdo oleoso de mercurio demostraram
boa exatiddo no processo de digestdo destas amostras, e livre de interferéncias de outros
metais. Desta forma, a digestdo de amostras oleosas em banho de ultrassom combinado
com a deteccdo eletroanalitica utilizando SPGEs possibilita uma alternativa eficiente e
barata para as analises de rotina de Hg em amostras de oleosas comerciais.

Para a terceira etapa desta tese foi apresentado uma nova metodologia para
detectar Cu(Il) livres em biodiesel de forma simples, sensivel e ripida utilizando eletrodos
impressos de ouro resistentes a solventes organicos SPGEs. Amostras de biodiesel
comercial foram contaminadas ap0s testes de imersao em placas de cobre e analisadas
apos diluicao simples em um eletrélito hidroetanélico contendo 90% (v/v) de etanol, 10%
(v/v) de 4gua desionizada e 0,1 mol L"! HCI no volume final. Os parimetros de SWASV
foram otimizados no eletrdlito e o método analitico apresentou excelente sensibilidade
(LD = 0,0060 pug L), boa precisdo (DPR < 4,3%) e exatiddo (recuperacdes entre 99 e
102%). Foram obtidos baixos desvios entre as leituras com diferentes eletrodos (DPR <
4,8% para 3 dispositivos) confirmando a boa robustez destes eletrodos impressos. Um
unico eletrodo respondeu de forma satisfatéria por 80 medi¢des consecutivas em meio
hidroetanélico. Foi demostrado que o teor de Cu(Il) livre esta diretamente ligado com a
diminuicado da estabilidade oxidativa do biodiesel. A amostra de biodiesel controle (sem

imersdo) foi analisada por GF AAS ap6s a digestdo. Os resultados mostraram que a fragao
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de cobre nesta amostra pode estar ligada na matriz orginica o que proporcionou valores
mais elevados da estabilidade oxidativa. A correlacio entre o teor de cobre(Il) livre e total
foi bem estabelecida entre as duas técnicas e o método SWASV acoplado com o SPGE
resistente em meios organicos pode ser utilizada para andlises ripidas, sensiveis, baratas
e de rotina de metais em combustiveis.

Portanto, a aplicacdo analitica dos eletrodos impressos deve-se levar em conta o
analito e o meio (eletrdlito) que serdo realizadas as determinagdes. A ndo interacdo entre
os componentes do eletrodo (tintas e substratos) com o eletrdlito é de fundamental
importancia para prevenir interferéncias e sinais ndo esperados. Andlises diretas por
simples diluicdo tem chamado atencdo devido a simplicidade no preparo de amostras e a
melhoria nos limites de detec¢do. Contudo, devido a complexidade da matriz envolvida,
sinais nao desejados podem diminuir a seletividade do método e interferir na deteccdo do
analito de interesse. Desta forma, a fim de minimizar tais inconvenientes se faz necessario
novos estudos para o desenvolvimento de eletrodos constituidos de diferentes substratos
e tintas condutoras e proporcionar aplicagdes diretas em amostras de alimentos ou
(bio)combustiveis de forma geral. Além disso, as tecnologias de impressdo 3D podem
produzir eletrodos descartiveis para analises de uma gama de analitos em diferentes
meios aquosos Ou Ndo aquosos.

Os métodos desenvolvidos nesta tese podem ser aplicados em andlises em campo
(fora do laboratério) ja que os equipamentos utilizados como potenciostatos, notebooks,
micropipetas eletrOnicas, banhos de ultrassom e células eletroquimicas estao disponiveis

comercialmente e possuem a versatilidade de serem facilmente transportados.
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