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RESUMO

Neste trabalho foi realizado um estudo para promover uma melhora da
seletividade da técnica de amperometria para detecgao de etanol. O estudo resume-se na
aplicagdo sequencial de dois pulsos de potenciais (E1 e E2) e o uso da diferenca entre as
correntes detectadas em cada pulso para determinag@o de etanol. A proposta ¢ a detecgdo
das espécies interferentes em um potencial e interferentes juntamente com etanol em
outro potencial e, por diferenca a detecgao com maior seletividade de etanol. Inicialmente,
estudos foram realizados para identificacao do melhor eletrolito de suporte para deteccao
de etanol usando diamante dopado com boro (BDD) como eletrodo de trabalho. Entre as
quatro solugdes testadas (4cido sulfurico, tampao acetato, hidroxido de sodio e cloreto de
potdssio), acido sulfirico 0,1 mol L™ foi escolhido, uma vez que o etanol apresentou
maior corrente faradaica quando o eletrodo de BDD foi acoplado a um sistema de analise
por injecao em batelada (BIA). Apds estudos de otimizacao de parametros do sistema
BIA (volume de injecdo = 100 uL; velocidade de inje¢do = 227 pL s'), o método
apresentou faixa linear de resposta (r=0,99) para solugdes padrdes contendo entre 0,4 ¢
2,5 % (v/v) de etanol. O desempenho do método foi examinado por meio da determinacdo
de etanol em diferentes amostras de bebidas (cachaca, gin e vodka). Nos estudos de adi¢ao
e recuperagdo, apenas duas amostras apresentaram recuperagdes minimamente
satisfatorias (vodka:116% e cachaga:98%) quando o método de adicdo de padrdao foi
usado. Para as demais amostras, recuperagdes menores que 70 % ou maiores que 130 %
foram obtidas. Portanto, os estudos iniciais mostraram que método tem sérias limitagoes

para a determinacao de etanol em bebidas.

Palavras-chave: Andlise por inje¢do em batelada; Etanol; Cronoamperometria; Bebidas;

Método portatil.



ABSTRAC

In this work, a study was carried out to promote an improvement in the selectivity
of the amperometry technique for ethanol detection. The study is summarized in the
application of two sequential potential pulses (E1 and E2) and the use of the difference
between the currents detected in each pulse to determine ethanol. The proposal is the
detection of interfering species at one potential and both interfering species and ethanol
at another potential and, by difference, detection ethanol with better selectivity. Initially,
studies were carried out to identify the best supporting electrolyte for ethanol detection
using boron-doped diamond (BDD) as the working electrode. Among the four solutions
tested (sulfuric acid, acetate buffer, sodium hydroxide and potassium chloride), 0.1 mol
L' sulfuric acid was chosen, since it presented the highest faradaic current for ethanol
when the BDD electrode was coupled to a batch injection analysis (BIA) system. After
optimization studies of BIA system parameters (injection volume = 100 pL; injection
speed = 227 pL s), the method showed a linear response range (r=0.99) for standard
solutions between 0.4 and 2.5 % (v/v) of ethanol. The performance of the method was
examined through the determination of ethanol in different beverages samples (cachaga,
gin and vodka). In recovery studies, only two samples showed minimally satisfactory
recoveries values (vodka: 116% and cachaca: 98%) when the standard addition
calibration method was used. For the other samples, recoveries less than 70% or greater
that 130% were obtained. Therefore, the initial studies showed that the method has serious

limitations for the determination of ethanol in beverage samples.

Keywords: Batch injection analysis; Ethanol; Chronoamperometry; Drinks; Portable

method.
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1. INTRODUCAO

1.1 Amperometria

A eletroquimica estuda as reagoes de transferéncia de elétrons para transformacao
de energia quimica em energia elétrica, quando associada a determinagdes analiticas sdo
intituladas técnicas eletroanaliticas. Quando comparada as técnicas cromatograficas, por
exemplo, as técnicas eletroanaliticas apresentam algumas vantagens, tais como: alta
sensibilidade e seletividade, baixo custo, menor tempo de andlise e minimizagao de etapas
de pré-tratamento de amostras (FREITAS et al., 2017). Por estes motivos, atualmente
pode ser observado um certo crescimento de uso destas técnicas na literatura.

Entre as técnicas eletroanaliticas mais comuns destacam-se a potenciometria, que
consiste na medida de potencial de uma célula eletroquimica na auséncia de corrente, a
voltametria, a qual se baseia na medida de corrente a partir da variagdo do potencial
(PACHECO et al., 2013) e a amperometria que consiste na medida de corrente mediante
aplicagdo de um potencial fixo ao eletrodo de trabalho. Entre estas, a amperometria se
destaca por ser uma das mais empregadas como modo de detec¢do em sistemas de andlise
de fluxo.

A amperometria, também conhecida como cronoamperometria, ¢ baseada na
aplicacao de um degrau de potencial no eletrodo de trabalho produzindo uma corrente
que ¢ medida em fun¢do do tempo (LUIZ; RAMOS, 2021). As correntes detectadas
(Figura 1) sao produzidos pelo analito (corrente faradaica) e pelo eletrolito suporte
(corrente de fundo), sendo a diferencga entre estas a medida de interesse, que deve ser
proporcional a concentragao do analito. A corrente gerada a partir do eletrolito de suporte
¢ um valor muito baixo, quando comparada ao do analito, decorrido de pequenas

quantidades de impurezas (TORMIN, 2012).
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Figura 1- (A) Perturbagdo aplicada, variando o potencial. (B) corrente gerada para

aplicagdo de um degrau de potencial. (TORMIN, 2012)

(A) (B)
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T Tempo

Ao se aplicar o potencial no eletrodo de trabalho, duas correntes sdo geradas: a
capacitiva (I.) e a faradaica (Iy). A corrente capacitiva € referente ao carregamento da
dupla camada elétrica (Figura 2), enquanto a corrente faradaica corresponde aos
processos eletroquimicos (oxidagdo ou reducdo) que ocorrem na interface
eletrodo/solucdo, ou seja, a transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a espécie

eletroativa ou vice-versa (HU et al., 2014).

Figura 2- Representacdo geral da dupla camada elétrica (PINHEIRO, 2014).

|

ele;;'od;.-"e ®© solugao

o
0

Como podemos observar na Figura 3, a corrente capacitiva tem um decaimento
muito mais rapido do que a corrente faradaica. Isso ocorre pois, enquanto o decaimento
da primeira ¢ devido ao carregamento da dupla camada elétrica, o decaimento da segunda
ocorre devido ao efeito de difusdo na interface eletrodo-solucdo (BRETT; BRETT;
MITOSERIU, 1995). Ao se fazer uma analise, o ideal ¢ que a corrente seja
predominantemente a corrente faradaica, ja que esta corresponde as transferéncias de

elétrons que ocorre na superficie do eletrodo.
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Figura 3 - Comportamento das correntes capacitiva e faradaica ao se aplicar um potencial

a um eletrodo de trabalho estacionario (LUIZ; RAMOS, 2021).
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As técnicas amperométricas convencionais, que se baseiam na aplicagdo de um
potencial constante, podem apresentar como limitagdo uma baixa seletividade, visto que
amostras de matrizes complexas podem apresentar varias espécies eletroativas. Se a
deteccao amperométrica da espécie em estudo for realizada em potenciais mais elevados
(positivos ou negativos), a oxidagdo ou redugdo de espécies eletroativas em potenciais
menores (interferentes) ¢ inevitdvel ou ¢ muito comum. Deste modo, se o composto de
interesse apresentar um potencial para oxidar ou para reduzir muito alto havera problemas

de interferéncia com os compostos eletroativos em potenciais menores.

Diante disso, algumas estratégias propostas para contornar estas limitacdes das
técnicas amperométricas ja foram propostas na literatura (WELTIN; KIENINGER;
URBAN, 2016) (WANG et al., 2015)(MATOS-PERALTA; ANTUCH, 2020). Dentre
elas, a possibilidade de aplicagdo de diferentes formas ou sequéncias de pulsos de
potenciais vem sendo explorados. Entre estas possibilidades, destacam-se a amperometria
de multiplos pulsos e amperometria de pulso diferencial sendo que ambas as técnicas
podem ser utilizados para melhorar a seletividade e a sensibilidade da técnica (SANTOS

etal.,2011).
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A técnica amperométrica de multiplos pulsos (em inglés: “Multiple pulse
amperometry” - MPA) consiste na aplicagdo de sequéncia de pulsos de potenciais
monitorando o sinal do analito em cada pulso. Nesta técnica € possivel aplicar até dez
pulsos de potenciais no mesmo eletrodo de trabalho monitorando a corrente

separadamente em cada pulso de potencial (STEFANO et al., 2014).

Além da possibilidade de aplicagdo de um pulso de potencial para a limpeza
eletroquimica do eletrodo (ou evitar a contaminagdo), também ¢€ possivel a determinagdo
simultanea de duas ou trés espécies eletroativas utilizando apenas um eletrodo de
trabalho. Contudo, € necessario que a diferenca de potencial dos processos eletroquimicos
dos analitos seja maior que 0,1 V (SANTOS et al., 2011). Determinacdes simultaneas sao
possiveis usando a seguinte estratégia: no primeiro pulso de potencial uma espécie ¢
detectada sem a interferéncia da segunda e, no segundo pulso de potencial, ambas as
espécies sao detectadas. A subtracdo das correntes detectadas nos dois potenciais permite
acesso a corrente proveniente da segunda espécie. A MPA ja foi usada com sucesso na
determinagdo simultainea de acucares (SURAREUNGCHAI; DEEPUNYA;
TASAKORN, 2001), drogas (LOPES JUNIOR et al., 2012), antioxidantes (MEDEIROS;
ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2010) e corantes sintéticos(MEDEIROS et al.,
2012).

A técnica de amperometria de pulso diferencial (em inglé€s, “Differential pulse
amperometry” - DPA) foi descrita e utilizada em 1985, por Marcenac e Gonon
(MARCENAC; GONON, 1985). Na apresentacao desta técnica, o uso de trés pulsos de
potenciais foi empregado. O primeiro pulso foi aplicado com o intuito de promover a
limpeza ou evitar a contaminag¢ao do eletrodo de trabalho. Os outros dois potenciais foram
aplicados e a diferenca entre as correntes detectadas em ambos corresponde ao
amperograma de pulso diferencial. No segundo pulso os interferentes sdo detectados e,
no terceiro, o analito e os interferentes. Esta técnica aumenta a seletividade uma vez que
a diferenca entre as correntes detectadas permite acesso a corrente eletroquimica
proveniente somente do analito. Ou seja, a principal vantagem desta técnica € que o sinal
do analito de interesse esta sujeito a uma menor interferéncia de outros compostos quando
comparado com a amperometria convencional (ANTUNOVIC et al., 2018). O aumento
da sensibilidade para sistemas reversiveis ou quase-reversiveis também pode ser

explorado.
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1.2 Analise por injecio em batelada (BIA)

Proposta em 1991, por Wang e Taha, a andlise por injecdo em batelada (do inglés
“batch injection analysis” — BIA) ¢ uma técnica que permite a obtencao de resultados
similares aos obtidos por anélise por inje¢ao em fluxo ( do inglés “flow injection analysis”
— FIA) (WANG et al., 1998). Nesta técnica, uma micropipeta eletronica € utilizada para
injetar pequenos volumes de solucdo diretamente na superficie do eletrodo (detecgdo
eletroquimica) submerso em um grande volume de eletrélito suporte (BRETT; BRETT;
MITOSERIU, 1994).

As analises por injecdo em fluxo (FIA) apresentam diversas vantagens quando
associadas a detectores eletroquimicos, incluindo alta velocidade, sensibilidade,
seletividade, exatiddo e precisdo, boa repetibilidade, simplicidade e utilizacdo de
pequenos volumes de amostras ou solugdes padrao (TROJANOWICZ, 2011). Essas
vantagens sao mantidas no sistema BIA, contudo, quando comparado ao FIA, este sistema
apresenta uma grande vantagem por ndo necessitar do uso de tubulagdes e sistemas de
bombeamento implicando na diminui¢do de vazamentos e a formagdo de bolhas no
interior das tubulag¢des (LUIZ; RAMOS, 2021).

Outra vantagem que podemos citar do sistema BIA ¢ a possibilidade de injegao
da amostra sem prévia adi¢do de eletrolito de suporte, uma vez que o volume injetado €
considerado pequeno quando comparado ao grande volume do eletrélito suporte, ou seja,
nao haverd grande alteragao na forga ionica (VELOSO et al., 2020). Além disso, outra
vantagem do sistema ¢ a portabilidade, dado que todos os equipamentos usados (pipeta,
potenciostato e computador ou tablet) estdo disponiveis no mercado alimentados por
bateria.

No entanto, apesar das diversas vantagens citadas, ndo ¢ muito comum encontrar
aplicacdes de sistemas BIA com detec¢do eletroquimica na andlises de amostras
complexas, ou seja, que apresentam diversos componentes em sua composicao
(QUINTINO; ANGNES, 2004), o que pode ser explicado pela complexidade em incluir
etapas de preparacdo da amostra que sdo fundamentais na andlise de amostras com
matrizes complexas (TROJANOWICZ et al., 2005). Em virtude da pequena distincia
entre a ponteira da micropipeta e a superficie do eletrodo de trabalho algumas limitagdes
referentes a manipulagdo da amostra, automagdo e procedimentos de derivatizacao,

podem ser observados (DA SILVA, 2012).
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Como pode ser observado na Figura 4, a célula BIA apresenta uma configuragao
diferente em relagdo as células eletroquimicas que sao utilizadas normalmente. O eletrodo
de trabalho (ET) ¢ posicionado em oposicdo a ponteira da micropipeta de tal modo que a
injecdo da solucdo ¢ realizada diretamente sobre a superficie do ET, esta configuragdo é
nomeada de “wall-jet” (BRETT; BRETT; MITOSERIU, 1995).

Figura 4 - Modelo BIA. Adaptado de (SILVA et al., 2012)
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Para inje¢ao da amostra pode ser utilizado tanto a micropipeta convencional
quanto a eletronica. Contudo, afim de aumentar a precisao da andlise, a micropipeta
eletronica ¢ recomendada dado que o volume e a velocidade de inje¢ao sdao regulados
eletronicamente, tornando as analises mais reprodutiveis (TORMIN, 2012). Quando uma

micropipeta convencional ¢ empregada, o uso de um padrao interno ¢ recomendado.

Esta célula apresenta trés aberturas na tampa superior, em uma delas a ponteira da
micropipeta ¢ colocada de tal modo que a distdncia entre a ponteira e superficie do
eletrodo sejam mantidas idénticas em todas as inje¢des. Os outras duas aberturas sdo
utilizadas para fixar o eletrodo de referéncia e o contra eletrodo. Além de poder ser

inserida um agitador magnético para acelerar o transporte de massa no interior da célula.

A Figura 5 demonstra as etapas envolvidas quando ocorre a inje¢do da amostra
sem agitacdo no interior da célula. A corrente baixa e constante (A) observada antes da
injecdo da amostra € referente, somente, ao eletrolito suporte. Em seguida, ao adicionar a
solucdo contendo o analito, uma corrente ¢ detectada relacionada com a reducdo ou
oxidacdo da espécie eletroativa transportado mecanicamente até o eletrodo de trabalho
(B), atingindo um valor méximo (C) que se mantém até o final da injecdo. Em seguida,

ocorre uma forte queda da corrente (D), referente a mudanga de transporte mecanico
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(preferencial) para o transporte de massa por difusdo. Ou seja, o analito comeca a ser
diluido no eletrdlito suporte, devido ao gradiente de concentragdo até que as condicdes
iniciais de equilibrio antes da injecdo (E) se restabelecam. A intensidade da resposta ¢
proporcional as concentragdes injetadas em determinado intervalo de concentracdes.
Parametros como velocidade de injecdo, volume injetado, potencial aplicado e presenca
ou auséncia de agitagdo no interior da célula sdo alguns dos parametros que influenciam
nesta resposta (QUINTINO; ANGNES, 2004). Usualmente, estes parametros sao

otimizados € mantidos constantes durantes as analises.

Figura S - Etapas de obtencdo do sinal analitico no sistema BIA -AMP (QUINTINO;
ANGNES, 2004).

A E

Quando associada a voltametria ¢ a amperometria, esse sistema vem sendo
descrito na literatura como forma de melhorar a seletividade, estabilidade e sensibilidade
da deteccao (ROCHA et al., 2018). Além de proporcionar diversas vantagens como baixo
custo, possibilidade de portabilidade e de andlise de mais de uma espécie (LUIZ;
RAMOS, 2021). Apesar da passivacdo ou contaminagdo do eletrodo de trabalho ser
menor nesse sistema, em virtude do analito permanecer pouco tempo em contato com a
superficie do eletrodo de trabalho, o uso da agitacdo no interior da célula € positivo
quando existem problemas de adsor¢ao na superficie do eletrodo de trabalho. O aumento
na frequéncia analitica e no ruido da linha base (corrente faradaica proveniente de
impurezas do eletrdlito ou corrente capacitiva) sdo consequéncias do uso de agitacdo no

interior da célula. (QUINTINO; ANGNES, 2004).
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1.3 Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, tais como: resisténcia a corrosao
quimica; alta condutividade térmica; ser isolante; apresentar maior dureza conhecida e
ser transparente em uma grande faixa de comprimento de onda, o diamante deixou de ser
apenas uma pedra preciosa, sendo utilizado até mesmo como eletrodo quando um dopante
aceptor de elétrons ¢ inserido em sua estrutura. (COBB; AYRES; MACPHERSON,
2018).

Figura 6 - Representacao da estrutura de um diamante (FRANKLIN; CASTRO, 2014).
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O diamante possui cada atomo de carbono ligado a outros quatro,
tetraedricamente, com uma distancia de 1,54 A entre si, por ligacdes covalentes fortes,
formando uma molécula tridimensional constituida por carbonos com hibridiza¢des sp’
(Figura 6). Decorrente da auséncia de ligacdes pi (), o diamante ¢ um material isolante
com um “bandgap” de 5,45 eV e resistividade na ordem de 10'® Q cm. O material é capaz
de suportar grandes campos elétricos e se tronou bastante atrativo para producdo de
materiais condutores, quando um dopante aceptor de elétrons ¢ introduzido em sua
estrutura, usufruindo da sua dureza e alto ponto de fusdo (SALAZAR-BANDA et al.,
20006).

O boro ¢ um dos dopantes mais utilizados para fabricacdo de eletrodos de
diamante, uma vez que dispde de uma pequena energia de ativagdo como transportador
de carga. Uma das formas de dopagem mais empregadas ¢ a deposi¢do a vapor, que
consiste na aplicacdo de uma mistura de gases contendo um composto com boro,
normalmente o 6xido de boro, depositado sobre um filme de diamante em crescimento

(COMPTON; FOORD; MARKEN, 2003).
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O eletrodo de diamante dopado com boro (do inglés, “boron-doped diamond” —
BDD?”) foi inserido como eletrodo na eletroquimica em 1987 (PELSKOV et al., 1987).
As vantagens desse eletrodo sdo diversas, tais como: alta estabilidade quimica e
mecanica, superficie inerte, baixa corrente capacitiva e ampla janela de potencial util em
analises quimicas (PLESKOV, 2005). Em virtude disto, ¢ notavel a utilizacdo do BDD
para o desenvolvimento e aplicagdo de métodos analiticos na eletroanalitica (ALPAR et

al., 2017)(BALL; PATEL, 2012)(YIGIT et al., 2016) .

A concentragdo do dopante, caracteristicas morfologicas, presenga de uma fase
amorfa impura e terminacdes da superficie sdo alguns dos fatores que atuam na resposta
eletroquimica dos eletrodos de diamante (GRANGER; SWAIN, 1999). No BDD, as
terminacdes da superficie do eletrodo sdo capazes de afetar a taxa de transferéncia de
carga elétrica. Estas terminagdes podem ser modificadas por métodos eletroquimicos, por
exemplo: reduzir ou oxidar a 4gua para, respectivamente, gerar terminagdes de hidrogénio

ou oxigénio sobre a superficie do material (SALAZAR-BANDA et al., 2006).

Além disso, o pré-tratamento aplicado na superficie do eletrodo antes das
medicoes serem realizadas, também podem afetar na resposta eletroquimica do eletrodo,
quando este estd acoplado a células eletroquimicas (SUFFREDINI et al., 2004). No
tratamento anodico ocorre a evolucao de oxigénio produzindo terminacdes de oxigénio
enquanto no tratamento catddico ha evolugdo de hidrogénio produzindo terminacgdes de
hidrogénio. Este pré-tratamento deve ser refeito sempre que o eletrodo for retirado da
célula eletroquimica ou pelo menos uma vez ao dia, visto que a exposi¢ao ao ar, potencial
aplicado, tempo de aplicagdo do potencial, tipo de analito em estudo podem provocar

modificacdes na superficie do BDD (FREITAS et al., 2019).

O eletrodo de BDD vem sendo aplicado em diversos estudos de diferentes areas
de pesquisas. Entre elas, ja foi adotado na eletroanalise de anti-hipertensivos, analgésicos,
antibioticos, anti-inflamatérios, vitaminas e até mesmo antidepressivos (SOUSA et al.,
2019). Além das determinacdes farmacéuticas, também j& foram estudados para analise
de neurotransmissores, aditivos alimenticios, pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos e

heterociclicos (BALUCHOVA et al., 2019).



18

2. OBJETIVO

O objetivo do trabalho ¢ estudar o potencial da amperometria na determinagdo de
etanol em amostras com matrizes complexas usando BDD como eletrodo de trabalho. A
estratégia estudada foi a aplicacdo de dois pulsos de potenciais em sequéncia, utilizando
a diferenga entre as correntes detectadas em ambos os potenciais para eliminar a

interferéncia de espécies que oxidam em potenciais menos positivos que o etanol.

3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1.Reagentes e solucoes

Todas as solugdes aquosas foram preparadas utilizando dgua deionizada ultrapura
(resistividade > 18 MQ cm) obtida através do sistema de purificagdo de dgua Mili Q
(Millipore Bedford, MA, USA). Os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico

(PA) e foram usados sem purificacao prévia.

O tampao Britton-Robinson (BR), usado na ativagdo do eletrodo de trabalho de
BDD, foi preparado através da mistura dos acidos acético, borico e fosforico (0,04 mol
L' cada). Os eletrdlitos suportes avaliados nos estudos foram o 4cido sulfurico, cloreto
de potassio, tampao acetato e hidroxido de sodio (0,1 mol L' cada). A Tabela 1 apresenta

as purezas, fornecedores e origem dos reagentes usados.

Tabela 1 - Lista de reagentes utilizados e suas informagdes.

Reagentes Teor (%) Fornecedor Origem
Acido sulfurico 98 (v/v) Vetec Duque de Caxias,Brasil
Acido acético 99 (v/v) Synth Diadema, Brasil
Hidroxido de sédio 99 (v/v) Pareac Quimica Barcelona, Espanha
Cloreto de potassio 99,5 AnalytiCals Brasil
Alcool etilico (m/m) Ciavicco Sabard, Brasil
99,5 (v/v)

O desempenho do método proposto foi avaliado através de estudos de adicdo e

recuperacao em amostras de bebidas. Nestes estudos, as amostras foram diluidas em acido
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sulfurico 0,1 mol L' até a concentracio aproximadas de 0,5% (v/v) de etanol. Estas
dilui¢oes foram realizadas considerando as informagdes nas embalagens das bebidas
(Tabela 2). Em seguida estas amostras foram analisadas pelo método de adi¢ao de padrao.
Uma segunda aliquota destas amostras foi preparada da mesma forma, fortificada com
0,5 % de etanol e analisadas novamente pelo método de adi¢ao de padrdo. Os resultados
obtidos nestas duas analises foram usados para o calculo da porcentagem de recuperagio

empregando a Equagdo 1.

Equacio 1 - Equacao para céalculo da percentagem de recuperacao.

C, —C
R% = %xwo
3

A partir da Equagao 1, a porcentagem recuperacao (R) foi calculada em cada
amostra avaliada. No qual, C; equivale a concentracao que foi determinada na amostra
“fortificada”; C», a concentracao determinada da amostra original (sem adi¢do) e Cs, a

concentracao que foi adicionada as solucdes das amostras.

Tabela 2 — Lista contendo informagdes sobre as amostras avaliadas.

Amostras Marca Teor alcodlico (% v/v)
Cachaca 1 Velho Barreiro 39
Vodka Smirnoff 37,5
Gin Eternity 47,5
Cachaca 2 51 39

3.2.Instrumentacio

O eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro (BDD) foi adquirida da
empresa Neocast SA (La Chaux-de-Fonts, Suica). Segundo o fabricante, o eletrodo ¢
composto por uma base quadrada de silicio (0,7 x 0,7 cm) com 1 cm de espessura e

coberta com uma camada de BDD de 1,2 pm (= 8000 ppm de dopagem com boro).

Neste trabalho, foram realizadas as limpezas/ativacdes eletroquimicas (anoddica e
catddica) na superficie do eletrodo de BDD diariamente antes do uso. Primeiramente, era
feita a ativacdo anodica aplicando uma corrente de +10mA no EDDB durante 1000

segundos em meio de tampao BR sem ajuste de pH (mistura dos trés acidos). Em seguida,
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era feita a ativagdo catédica em meio de 4cido sulftrico 0,5 mol L' aplicando -10 mA
durante 1000 s. Depois, antes da andlise, a ativagdo anddica era repetida. Este
procedimento era realizado diariamente no eletrodo antes do inicio do trabalho ou caso o
eletrodo fosse retirado da célula eletroquimica. Como eletrodos de referéncia e auxiliar,
utilizou-se o eletrodo comercial Ag/AgCl (KCl saturado) (PEDROTTI; ANGNES;
GUTZ, 1996) e um fio de platina imobilizado em uma ponteira de uma micropipeta,

respectivamente.

As medidas eletroquimicas foram efetuadas utilizando um potenciostato -
Autolab Tipo III (Metrohm Autolab, Utrecht, Holanda), controlado pelo NOVA 2.1.2, o
qual também foi utilizado para aquisi¢do e tratamento dos dados. A célula BIA utilizada
nos experimentos, apresenta um volume de 100 mL e foi construida via impressao 3D
com filamentos de acrilonitrila butadiene estireno (ABS do inglés, “Acrylonitrile

Butadiene Styrene’”) conforme descrito por Cardoso et al (CARDOSO et al., 2018).

4. RESULTADO E DISCUSSAO
4.1.Estudo do eletrdlito suporte

A principio, o comportamento eletroquimico do etanol foi estudado através da
voltametria ciclica usando BDD como eletrodo de trabalho. Foi preparado uma solugao
de 5% (v/v) de etanol em meio de 4cido sulfirico 0,1 mol L!. Na Figura 7, pode-se

constatar que, neste meio, o etanol ¢ oxidado proximo ao potencial de +1,6 V.

Figura 7 — Voltamogramas ciclicos obtido para solu¢do sem (linha preta) e com (linha
vermelha) a presenca de etanol (5% v/v) Eletrdlito de suporte: HSO4 0,1 mol L.
Velocidade de varredura: 50 mV s™!, incremento de potencial: 5 mV. Faixa de trabalho:

0,0a2,0V.
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Como a oxidag¢ao do etanol, usando BDD como eletrodo de trabalho, ocorre em
potenciais muito elevados (proximo da oxidagdo da agua), os estudos seguintes foram
realizados usando a técnica BIA com deteccdo amperométrica (BIA-DA). Além da
substituicao da técnica, os estudos também foram realizados usando diferentes tipos de
eletrolitos de suporte com a concentragio de 0,1 mol L™': tampdo acetato (pH-4,5), 4cido
sulfurico, cloreto de potassio e hidréxido de sddio. Em todos os estudos, uma solucao de
0,1% (v/v) de etanol foi preparada nos respectivos eletrdlitos e diferentes potenciais foram

avaliados.

O primeiro eletrdlito de suporte avaliado por BIA-DA foi o H2SO4 0,1 mol L.
Ao realizar a injecdo do branco, notou-se que o eletrélito dava sinal nesses potenciais, por
este motivo, antes de realizarmos a injecdo da solu¢do com etanol 0,1% (v/v) em cada
potencial, aliquotas contendo somente o eletrélito suporte também foram injetadas em
triplicata e, em seguida, a solu¢do contendo etanol. Um amperograma foi detectado em
cada potencial avaliado (+ 1,6; +1,7; +1,8; +1,9; +2,0; +2,1 V) e um voltamograma
hidrodinamico foi construido a partir das correntes detectadas (Figura 8). Como podemos
observar, a corrente de oxidagdo para etanol ¢ pequena em +1,6 V, mas vai aumentando

com o aumento do potencial.
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Figura 8 — Voltamogramas hidrodinamicos obtidos por BIA-DA com inje¢ao de solucgdes
sem (m) e com (@) a presenca de 0,1% (v/v) de etanol. Potenciais aplicados: +1,6; +1,7;
+1,8; +1,9; +2,0; +2,1 V; eletrolito de suporte: acido sulfirico 0,1 mol L', volume

injetado: 100 mL; velocidade de inje¢do: 200 pL s
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O segundo eletrdlito de suporte avaliado foi o tampao acetato (pH-4,5). Nesta
situagdo, foram aplicados uma sequéncia de sete pulsos de potencial (+1,4; +1,5; +1,6;
+1,65; +1,7; +1,75 e +1,8 V) registrando sete amperogramas separados em funcao do
tempo. Neste caso, potenciais acima de +1,8 V nao foram avaliados devido ao aumento
excessivo da corrente de fundo (provavel oxidagdo do eletrélito). Como observado na
Figura 9, a corrente de fundo do tampao acetato ¢ muito maior do que a corrente de

oxidacdo do etanol, logo, este eletrdlito ndo foi usado em estudos posteriores.
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Figura 9 - Voltamogramas hidrodinamicos obtidos por BIA-DA com inje¢@o de solugdes
sem (m) ¢ com (@) a presenga de 0,1% (v/v) de etanol. Potenciais aplicados: + 1,4; +1,5;
+1,6; +1,7; +1,75 e +1,8 V; eletrélito de suporte: tampdo acetato (pH — 4,5) 0,1 mol L™,

volume injetado: 100 mL; velocidade de injegdo: 200 pL s
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O proximo eletrdlito de suporte avaliado foi o KC1 0,1 mol L' e os mesmos
potenciais avaliados com o eletrdlito anterior foram aplicados aqui. A partir das correntes
geradas em cada potencial aplicado, um voltamograma hidrodinamico foi construido
(Figura 10). Apesar do sinal da corrente detectada na presenca de 0,1 % de etanol ser um
pouco maior do que a corrente gerada pelo branco, a corrente de oxidagao foi considerada

muito pequena.
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Figura 10 - Voltamogramas hidrodindmicos obtidos por BIA-DA com injecdo de
solugdes sem (m) e com (@) a presenca de 0,1% (v/v) de etanol. Potenciais aplicados: +
1,4; +1,5; +1,6; +1,7; +1,75 e +1,8 V; eletrélito de suporte: KCI1 0,1 mol L', volume

injetado: 100 mL; velocidade de inje¢do: 200 pL s
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O mesmo problema observado com o tampao acetato também foi notado
utilizando como eletrolito o NaOH. A corrente originada na inje¢do de aliquotas de
eletrolito suporte (branco) ¢ maior do que a corrente detectada na presenca do analito
(Figura 11). Deste modo, o uso do NaOH como eletrélito de suporte para deteccdo de

etanol nao € possivel, uma vez que o eletrélito sem a presenca do analito tem sinal similar.
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Figura 11 - Voltamogramas hidrodindmicos obtidos por BIA-DA com injecdo de
solugdes sem (m) e com (@) a presenca de 0,1% (v/v) de etanol Potenciais aplicados: +
0,8;+0,9; +1,0; +1,2; +1,3; + 1,4+1,5 V; eletrolito de suporte: NaOH 0,1 mol L!, volume
injetado: 100 mL; velocidade de inje¢do: 200 pL s
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Analisando os resultados obtidos como os eletrolitos avaliados, o eletrélito suporte
escolhido para os estudos seguintes foi o 4cido sulfarico 0,1 mol L. Apesar do KCl
apresentar, também, a corrente de oxidagdo maior do que o branco (i = 27,9 pA em
+1,8V), o desempenho acido sulfurico foi um pouco melhor (i = 0,6 uA em +1,8 V)

quando as correntes do branco sdo comparadas em ambos os eletrolitos.

4.2.Estudo de otimiza¢ao dos parametros do sistema BIA-DA

A fim de melhorar as condigdes de analise, como intensidade e repetibilidade da
corrente faradaica detectada, os parametros do sistema BIA (velocidade e volume de
injecdo) foram otimizados. Nesta parte do trabalho, uma solucao de 0,4% (v/v) de etanol

foi preparada no eletrolito suporte escolhido anteriormente, o 4cido sulftrico 0,1 mol L~
1
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4.2.1. Velocidade de injecao

A otimizacdo da velocidade de injecao foi efetuada fixando um volume de injecao
de 100 pL. A Figura 12 apresenta os resultados obtidos para injecao em triplicata de uma
solugdo com 0,4% (v/v) de etanol em fun¢do da velocidade de inje¢ao. Como mostra a
Figura abaixo, as velocidades de injecio de 227 e 299 pL s proporcionaram uma
corrente de oxidacdo maximas e similares no intervalo de velocidade avaliado. Contudo,
a velocidade de inje¢do de 227 uL s apresentou um menor desvio padrio do que a
velocidade de 299 uL s™'. Por este motivo, a velocidade de 227 pL s! foi escolhida para

dar sequéncia aos estudos.

Figura 12 — Relagdo entre a corrente de pico e a velocidade de inje¢dao. Volume de

injecao:100 pL; pulso de potencial aplicado: +1,7 V.

7E-07 4

= _ } } } }

5E-07 -

1A

4E-07 - }

3E-07 - %

2E-07 - }

1E-07

T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Velocidade de inje¢ao

4.2.2. Volume de injecio

Com a velocidade de injecdo definida, o outro pardmetro a ser otimizado foi o
volume de injegdo. Este experimento foi realizado empregando potencial de +1,7 Ve a
velocidade de injegdo de 227 pL s, Para escolha do volume de inje¢do foi levado em
considera¢do a intensidade da corrente faradaica detectada e a repetibilidade nesta

deteccao.
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Figura 13 — Relagdo entre a corrente faradaica e volume de inje¢do. Velocidade de

injecdo de 227 uL s!; pulso de potencial aplicado: +1,7 V.
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De acordo com a Figura 13, podemos observar que a partir do volume de 100 pL,
a corrente de oxidacdao detectada se tornou-se relativamente constante. Vale lembrar
também que o desvio padrao para cada volume avaliado também ¢ similar. A fim de
reduzir o volume gasto por analise, mas mantendo a sensibilidade e a precisao da técnica,
o volume de 100 pL foi escolhido para os estudos subsequentes. O uso de um volume de
injecdo menor também contribui para uma menor contaminagdo do eletrodo usado na

analise.
4.3.Curva de calibracao

Para avaliar o procedimento proposto neste trabalho, estudos foram realizados
usando dois potenciais aplicados sequencialmente com o intuito de aumentar a
seletividade do método na determinacdo de etanol. No voltamograma hidrodinamico da
Figura 7, ¢ possivel observar que a oxidagao do etanol ocorre a partir de +1,6 V, logo,
este potencial foi um dos escolhidos (deteccdo dos interferentes). O outro potencial
escolhido foi onde a corrente de oxidagdo do etanol ¢ maior (+1,8 V). Estudos também
foram realizados com os potenciais maiores (+1,9 V, +2,0 V e 2,1 V), mas foram
descartados em fung¢do do sinal do branco ser muito intenso. Por este motivo, o potencial

de +1,8 V foi o escolhido para este estudo. Os dois pulsos foram aplicados
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sequencialmente e a corrente de oxidagdo do etanol pode ser calculada empregando a

equacao abaixo.
Equacio 2 - Célculo da corrente de oxidagao do etanol.

Ieon = Lyrgv — Lirev = Al

Nestas condigdes, estudos foram executados para identificar a faixa linear de
resposta para quantificacdo de etanol. Nesta etapa, solugdes contendo concentragdes
crescentes de etanol (0,2; 0,4; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 5,0 % (v/v)) foram

sucessivamente injetadas.

A faixa linear de um estudo corresponde a uma faixa de trabalho onde o sinal
medido ¢ diretamente proporcional a concentracao do analito que sera quantificado. A
Figura 14 mostra que uma relagdo linear foi identificada entre solugdes com

concentracoes entre 0,4 e 2,5 % de etanol (v/v) com coeficiente de correlacao de 0,9938.

Figura 14 - Curva de calibragdo adquirida para a diferenga de corrente (Al) entre os

potenciais aplicados (+1,6 e +1,8 V) para injecdes de solucdes com concentragdes
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crescentes de etanol (0,2; 0,4; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 5,0 %). Coeficiente
angular: 1,70747 x 10°; coeficiente linear: -1,56375 x 1077; r = 0,99604.
1,2E-05 -
1,0E-05 -
8,0E-06

6,0E-06

AlTA

4,0E-06 -1 [ ]

2,0E-06 -

0,0E+00 — '
0 il 2 3 4 5
[EtOH] / % viv

Tabela 3 - Caracteristicas analiticas do método BIA-DA proposto para determinacao de

etanol.
Parametro Valor
Coeficiente linear -1,56375 x 107 + 8,81225 x 1078
Coeficiente angular 1,70747 x 10°% + 6,2244 x 107
r 0,99604
Faixa linear (%etanol) 0,4 —2,5
LQ 0,51
LD 0,15

A partir dos dados da curva de calibracdo, representados na Tabela 3 e usando as
Equacdes 3 ¢ 4 abaixo, os limites de quantificagdo (LQ) e de deteccdo (LD) foram

calculados.
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Equacio 3 - Equacado para determinar o limite de quantificacdo (RIBANI et al., 2004).

=100
S
Equacio 4 - Equagdo para calcular o limite de detecgao (RIBANI et al., 2004).
LD = E
S

Onde o corresponde ao desvio padrao do coeficiente linear e S corresponde ao coeficiente

angular (slope) da curva de calibracao.

4.4.Analise de amostras

O método proposto foi aplicado na andlise de bebidas alcdolicas usando as
condi¢cdes otimizadas citadas anteriormente. Inicialmente, foi testado o método de
calibracdo externa, que consiste na aplicacdo da amostra e do analito, com mesma
concentracao, comparando as correntes para o mesmo potencial. Contudo, este método
apresentou baixas recuperagdes nos estudos de adicao e recuperacao com as amostras em
estudo. Foram analisadas amostras de vodka, cachaga e duas de cervejas, as quais
apresentaram as respectivas recuperacgoes: 24, 124, 1.852 ¢ 58 %.

Em seguida, o método de adi¢ao de padrao foi avaliado na analise de amostras de
bebidas. A Figura 15 apresenta as curvas de calibracdo usando o método de adicao de
padrao para as seguintes amostras de bebidas: vodka, cachaca, gin e cachaca 2. Na Tabela
4 sdo apresentados os resultados obtidos nos estudos de adi¢ao e recuperagao usando o

método de adi¢ao de padrao.
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Figura 15 - Curvas de calibragido pelo método de adi¢do de padrdo obtidas para amostras
de bebidas. (A) vodka; (B) cachaca 2; (C) gin; (D) cachaga 1. Al= I+ig0v — L+16v.
Velocidade de injegdo: 227,3 uL s™. Volume injetado: 100 pL. Eletrolito suporte: H2SOs4
0,1 mol L'!. r =0, 991. Equacdo da reta: y= 3,61 E® x + 1,682 E*.
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Tabela 4 - Valores obtidos para o método de adigao e recuperagao.

Conc.
Conc. Conc.
analisada apés Recuperacao
Amostras analisada adicionada
adicao (% v/iv)
(% v/v) (% v/Iv)
(% v/v)
Cachaca 1 0,46 0,5 0,84 76
Vodka 0,56 0,5 1,14 116
Gin 0,01 0,5 0,69 136

Cachaca 2 0,09 0,5 0,58 98
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Os resultados de recuperagdo usando o método de calibragdo de adi¢do de padrao
mostraram que as amostras de vodka e cachaga 2 apresentaram uma boa recuperagao (116
e 98 %, respectivamente). Ou seja, o método proposto neste trabalho ndo foi eficiente
para a eliminacdo de interferentes existentes nas amostras e talvez seja necessario estudar
algum de tipo de pré-tratamento ou preparo de amostra para reduzir as provaveis

interferéncias ou efeitos de matriz.

5. CONCLUSAO

A proposta deste trabalho consistiu em desenvolver um método amperométrico
simples e barato para a determinagdo de etanol em amostras complexas como bebidas. O
sistema BIA com detec¢ao amperométrica e BDD como eletrodos de trabalho apresentou
uma faixa de linearidade de resposta entre 0,4 e 2,5% de etanol (r= 0,996) com um limite

de detecgdo de 0,15%.

Contudo, nas analises das amostras, apenas duas das quatro amostras avaliadas
apresentaram uma boa recuperacao quando o método de adi¢ao de padrao foi empregado.
A amostra de vodka e uma de cachaca apresentaram recuperagdes de 116 e 98%, enquanto
as amostras de gin e outra de cachacga nao apresentaram recuperagoes satisfatorias (136 e

76%).

Estes resultados mostraram que a diferenga entre as correntes detectadas entre os
dois potenciais nao foi o suficiente para eliminar as provaveis interferéncias ou efeitos de
matriz existentes nas analises estudadas. Deste modo, conclui-se que o método proposto
de deteccao amperométrica acoplado ao BIA usando BDD como eletrodo de trabalho nao

apresentou boa resposta para determinacdo de etanol em bebidas.
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