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RESUMO

TORMIN, Thiago Faria. Andlise por injecdo em batelada associada a detecgdo
amperométrica: desenvolvimento de métodos rdpidos para a determinagéo de
antioxidantes em biodiesel. Uberldndia: Instituto de Quimica, UFU, julho de 2012.

Disserta¢do de Mestrado.

Esta dissertacdo apresenta pela primeira vez a aplicacdo da Analise por Injecdo
em Batelada (BIA) com detec¢do amperométrica para a determinagdo dos
antioxidantes fendlicos butil-hidroxi-anisol (BHA) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) em
amostras de biodiesel. As metodologias desenvolvidas tem alta potencialidade para
serem aplicadas em campo e também para serem miniaturizadas. A instabilidade do
biodiesel devido a processos de oxidagdao ocasionados durante armazenamento,
transporte e uso, torna necessdria a adicdo de antioxidantes no biocombustivel. O
conteludo de antioxidantes no biodiesel pode ser associado a sua estabilidade
oxidativa, que normalmente é medida pelo método Rancimat e requer horas de
analise (tempo minimo de analise para uma amostra dentro da especificacdo é de 6
horas). Na dissertacdo, primeiramente, é apresentado o desenvolvimento de um
método para a determinacdo individual do BHA e, posteriormente para a

determinagdo simultanea de BHA e TBHQ.

No sistema BIA, as amostras foram injetadas em direcdo ao eletrodo de
trabalho (diamante dopado com boro ou carbono vitreo) imerso em uma solucao
hidroetandlica 50 % (v/v) com 0,1 mol L™t HClO,, usando uma micropipeta eletrénica. E
importante destacar que a Unica etapa para o preparo da amostra de biodiesel é uma

simples diluicdo da amostra no eletrélito hidroetandlico.

Apds otimizacdo dos parametros do sistema BIA e da escolha do potencial de
trabalho (1,0 V), o método BIA com deteccdo amperométrica foi aplicado para a
determinacdo de BHA em biodiesel usando eletrodo de diamante dopado com boro.
Entre as varias vantagens do método desenvolvido para andlises de rotina de biodiesel,
incluem: baixo desvio padrdo relativo entre as inje¢des (0,29%, n=20), alta freqiiéncia

analitica (120 injecbes por hora), valores de recuperacdo adequados para amostras
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dopadas (93-101%), exatiddo satisfatéria (baseadas em determinacBes por

cromatografia liquida de alta eficiéncia) e um baixo limite de detecgdo (50 nmol L™).

Com intuito de executar a determinagdao simultanea de BHA e TBHQ, a
amperometria de multiplos pulsos (AMP) foi escolhida como técnica de deteccdo. A
técnica permite a aplicagdo de uma sequéncia de pulsos de potencial e monitoramento
continuo da corrente gerada em cada pulso. Escolheu-se o potencial de 0,6 V para a
determinagdo seletiva de TBHQ, na presenga de BHA e o potencial de 1,0 V, onde
ocorre a oxidacdo eletroquimica de BHA e TBHQ. A contribuicdo da corrente da
oxidacdo do TBHQ pode ser subtraida da resposta de corrente do BHA, e assim, foi
possivel quantificar BHA. O método amperométrico para a determinac¢do simultdnea
de BHA e TBHQ em sistema BIA usando eletrodo de carbono vitreo produziu resultados
satisfatdrios para sua aplicacdo em andlises de rotina e em campo, incluindo: baixo
desvio padrdo relativo entre as injecdes (1,81%, n=10), alta frequéncia analitica (170
injecOes por hora), exatiddo satisfatoria (recuperagdes entre 100 e 110%), baixo limite

de deteccdo (73 e 75 nmol L™* para BHA e TBHQ, respectivamente).
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ABSTRACT

TORMIN, Thiago Faria. Batch injection analysis associated with amperometric
detection: development of fast methods for the determination of antioxidants in
biodiesel. Uberléndia: Instituto de Quimica, UFU, julho de 2012. Master's degree

dissertation

This dissertation presents, for the first time, the application of Batch Injection
Analysis (BIA) with amperometric detection for the determination the phenolic
antioxidants butylated hydroxy-anisole (BHA) and tert-butylhydroquinone (TBHQ) in
biodiesel samples. The developed methodologies have high potential to be applied in
the field and also to be miniaturized. The biodiesel instability due to oxidation
processes caused during storage, transport and use, makes necessary the addition of
antioxidants in the biofuel. The content of antioxidants in biodiesel can be associated
with its oxidative stability, which is typically measured by the Rancimat method and
requires hours (minimum time of analysis of a sample within the specification is 6
hours). In the dissertation, first, it is presented the development of a method for the
individual determination BHA and subsequently for the simultaneous determination of

BHA and TBHQ.

In the BIA system, the samples were injected directly onto the working
electrode (boron-doped diamond or glassy-carbon) immersed in 50% (v/v)
hydroethanolic solution with 0.1 mol L™, using an electronic micropipette. Importantly,
the only preparation step required for biodiesel analysis is a simple dilution of the

sample in the electrolyte hydroethanolic.

After optimization of the BIA system and the choice of the working potential
(1.0 V), BIA with amperometric detection was applied for the determination of BHA in
biodiesel using a boron-doped diamond electrode. Among the several advantages of
the developed method for routine analysis of biodiesel, include: a low relative
standard deviation between injections (0.29%, n=20), high analytical frequency
(120 h™!), adequate recovery values (93-101%) for spiked samples, satisfactory
accuracy (based on determinations by high-performance liquid-chromatography), and

a low detection limit (50 nmol L™).
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In order to perform the simultaneous determination of TBHQ and BHA, the
multiple pulse amperometry (MPA) was chosen as detection technique. The technique
allows the application of a sequence of potential pulses and continuous monitoring of
the current in each pulse. We chose the potential of 0.6 V for the selective
determination of TBHQ in the presence of BHA and, the potential of 1.0 V, at which
occurs the electrochemical oxidation of BHA and TBHQ. The current contribution from
the oxidation of TBHQ can be subtracted from the current response of BHA, and thus
BHA could be quantified. The amperometric method for the simultaneous
determination of BHA and TBHQ in the BIA system using a glassy-carbon electrode
produced satisfactory results for its application in routine analysis and in field (on-site
analysis), including: low relative standard deviation between injections (RSD <1%;
n=10), fast (170 injections per hour), satisfactory accuracy (recoveries between 100
and 110%), and low detection limit (73 and 75 nmol L for BHA and TBHQ,

respectively).
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impresso de cobre; (4) placa de DDB (0,7 x 0,7 cm); (5) anel de
borracha “o-ring” (Binterno = 8 mm); (6) tubo de vidro inserido em
polietileno; (7) tampa da célula (8), ponteira da micropipeta
eletrénica (1,0 mL).

A) Esquema da célula utilizada nas analises em BIA para a andlise
simultanea de BHA e TBHQ. Volume total da célula: 180 mL. B)
Imagem em perspectiva da célula durante as medidas
eletroquimicas (Esquema BIA 2).

Voltamograma obtido para solu¢des de BHA (1 mmol L™).
Eletrélito: HCIO4 0,1 mol L%, Velocidade de varredura: 50 mV s
Faixa de trabalho: -0,5a 1,5 V. ET: EDDB. Ciclo: 1.

A) Esquema da aplicagdo da sequéncia de pulsos pela
Amperometria de multiplos pulsos (AMP) em eletrodo de
trabalho (DDB); B) Registros obtidos por BIA-AMP para 3 injecOes
sucessivas de 100 pL de uma solucdo com 75 umol L' de BHA; C)
Voltamograma hidrodinamico resultante dos valores de corrente
de pico (média de 3 injecdes) em funcdo do pulso de potencial
aplicado. Tempo do pulso de potencial: 70 ms cada. Eletrélito:
50% (v/v) agua-etanol com 0,1 mol L™ de HCIO,.

Estudo do efeito da velocidade de injecdo para uma solucdo
contendo 30 pumol L™ de BHA (n=3). Potencial: 1,0 V; eletrdlito
suporte: solucdo hidroetandlica 50% (v/v) com 0,1 mol L* de
HCIO4; volume injetado: 100 pL.

Estudo do efeito da variagdo do volume de injcao para uma
solucdo contendo BHA 30 umol L™ (n=3). Potencial: 1,0 V;
eletrdlito suporte: solugao hidroetandlica 50% (v/v) com
0,1 mol L™ de HClO,; velocidade de injecdo: 160 uL s™.

Respostas amperométricas obtidas por injecdes sucessivas de
uma solucdo contendo 30 pumol L™ de BHA (n=20). Potencial de
trabalho: 1,0 V. Volume injetado: 100 uL; Velocidade de injecao:

160 pL s eletrdlito: 50% (v/v) dgua-etanol com 0,1 mol L™ de
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Figura 19.
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Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

HCIO,.

A) BIA: respostas amperométricas obtidas com EDDB para
injecBes em triplicata de a) 10; b) 20; c) 30; d) 40; e e) 50 pmol L™
de solugdo padrao de BHA e de (1 — 4) quatro amostras de
biodiesel; B) curva de calibracdo correspondente (R = 0,999).
Potencial: 1,0 V. Volume injetado: 100 pL; Velocidade de injegao:
160 pL s™; eletrélito: 50% (v/v) dgua-etanol com 0,1 mol L™ de
HCIO,.

Voltamogramas obtidos para solu¢cdes de TBHQ e BHA (ambos
1 mmol L'l). Eletrélito: HCIO4 0,1 mol L%, Velocidade de varredura:
50 m V s™. ET: ECV. Faixa de trabalho: -0,2 V a 1,2V. Ciclo: 1.
Registros obtidos por BIA-AMP obtidos em 3 inje¢Oes sucessivas
de 30 pumol L™ de TBHQ, de 30 pmol L™ de BHA e da mistura de
BHA+TBHQ (30 umol L'* de cada). Faixa de potencial: 0,5 a 1,2 V
por 100 ms cada; eletrélito suporte: solucdo hidroetandlica
contendo 50% (v/v) de etanol com 0,1 mol Lr de HCIO;
velocidade injecdo: 160 L st volume injetado: 100 pL.
Voltamograma hidrodinamico obtido plotando valores de
corrente de pico em fungao dos respectivos pulsos de potenciais
aplicados. As solug¢des continham 30 pmol L™ de TBHQ (A) ou
BHA (e). Pulso de potencial: 0,3 a 1,2 V por 100 ms cada;
eletrdlito suporte: solugdo hidroetandlica contendo 50% (v/v) de
etanol com 0,1 mol L™ de HCIO,; velocidade injecdo: 160 plL st
volume injetado: 100 pL.

Respostas amperométricas (n=3) de solucdes contendo TBHQ (30
pumol L), BHA (30 pmol L) e TBHQ + BHA (30 pmol L™ de cada).
Pulsos de potencial: 0,6 e 1,0 V por 100 ms cada; eletrdlito
suporte: solugdo hidroetandlica contendo 50% (v/v) de etanol
com 0,1 mol L™ de HCIO,; velocidade injecdo: 160 pL s™; volume
injetado: 100 pL.

Respostas amperométricas obtidas para adi¢des crescentes e

Tormin, T. F.

54

57

58

59

60

62



Dissertacao de Mestrado

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

decrescentes de TBHQ (a-e: 10 a 50 umol L) utilizadas para o
calculo do FC médio. Pulso de potencial: 0,6 e 1,0 V por 100 ms
cada; eletrdlito suporte: solucdo hidroetandlica contendo 50%
(v/v) de etanol com 0,1 mol L! de HCIO4; velocidade injegao:
160 pL s™; volume injetado: 100 pL.

Estudo do efeito da velocidade de injecao para uma solugao
contendo uma mistura uma mistura de TBHQ 30 umol L™ e BHA
30 pmol L. Pulso de potencial: 0,6 e 1,0 V por 100 ms cada;
eletrélito suporte: solugdo hidroetandlica contendo 50% (v/v) de
etanol com 0,1 mol L'* de HCIO,; volume injetado: 100 pL.

Estudo do efeito da variagdao do volume de inje¢ao para uma
solugdo contendo uma mistura de TBHQ 30 pmol L™ e BHA 30
pmol L. Pulso de potencial: 0,6 e 1,0 V por 100 ms cada;
eletrélito suporte: solugdo hidroetandlica contendo 50% (v/v) de
etanol com 0,1 mol L™ de HCIO,; velocidade injecdao: 160 plL st
Dados de repetitividade obtidos a partir de injecbes sucessivas de
uma solugdo contendo 30 umol L™ de TBHQ e 30 pmol L™ de BHA
(n=10). Pulso de potencial: 0,6 e 1,0 V por 100 ms cada; eletrdlito
suporte: solugdo hidroetandlica contendo 50% (v/v) de etanol
com 0,1 mol L™ de HCIO,; velocidade injecdo: 160 pL s™; volume
injetado: 100 pL.

A) Respostas amperométricas obtidas apds injecdes de uma
solucdo contendo somente TBHQ 30 umol L (a) e cinco solugdes
contendo simultaneamente concentragdes crescentes de TBHQ e
BHA (b-f: 10 a 50 umol L'Y). B) Curvas de calibragio do TBHQ:
concentragoes crescente (A R=0,999) e decrescente (® R=0,999).
C) Curvas de calibracdo do BHA: concentracbes crescente
(A R=0,998) e decrescente (® R=0,998). Pulso de potencial: 0,6 e
1,0 V por 100 ms cada; eletrélito suporte: solugdo hidroetandlica
contendo 50% (v/v) de etanol com 0,1 mollL" de HCIO,;

velocidade injecdo: 160 pL s™*; volume injetado: 100 pL.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBIJETIVOS DO
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1.1. CONSIDERAGOES INICIAIS

Tendo-se a constatacdo do problema da baixa estabilidade do biodiesel a
oxidagdo, uma alternativa para controlar tal problema é o uso de aditivos
(antioxidantes) ao biocombustivel para retardar estes processos oxidativos. Ndo havia
(no inicio do projeto) trabalhos descrevendo a determinagao destes antioxidantes em
biodiesel, porém aplicadas a amostras de oleos comestiveis o que sugere a
aplicabilidade de métodos eletronaliticos para o estudo de antioxidantes no
biocombustivel [1-4].

Entretanto, alguns trabalhos foram desenvolvidos envolvendo a determinagao
de antioxidantes em biodiesel, analise de TBHQ utilizando voltametria de onda
guadrada e linear [5, 6].

Atualmente ndo existem normas que regulamentem a quantidade adicionada
de antioxidantes em biodiesel na industria, o que demonstra a enorme relevancia do
trabalho.

Na norma alema DIN EN 14214 consta que é recomenddvel a adicdo de
agentes estabilizantes ao biodiesel puro (B100) a fim de garantir um maior tempo de
prateleira ao produto, mas ndo especifica a concentracdo nem qual antioxidante deve
ser adicionado.

A utilizacdo de técnicas eletroanaliticas acopladas ao sistema BIA
demonstraram resultados satisfatérios, como rapidez e custo das analises,

sensibilidade, seletividade, repetibilidade, exatidao e precisao.

1.2. BIODIESEL

A busca por fontes alternativas e renovaveis de energia vem despertando
grande interesse no mundo inteiro. Dentre estas, o biodiesel é um candidato potencial
a substituicdo do dleo diesel derivado de petrdleo. No Brasil, a comercializagdo da
mistura B5 (diesel com 5% de biodiesel) em postos de gasolina foi estabelecida por lei
federal [7], a fim de reduzir as importacdes de dleo diesel. O uso da mistura B10
permitiria a substituicdo completa do dleo diesel importado pelo Brasil, fazendo que o

Brasil independa da instabilidade do mercado de combustivel relacionado a
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disponibilidade limitada de petrdleo. Além destas vantagens, o uso do biodiesel deve
contribuir para a redugao da poluicao ambiental.

Nas grandes metrdpoles e nos centros urbanos, compostos quimicos em altas
concentra¢gdes sdao emitidos para a atmosfera através de veiculos automotores,
industrias, queimadas e outras fontes de poluicdo do ar.

No que diz respeito aos veiculos movidos a fontes nao-renovaveis de energia,
o biodiesel, um biocombustivel renovavel, também conhecido como diesel vegetal
apresenta-se como uma possivel solu¢do para os atuais maleficios provocados pelo
petroleo e seus derivados, reduzindo significativamente a emissdo dos gases
causadores do aquecimento global.

Biodiesel, de acordo com a definicdo adotada pelo Programa Brasileiro de
Biodiesel, é “o combustivel obtido de misturas, em diferentes propor¢des, de diesel

fossil e ésteres alquilicos de éleos vegetais ou gorduras animais”.

O biodiesel é produzido a partir da reacao de transesterificacdo (Figura 1),
gue consiste na reacdo entre dleos vegetais (tais como de mamona, dendé, girassol,
babacu, amendoim, pinhdo manso e soja), éleos residuais, ou gorduras animais com
alcoois de cadeia curta, como o metanol, ou etanol, catalisado geralmente por bases,
como por exemplo, NaOH ou KOH, resultando em compostos de mono-ésteres de

alquila, da qual se extrai a glicerina como sub-produto [8].

H,C—OCOR; R1COOR, H,C—OH
+

RzCOOR4 + HC|:_OH
+

H2C—OCOR, RsCOOR; H,C—OH

| catalisador
HC—OCOR; + 3Rs—OH

‘

Triacilglicerideo Mistura de Glicerol
ésteres

Figura 1: Reacdo de transesterificacdo para producdo do biodiesel [9].

A utilizacdo de 6leos vegetais no Brasil tem um futuro promissor, uma vez que
o Brasil é um dos maiores produtores mundiais de soja e possui grandes perspectivas
para producdo de outras sementes. Entre as varias oleaginosas que se tém
conhecimento da literatura, as que apresentam um alto teor de éleo na semente sdo
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favoraveis a producdo de biodiesel. Dentre estas, pode-se destacar as sementes
oleaginosas de soja, amendoim, girassol, babacu, milho, canola, mamona e algodao

[10].

A qualidade do biodiesel pode sofrer variacdes devido a composicdo quimica
dos seus ésteres, devido a presenca de contaminantes oriundos da matéria-prima, do
processo de producdo ou formados durante a estocagem. A absorcdo de umidade
pode acelerar o processo de decomposicao do biodiesel contribuindo para a formagao
de hidroperodxidos, acidos carboxilicos de baixa massa molecular, além de moléculas de
alto peso molecular formadas por reacdo de polimerizacdo que levam ao aumento de
viscosidade do biodiesel. Dessa maneira, é preciso realizar o controle de qualidade do
biodiesel através do estabelecimento de padrdes de qualidade com intuito de fixar

teores limites de contaminantes no biocombustivel [11].

Um ponto de desvantagem do biodiesel em relagdo ao d6leo diesel de petréleo é
sua baixa estabilidade oxidativa. A instabilidade do biodiesel é relacionada aos acidos
graxos insaturados provenientes das matérias-primas normalmente utilizadas (6leos
vegetais e gordura animal) para a obtencdo do biocombustivel [12]. Processos de
oxidacdo sdo acelerados pela absor¢cdo de umidade e pela presenca de calor e luz. O
resultado destes processos leva a mudangas das propriedades fisico-quimicas do
biodiesel, tais como aumento de viscosidade, densidade e teor de polimero. Como
consequéncia, gomas e sedimentos sdao formados dentro do motor ocasionando a

obstrucdo de filtros e bicos injetores [12].

As medidas de estabilidade oxidativa s3ao realizadas em um equipamento
denominado Rancimat, seguindo as recomendacdes das normas européia, norte-
americana e brasileira (Resolugdo N° 7 de 19/03/2008, pela Agéncia Nacional de
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis, ANP) [13]. Neste método, a oxidacdo do
biodiesel é induzida pela passagem de um fluxo de ar pela amostra que também é
aquecida a 110°C. Os produtos volateis gerados pelo processo de oxidagdo sdo
carregados para um frasco contendo agua deionizada. Através da medida de
condutividade da agua que é feita continuamente, obtém-se o tempo de indugdo

(aumento subito da condutividade). O tempo de indu¢do minimo estabelecido é de 6
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horas, ou seja, uma amostra de biodiesel deve resistir a degradacdo oxidativa
acelerada pelo equipamento por 6 horas para que esta atenda ao limite estabelecido

[12].

A glicerina é obtida como o principal coproduto da reagao de obten¢dao do
biodiesel, mas outras moléculas (contaminantes) podem ser encontradas no biodiesel,
como o alcool residual, catalisadores e dcidos graxos livres. Além disso, a dgua e tragos
de metais podem ser introduzidos no biodiesel durante a producdo, estocagem ou
manuseio. Estes dois acontecimentos estao relacionados com a deterioracdao do
biocombustivel, o que resulta em problemas operacionais e ambientais [14] e, por
essa razdo, a avaliacdo da qualidade biodiesel é de suma importancia para a

comercializacdo do biocombustivel.

1.3. ANTIOXIDANTES

Do ponto de vista quimico, os antioxidantes fendlicos sdo compostos
aromaticos que contém no minimo uma hidroxila, podendo ser sintético como o butil-
hidrdxi-anisol (BHA) e o butil-hidroxi-tolueno (BHT) amplamente utilizados pela
inddstria alimenticia, ou naturais, substancias bioativas, tais como organossulfurados,
fendlicos e terpenos, que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos [15].

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios, sinergistas,
removedores de oxigénio, bioldgicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos [15].

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos s3ao o
BHA, BHT, propil-galato (PG) e TBHQ. A estrutura fendlica destes compostos permite a
doacdo de um préton a um radical livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol
e interrompendo o mecanismo de oxidacao por radicais livres. Entretanto, estes
radicais podem se estabilizar sem promover ou propagar rea¢ées de oxidacdo [15].

O uso destes antioxidantes em alimentos é controlado. O TBHQ, por exemplo,
ndo é permitido no Canadd e na Comunidade Econémica Européia. No Brasil, o
consumo de antioxidantes é controlado pelo Ministério da Saude que limita em 200
mg/Kg para o BHA e o TBHQ, e 100 mg/Kg para o BHT, como concentracbes maximas

permitidas.
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Para contornar o problema da baixa estabilidade oxidativa do biodiesel,
recomenda-se a adicdo de antioxidantes sintéticos ao biodiesel. Alguns estudos [16]
foram realizados buscando avaliar antioxidantes comumente utilizados na industria de
alimentos, como BHT, BHA e TBHQ.

A adicdo de antioxidantes em biodiesel produzidos apartir de dleo de girassol
e animal, foi avaliada utilizando o Rancimat e uma concentragao minima de 300 mg kg-
1 de TBHQ no biodiesel foi considerado como condicdo ideal [17].

A escolha de qual(is) antioxidante(s) que poderd(dao) ser adicionado(s) em
uma amostra considera a estabilidade deste(s) nas condicbes que a mesma sera
armazenada ou submetida (material do reservatério, exposicdo ao ar, temperatura,
luz, dgua, microorganismos, etc.). Algumas propriedades de alguns dos principais

compostos fendlicos sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Algumas propriedades fisicas do TBHQ e do BHA [18].

TBHQ BHA
Formula molecular C1oH140, C11H160,
Massa molar* 166,22 180,24
Solubilidade em agua Levemente soluvel Insoluvel
Solubilidade em etanol Soluvel Soluvel
Solubilidade em gordura Soluvel Soluvel

* Massa molar em g mol™

Em amostras oleosas como dleo vegetal e/ou biodiesel, os antioxidantes
sintéticos (TBHQ e BHA) podem ser adicionados individualmente ou em conjunto,
devido a combinacdo do potencial antioxidante de cada componente [15]. Estudos
recentes indicaram que a adicdo concomitante de BHA e TBHQ ofereceram melhores
resultados de estabilidade oxidativa para biodieseis do que a adicdo de apenas um

Unico antioxidante [16, 19, 20].
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1.4. ESPECIES ANALITICAS ESTUDADAS
1.4.1. TERC-BUTIL-HIDROQUINONA (TBHQ)

O TBHQ (férmula estrutural apresentada na Figura 2) foi introduzido na
década de 70 e aprovado como antioxidante alimenticio em 1972. Ele é um pd
cristalino branco e brilhante, de odor muito leve e ponto de ebulicdo na faixa de 125-
1262C. O TBHQ é levemente sollvel a insoluvel em agua e moderadamente solivel em
6leos e gorduras, ndao forma complexo com o ferro e com o cobre, e é conhecido por

ser um bom antioxidante para dleos de fritura ou produtos [21].

OH

C(CH,),

OH

Figura 2. Formula estrutural do TBHQ [22].
1.4.2. BUTIL-HIDROXI-ANISOL (BHA)

O antioxidante BHA é a mistura de dois isdmeros de nomes oficiais 2-terc-
butil-4-hidroxianisol e 3-terc-butil-4-hidroxianisol, e apresentam formulas estruturais
conforme ilustrado na Figura 3. E o antioxidante mais efetivo na supressdo da oxidacio
em gorduras animais do que em 6leos vegetais. E soltvel em propilenoglicol, dlcool e
Oleos. Apresenta baixa estabilidade térmica, mas, é particularmente efetivo no
controle da oxidacdo de acidos graxos de cadeia curta, como aqueles contidos em dleo

de coco e palma [23].
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OH OH
(CH,);

C(CH,),
OCH, OCH;

Figura 3. Formulas estruturais do BHA [24].
1.5. METODOS DE ANALISE PARA ANTIOXIDANTES EM AMOSTRAS DE OLEO
Diversas metodologias analiticas ja foram desenvolvidas para a determinacao

de antioxidantes em amostras oleosas, o que despertou o interesse desta dissertagao

de mestrado. A Tabela 2 apresenta um resumo das técnicas utilizadas.

Tabela 2. Lista de técnicas analiticas desenvolvidas visando a determinagcdo de

antioxidantes (BHA, BHT, TBHQ e PG) em amostras de 6leo.

Técnica Antioxidante (s) | Referéncia
Cromatogrdfia gasosa acoplada a
BHA, BHT e TBHQ [25]
espectrometria de massas

Cromatografia gasosa com detecgdo por

BHA, BHT e TBHQ [26]
ionizagéo em chama.

Espectrofotometria TBHQ [27]
Cromatografia gasosa TBHQ [28]
Cromatografia liquida de alta eficiéncia BHA e BHT [29]
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BHA, BHT, TBHQ
Cromatografia liquida de alta eficiéncia [30]
e PG
Infravermelho com transformada de Fourier TBHQ [31]
Espectrofotometria BHA [32]
Espectrofotometria BHA [33]
Cromatografia gasosa BHA e BHT [34]
Cromatografia gasosa BHA e BHT [35]
BHA, BHT, TBHQ
Cromatografia liquida de alta eficiéncia [36]
e PG
Eletroforese capilar BHA e BHT [37]
1.6. DETERMINACAO ELETROQUIMICA DO TBHQ E DO BHA

Estudos realizados [38] indicam que o processo de oxidacdo do TBHQ e do

BHA ocorre de maneira semelhante, envolvendo dois elétrons e a formagcao de um

mesmo composto intermedidrio (quinona). A Figura 4 ilustra o mecanismo de oxidacao

do BHA.
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H
C(CHz)s H,0 C(CH3)3
—_— = +2 e+ HiOt
OCH3 OCH3
BIL. 2H,0
0
C(CH3)3
~ CH30H + H30
) Red
XN
C(CH3)3
H2H" +2¢

OH

Figura 4. Mecanismo de oxidacdo eletroquimica do BHA [38].

A deteccdo eletroquimica de analitos em meio organico, tal como produtos a
base de petrdleo, amostras de 6leo e biodiesel, é complexa por causa da alta
resisténcia elétrica da matriz; assim, diferentes abordagens tém sido propostas para
tais amostras [39-42]. Por exemplo, um método baseado na formacdo de microgotas
de uma amostra organica no eletrodo de trabalho, que depois foi imerso em um
eletrdlito aquoso (interface dgua-éleo), tem sido mostrado para permitir deteccdo
voltamétrica do aditivo metil-ciclopentadienil manganés tricarbonila (MMT) em
guerosene [43]. Além disto, o uso de um microeletrodo de ouro para executar
voltametria em dleo foi reportado na literatura [40]. A analise potenciométrica de
redissolucdo, que é menos suscetivel a interferéncia de compostos organicos do que a
voltametria [43], foi utilizada para a determinacdo direta de cobre em amostras de
biodiesel [39].

Alguns métodos eletroanaliticos para a determinacdo de antioxidantes em
biodiesel com minima manipulacdo da amostra (somente diluicdo) foram reportados
[22, 44, 45]. Voltametria com eletrodo gotejante de mercurio [44] e eletrodo de pasta

de carbono na presenca de surfactantes [22] foram propostos para a determinacdo de
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TBHQ em biodiesel. No entanto, o uso generalizado de eletrodos de mercurio tem
sido limitado por possuirem alta toxicidade [45]. Na literatura até o inicio do projeto,
existia apenas um Unico método amperométrico usando eletrodo de carbono vitreo
para a determinacao de TBHQ em biodiesel que foi desenvolvido pelo préprio grupo
de pesquisa (na Iniciagdo Cientifica), que serviu como base inicial para o
desenvolvimento desta dissertacao.

Sob nosso conhecimento, a determinacdo simultdnea de dois antioxidantes
foi possivel somente usando técnicas voltamétricas [38, 46, 47] e exclusivamente
aplicadas para amostras de alimento apds uma etapa de preparo da amostra [4, 38,
46-49).

As técnicas eletroquimicas sdo capazes de fornecer limites de deteccdo
excepcionalmente baixos e uma abundancia de informag¢bes que caracterizam e
descrevem eletroquimicamente determinados sistemas de analise. As metodologias
eletroanaliticas ainda tém algumas vantagens sobre outros tipos de métodos, como a
realizacdo de medidas normalmente especificas para um estado de oxidacgdo particular
do elemento. Uma outra vantagem é que a instrumentacdo é relativamente barata
guando comparada a outros equipamentos, por exemplo, espectroscopia e
cromatografia. Essas vantagens levaram a um grande aumento da popularidade das

eletroanalises [50].

1.7. ELETRODO DE FILMES DE DIAMANTE DOPADO COM BORO (EDDB)

O diamante é um polimorfo do carbono puro, cristaliza no sistema cubico,
geralmente em cristais com forma octaédrica (8 faces) ou hexaquisoctaédrica (48
faces), frequentemente com superficies curvas, arredondadas, incolores ou coradas. E
um material muito exdtico e raro. Os diamantes de cor escura sdo pouco conhecidos e
o seu valor como gema é menor devido ao seu aspecto pouco atrativo. E um material
gue possui propriedades Unicas: densidade atdmica, dureza, capacidade de isolamento

elétrico, condutividade térmica e inércia quimica muito altas [51].

Ao longo das ultimas décadas o interesse no desenvolvimento de sistemas de

deteccdo de alta sensibilidade, seletividade e, fundamentalmente, estabilidade, tem
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direcionado grande atencdo as aplicacdes eletroquimicas e eletroanaliticas de

eletrodos de diamante dopado com boro (EDDB) [51, 52].

Para a sintese do diamante artificial, dois métodos basicos foram
desenvolvidos na década de 50, a deposicdo quimica a partir da fase de vapor
(Chemical Vapor Deposition — CVD) e o crescimento a alta-pressdo / alta temperatura
(High-Pressure/High-Temperature-HPHT). Devido a viabilidade econémica, a
versatilidade e ao manuseio simplificado, atualmente, o método CVD é o mais utilizado
para sintese de filmes de diamante em série [53].

Quando um filme de diamante é apropriadamente dopado, ele adquire uma
boa condutividade, passando a ser um excelente candidato como material de eletrodo
[51, 54, 55]. Diferentes dopantes podem ser usados: boro, fésforo, enxofre ou
nitrogénio, por exemplo. No caso do boro, o dopante mais utilizado, os filmes de
diamante devem ser dopados com uma concentragio de 1 x 10*° dtomos cm™ ou mais.
Usualmente esta dopagem é feita durante o crescimento do filme; para este propdsito,
um composto volatil de boro é utilizado, por exemplo, trimetil-borato, que é
adicionado a fase gasosa numa quantidade de 10-10000 ppm. A resistividade do
diamante assim obtido depende da concentracdo de boro no filme, por exemplo, de
10* Q cm para uma concentracdao de boro préoxima a 10** 4tomos cm>. Assim, as
propriedades dos filmes de diamante variam sucessivamente desde as de material
dielétrico as de semicondutor, semicondutor degenerado e, finalmente, semimetal, a
medida que essa concentracdo aumenta [54].

Os eletrodos de filme de DDB apresentam melhores propriedades para
aplicacdo em eletroquimica e eletroanalitica em relagdao a outras formas de carbono
(grafite, carbono vitreo, carbono pirolitico, etc.), tais como: (1) baixa corrente
capacitiva (corrente de fundo), (2) ampla janela de potencial em meio aquoso, (3)
rapida cinética de transferéncia de elétrons em varios sistemas redox, (4) fraca
adsorcdo molecular (baixa passivacdo) e (5) estabilidade dimensional e resisténcia a

corrosao [56].
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1.8. TECNICAS ELETROANALITICAS UTILIZADAS NO TRABALHO
1.8.1. VOLTAMETRIA CICLICA (VC)

As técnicas voltamétricas englobam um conjunto de técnicas eletroquimicas
onde o controle do potencial é realizado no eletrodo de trabalho (ET). Para que este
controle seja possivel, uma diferenca de potencial é aplicada entre o ET e um eletrodo
de referéncia (ER) cujo potencial quimico é conhecido e constante. O eletrodo mais
importante, onde ocorre a reacdo de interesse, é o ET, que pode ser de diferentes
materiais, tais como carbono, ouro, prata, cobre, platina, etc. (Figura 5). Para garantir
gue o potencial permaneca constante no eletrodo de referéncia durante as atividades
experimentais, a corrente gerada pelo sistema flui entre os eletrodos de trabalho e
auxiliar. Os trés eletrodos sdo conectados a um potenciostato que aplica potenciais
num intervalo pré-definido e faz a aquisicdo da corrente.

A Figura 5 ilustra uma célula eletroquimica tipica para 3 eletrodos (ET, ER e

EA), utilizada comumente na realizacdo de experimentos por VC.

Eletrodo de
Referéncia

{ Contra Eletrodo

Eletrodo de Trabalho

Figura 5. Esquema da célula eletroquimica de 3 eletrodos para realizagao de VC.

No esquema basico, o potencial é linearmente variado com o tempo, partindo

de um valor inicial, até atingir um potencial final. Neste ponto, a varredura é invertida
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até atingir novamente o potencial de partida. O potencial e a corrente resultante sdo

-

registrados simultaneamente. A curva obtida (entre corrente x potencial)
denominada voltamograma. Um dos principais atributos, que conferem a
popularizagdo da VC, é a sua facil utilizacdao e versatilidade. Comumente, a VC é o
experimento inicial de estudos que desejem avaliar o comportamento eletroquimico
de um composto ou a superficie de um eletrodo [57], j& que permite verificar o
comportamento redox de um sistema em um intervalo de potencial. A Figura 6 ilustra

de forma esquematica um experimento de voltametria ciclica.

Potencial
Corrente

Tempo Potencial

[ potenciostato ]

.|

T

Figura 6. Representacdao esquematica de um experimento de voltametria ciclica. Ei
potencial inicial; Ef: potencial final, Es: potencial de inversdo; ET: eletrodo de

trabalho; ER: eletrodo de referéncia; EA: eletrodo auxiliar. [58]

A andlise de voltamogramas ciclicos pode indicar em que regido de potencial
ocorre determinada reacdo de oxidacdo e/ou reducdo de compostos eletroativos
(especialmente moléculas organicas), além de elucidar informacdes a respeito da
reversibilidade destes compostos, da quantidade de elétrons envolvidos, da possivel
formacdo de espécies intermediarias e, se o sistema é governado por processos
difusionais ou adsortivos. Vale ressaltar, que a técnica permite tanto resultados

gualitativos, quanto quantitativos acerca dos compostos de interesse.
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1.8.2. AMPEROMETRIA

Um sensor amperométrico mede uma corrente a um potencial aplicado fixo,
ou seja, para um ponto na curva de corrente e potencial [59]. A técnica denominada
amperometria é normalmente empregada para complementar a voltametria ciclica na
andlise de mecanismos eletroquimicos. A amperometria se baseia na aplicacdo de um
Unico degrau de potencial (Figura 7A), produzindo-se uma corrente que decai

rapidamente com o tempo (Figura 7B).

(A) (B)

m

Potencial
Corrente

m

T Tempo

Figura 7. A) Perturbacdo aplicada, variando de Ei a Ef. B) resposta de corrente para

um experimento de degrau Unico de potencial. [58]

A amperometria também é muito utilizada em eletroandlise, principalmente
em aplicacdes envolvendo titulagGes amperométricas, sensores amperomeétricos e
medi¢des em fluxo. Quando associada a métodos de andlise com alta velocidade, tais
como FIA e BIA, esta técnica torna-se ainda mais atraente em eletroanalitica. Neste
caso, as medidas sdo baseadas em picos de corrente em funcdo do tempo, obtidas
pela aplicacdo de um potencial constante ao eletrodo de trabalho. A diferenca entre os
sinais (valores de corrente) produzidos pelo analito e pelo eletrdlito suporte é a
medida de interesse, e deve ser proporcional a concentracdao do analito. A corrente
causada pelo eletrélito suporte apresenta valor muito baixo, provindo de pequenas
quantidades de impurezas. Para este tipo de trabalho, estudos prévios envolvendo
técnicas de varredura de potencial sdo necessarios a fim de selecionar o potencial de

oxidacdo (ou reducdo) adequado a andlise.
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Uma das desvantagens/limitacbes de técnicas amperométricas é a baixa
seletividade. Se a andlise é realizada em potenciais extremos (positivos ou negativos),
promove-se a oxidacdo ou a reducdo de todas as espécies que sdo eletroativas em
potenciais abaixo do valor estabelecido. Portanto, é aconselhavel empregar valores
minimos de potencial, mesmo quando esses ndo estdo no maximo de corrente de
oxidacdo/redugdo do analito.

Dentre as técnicas amperométricas, destaca-se a Amperometria de Multiplos
Pulsos (AMP), a qual consiste em aplicar pulsos de potencial em sequéncia e monitorar
simultaneamente o sinal eletroquimico da espécie analitica nos diferentes pulsos de
potencial. A aplicagdo de um pulso de potencial adicional, por exemplo, pode ser
empregada para constante limpeza eletroquimica do eletrodo.

A AMP possibilita também a quantificacdo seletiva de dois compostos
eletroativos presentes em uma mesma amostra [60, 61]. Um composto é diretamente
detectado em um primeiro pulso de potencial (sem interferéncia da outra espécie). Em
um segundo pulso de potencial (de maior intensidade), ambos os compostos presentes
na amostra sao oxidados e o segundo composto é detectado indiretamente (22 pulso .
espécie).

A corrente amperométrica monitorada durante a aplicacdo de um pulso de E
€ governada por dois componentes de corrente, a saber: a corrente capacitiva, IC
(referente ao carregamento da dupla camada elétrica quando um potencial é aplicado
e ndo envolve a ocorréncia de nenhuma reacdao quimica) e a corrente faradaica, IF
(referente a processos eletroquimicos que ocorrem na interface eletrodo-solucao)

[62].

1.9.  ANALISE POR INJECAO EM BATELADA (BIA — DO INGLES “BATCH-INJECTION-
ANALYSIS”)

As analises em campo tornaram-se essenciais na quimica analitica devido a
crescente demanda por andlises rdpidas de um grande numero de amostras (por
vezes, em tempo real), e a diminuicdo dos custos e problemas associados ao
transporte da amostra para o laboratdrio. Contudo, o desenvolvimento de sistemas

automatizados, com alta velocidade e baixo custo de andlises, aliados a 6tima exatiddo
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e precisdo cresceu conjuntamente a demanda por metodologias. Analises por Injecdo
em Fluxo (FIA) combinadas com detectores eletroquimicos oferecem alta velocidade,
sensibilidade, seletividade, exatiddo e precisdo; e assim tem sido altamente
empregada no desenvolvimento de métodos analiticos [63, 64]. Em FIA, a amostra é
injetada em intervalos regulares, e transportada ao detector eletroquimico por um

fluxo liquido continuo transportador [63, 64].

As andlises por injecdo em batelada (BIA — do inglés “Batch injection analysis”)
sdo uma alternativa atraente ao FIA para o desenvolvimento de métodos analiticos
para fins de rotina [65]. A desvantagem associada a bomba e as védlvulas do sistema FIA
(especialmente quando solventes organicos sdao usados como transportador), e o
residuo gerado pelas solu¢des transportadoras é eliminado [66]. No entanto, apesar da
simplicidade em comparag¢do com o FIA, aplicacdo de BIA com detecgdo eletroquimica
continua incomum [63, 66]. Uma possivel explicacdo é a dificuldade de incluir etapas
de preparagdo da amostra no sistema BIA, que é essencial para andlise de matrizes

complexas [67].

A técnica BIA foi divulgada pela primeira vez em 1991 através de um trabalho
publicado por Wang e Taha [65]. Esta técnica é baseada na injecdo de pequenos
volumes do analito na superficie de um detector fixado a uma pequena distancia a
partir de uma ponta de uma pipeta [65]. As adicbes sdo feitas em uma célula

eletroquimica contendo um grande volume de eletrélito suporte e inerte (célula BIA).

A Figura 8 apresenta um diagrama esquematico de uma célula BIA [58].
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Figura 8. Diagrama esquematico da célula BIA [58]. (A) eletrodo de trabalho; (B)

eletrodo auxiliar; (C) eletrodo de referéncia; (D) ponteira da micropipeta; (E) orificio

para preenchimento da célula; (F) barra de agitacdo; (G) dreno.

Em uma célula do tipo BIA, o ET é posicionado no sentido oposto ao da
injecdo (Figura 8); esta é uma posicdo invertida em relagdao a normalmente utilizadas em
células eletroquimicas. Para a injecdo das solucdes de andlise pode ser utilizada uma
micropipeta convencional ou micropipeta eletrénica [68]. Porém, com intuito de
aplicacdo do método, a micropipeta eletronica fornece maior precisdo, pois as
condicdes (volume e principalmente velocidade de injecdo) sdo reguladas
eletronicamente. Logo, operadores com pouca ou nenhuma experiéncia podem realizar
as injecBes ao sistema de forma reprodutivel. A ponteira da micropipeta é acomodada
em um orificio (localizado na tampa da célula) posicionado na direcdo exatamente
oposta (frontal) ao ET, de modo que todas as injecbes sejam feitas com distancias
idénticas entre a ponteira e a superficie do ET. O ET pode ser movido para cima ou para
baixo, de modo a ajustar a melhor distancia entre a superficie do eletrodo e a ponteira

da micropipeta. Em outros dois orificios localizados na tampa superior da célula sdo
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fixados o ER e EA. Se necessario, pode ser inserida uma barra magnética para acelerar o
transporte de massa no interior da célula. Por fim, é adicionada a solucdo do eletrélito
suporte em volume suficiente para que os trés eletrodos tenham contato elétrico entre
Si.

Utilizando a Figura 9, os conceitos de BIA podem ser explicados. Quando as
solugcdes amostra e/ou padrdo (na ordem de microlitros) sdo injetadas, formam uma
zona que se dispersa a caminho do eletrodo, com transporte reprodutivel e dispersao
controlada em tempo e espacgo. O sinal que se tem como resposta das inje¢des, tem
forma de pico transiente, procedido de uma queda rdpida do sinal até a linha de base.
O decréscimo instantaneo é devido ao efeito de “limpeza” (washing out) da
configuracdo do tipo wall-jet [66]. A magnitude da resposta é proporcional as
concentracdes das solucbes injetadas. A Figura 9 apresenta as etapas descritas

anteriormente para a aquisi¢cdao do sinal.

m m ”'ﬁ m m Figura 9. Etapas da

aquisicao do sinal
Il'\'? (A) antes da injecao transiente por BIA. [66]
|| (B) transporte
B ' l|’ (C) fim da injecao
| ".IID (D) disperséo
. \ (E) equilibrio final
A e = N

Os resultados obtidos com éxito em BIA tém sido atribuidos a alguns fatores
como o principio hidrodinamico da célula wall-jet e a alta diluicio da amostra na
solucdo inerte contida no interior da célula eletroquimica. As primeiras células
desenvolvidas para o uso de BIA continham volumes relativamente grandes, de 250 a
700 mL, garantindo assim a alta diluicdo das amostras (volumes injetados na ordem de
microlitros). Entretanto, tem sido demonstrado que o volume da célula pode ser

reduzido (por exemplo, 100mL), sem comprometer o sucesso da analise, j3 que o
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efeito de memoaria devido ao acumulo das espécies de interesse ndo é observado [66].
As células de volumes menores, por exemplo 100mL, além de serem mais faceis de
manusear e adaptar para analises em campo, mantém as mesmas caracteristicas
daquelas de grandes volumes, tais como precisdao, simplicidade e alta frequéncia de

analise.
1.10. OBIJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é desenvolver procedimentos eletroanaliticos
para a determinacdo de antioxidantes fendlicos em biodiesel empregando um sistema

BIA com potencial para analises em campo.
De forma mais detalhada este objetivo pode ser dividido em:

- Pesquisar as potencialidades e limitacdes do eletrodo de diamante dopado com boro

nas determinagGes dos antioxidantes sintéticos;

- Avaliacdo das técnicas amperométricas associadas ao sistema BIA para a

determinacdo de antioxidantes em solucbes aquosas e hidroetandlicas;

- Avaliacdo de métodos de preparo de amostras de biodiesel visando a determinacao

amperométrica de antioxidantes no sistema BIA;

- Desenvolvimento de um procedimento amperométrico para a determinacdo

simultanea dos antioxidantes TBHQ e BHA em biodiesel no sistema BIA;

- Comparacdo dos resultados obtidos pelos métodos propostos com métodos

analiticos comparativos.
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PARTE EXPERIMENTAL

Tormin, T. F.
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2.1. REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdo de pureza analitica (PA), e
todas as solu¢des foram preparadas em agua deionizada de alta pureza (R> 18MQcm)

obtida de um sistema de purificagdo de dgua Milli Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

Acido perclérico concentrado (70%, m/v), acido acético (65%, m/v), acido
fosforico (85%, m/v), acido sulfurico (85%, m/v), acetato de sédio, e nitrato de potassio
foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e usados sem purificacao adicional. Os
analitos (BHA) (98,5%, m/m) e (TBHQ) (98,0%, m/m) foram comprados
respectivamente da Synth (Diadema, Brasil) e Acros Organics (EUA). Metanol, etanol e
acetonitrila grau cromatografico foram comprados da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Solugdes padrdao de BHA ou de misturas de BHA e TBHQ foram preparadas a partir de
uma solucdo estoque de 54 g L' de BHA ou de uma mistura de BHA e TBHQ, (também
54 g L™ de cada), ambas preparadas em etanol. As solugdes analiticas usadas para a
construcdo das curvas de calibracdo foram preparadas em solucdo hidroetanélica 50%
(v/v) contendo HCIO4 0,1 mol L™ (mesma solucdo usada como eletrdlito suporte). O
alcool utilizado no preparo das solugdes (padrdo, amostra e eletrdélito) foi o etanol

devido a sua menor toxicidade em relacdo a outros alcodis como o metanol.

2.2 PREPARO DAS AMOSTRAS DE BIODIESEL

As amostras de biodiesel foram obtidas da empresa Caramuru (ltumbiara-
GO/Brasil) e foram produzidas a partir de éleo de soja via transesterificacdo metilica.

As amostras foram dopadas com BHA ou com uma mistura de BHA e TBHQ a
partir de solucdes estoques preparadas em etanol (54 g L™).

Para a determinacdo de BHA (primeira parte da dissertacdo), as amostras
dopadas foram diluidas de 10 a 1000 vezes (de acordo com a concentracdo de BHA na
amostra) em solucdo hidroetandlica 50% (v/v) contendo HCIO4 0,1 mol L (mesma
solucdo usada como eletrdlito suporte, mantendo as proporgdes constantes durante
as analises). Para a determinacdo simultanea de BHA e TBHQ (segunda parte da

dissertacdo), as amostras de biodiesel foram diluidas 40 vezes em etanol e
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posteriormente de 25 a 100 vezes (de acordo com a concentragcdo de BHA e TBHQ nas

amostras) em solugdo hidroetandlica 50% (v/v) contendo HCIO4 0,1 mol L™

2.3. INSTRUMENTACAO

2.3.1. ELETRODOS DE TRABALHO

2.3.1.1. ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO (EDDB)

Utilizou-se como um dos eletrodos de trabalho o eletrodo de diamante
dopado com boro (EDDB). As pecas de diamante dopado com boro foram adquiridas
da empresa Adamant Technologies AS (La Chaux-de-Fonds, Suiga). Segundo
especificacdes do fabricante, estas placas possuem uma base de silicio cristalino de
1 cm de espessura (0,7 x 0,7 cm) coberta com uma camada de BDD de 1,2 um (8000

ppm de dopagem com boro).

Neste trabalho, dois tipos de limpezas/ativacbes eletroquimica foram
empregadas, a anddica e a catddica. Inicialmente, a ativacao anddica era realizada com
a aplicacdo de um potencial de +2,0 V no EDDB durante 1000 s em meio de acido
sulfdrico 0,5 mol L. Posteriormente, aplicou-se uma corrente de - 0,01 p A por 1000 s
(ativagio catddica) ao EDDB (H,SO4 0,5 mol L™) para a funcionalizagdo da superficie
com grupos hidrogénio terminal, tal como descrito em trabalhos anteriores [69]. O
procedimento catddico foi realizado diariamente antes do inicio dos trabalhos. O
anddico somente quando limpezas mais extremas eram necessarias. Porém, é
importante salientar que apds uma limpeza anddica, a catddica se faz necessaria

(funcionalizacdo da superficie com grupos hidrogénio terminais).

2.3.1.2. ELETRODO DE CARBONO VITREO (ECV)

O ECV utilizado nas medidas voltamétricas e amperométricas com didmetro

de 1,5 mm foi adquirido da empresa CH instrument (Austin, TX, USA).
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A limpeza deste eletrodo foi feita manualmente, com o uso de alumina
(granulometria 0,3 um). O eletrodo foi enxaguado exaustivamente com d4gua
deionizada e posteriormente levado ao ultrassom imerso em uma solu¢ao com 50% de
agua deionizada e 50% de etanol por aproximadamente 30 min, com intuito de

retirada de residuos de alumina.

A andlise de superficie de resposta do eletrodo e a ativacdo do mesmo foram
realizadas a partir de voltamogramas ciclicos sucessivos em meio do eletrdlito de
interesse (até verificacdo da estabilidade), na faixa de potencial de -0,8 a +1,5V e

velocidade de varredura 50 mV s™.
2.3.2. ELETRODO DE REFERENCIA

Utilizou-se em todos os experimentos, um mini eletrodo de referéncia
Ag/AgCl (KClsa:), [70] preparado no préprio laboratério pela eletrodeposicdo de AgCl
em um fio de Ag através da eletrélise de uma solugdo aquosa de HCl 0,10 mol L, sob
corrente constante de 0,2 mA, durante 2 h, utilizando o Potenciostato/Galvanostato da

Autolab modelo tAUTOLAB tipo .

2.3.3. ELETRODO AUXILIAR

Como eletrodo auxiliar, um fio de Platina foi utilizado imobilizado em uma

ponteira de micropipeta.

2.3.4. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

A Figura 10 ilustra os equipamentos basicos utilizados para a realizacdo das

medidas analiticas.
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R

Figura 10. Foto ilustrativa do sistema de andlise por injecdao em batelada associado a
um potenciostato acoplado a um computador. Em destaque: célula eletroquimica
onde sdo indicados os trés eletrodos, sendo a amostra injetada na parte superior da
célula através da pipeta automatica frontalmente a superficie do eletrodo de

trabalho.

Utilizou-se um potenciostato pAutolab Type Il interfaceado a um
microcomputador. Para o controle do equipamento foi utilizado o software GPES,
versao 4.9. As medidas foram obtidas através das técnicas de voltametria e

amperometria.

2.3.5. CELULA ELETROQUIMICA

Uma célula para as analises pelo sistema BIA foi projetada (Figura 11) baseada
em uma célula descrita na literatura [71]. A célula BIA possui um volume interno de
180 mL, e consiste de um cilindro de vidro (didametro interno = 7 cm) e duas tampas de

polietileno, que foram firmemente fixadas no topo e na base do cilindro. A tampa
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superior contém 3 orificios para os eletrodos auxiliar (CE, fio de plaina, na Fig. 10A) e
referéncia (RE, Ag/AgCl, na Fig. 10A) e para a ponteira da micropipeta (ponteira de
1mL Combitip® em forma de seringa). A ponteira da micropipeta (com um didmetro
regular externo = 6,0 mm) foi firmemente introduzida no orificio (diametro = 6,1 mm)
no centro da tampa de tal forma que o procedimento de injecdo foi altamente
reprodutivel. A cobertura inferior da célula continha um unico orificio (que também foi
localizado no centro da tampa) em que o eletrodo de trabalho de DDB (WE na Fig. 10A)
foi inserido. A area do eletrodo foi delimitada por um O-ring (0,50 cm?) resistente a
solventes organicos [72]. O contato elétrico foi feito com uma placa de cobre
posicionada por baixo do EDDB. Nesta disposi¢cdao, a ponteira da micropipeta ficou
aproximadamente a 2 mm (distancia otimizada em trabalho publicado anteriormente
[66]) da superficie do eletrodo de trabalho em uma configuracao wall-jet. As injecoes
foram realizadas com uma pipeta eletrénica (Eppendorf® Multipette stream) que
permite injecBes de 10 a 1000 pL a uma velocidade programével de 28 a 250 uL s™.

(A) (B)

é@ Pipeta
$ eletrénica

Agitador
mecénico

§ &
£ ;. ER (Ag/AgCl/xciar)
&
EA (fio de platina) —&

Tampa da célula
BIA (Polietileno)

Polietileno

Suporte
da célula BIA

Polietileno
Corpo da célula
BIA (vidro)

Base da célula

Vidi
i ro\_\ (Polietileno)

Eletrélito Placa de cobre

(Contato elétrico
da placa de DDB)

Polietileno

Figura 11. A) Esquema da célula BIA (quantificacdo de BHA). Volume total da célula:

180 mL; B) Imagem em perspectiva da célula (Esquema BIA 1).

A Figura 12 ilustra os componentes individuais para a construcdo da célula BIA

para EDDB.
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) 1

Figura 12. Vista dos componentes individuais da célula BIA: (1) Borboletas (porcas)

para fixacdo nos parafusos imobilizados na base da célula; (2) placa metdlica de
reforgo; (3) placa de circuito impresso de cobre; (4) placa de DDB (0,7 x 0,7 cm); (5)
anel de borracha “0-ring” (Jinterno = 8 mm); (6) tubo de vidro inserido em polietileno;

(7) tampa da célula (8), ponteira da micropipeta eletrénica (1,0 mL).

Uma segunda célula BIA foi construida muito semelhante a primeira, para a
substituicdo do EDDB pelo eletrodo de carbono vitreo (ECV) como eletrodo de
trabalho. A célula BIA apresentada na Figura 13 foi utilizada nos experimentos para a
determinacdo simultanea de BHA e TBHQ.

O corpo da célula BIA era de vidro (H=7,1 cm; Ji = 7,3 cm), com capacidade
total de eletrélito de aproximadamente 200 mL. Cilindros rigidos de PVC (Ji = 7,2 cm,
H = 1,5 cm) foram empregados como tampa e base da célula. A tampa da célula
continha trés orificios: um deles central (6,0 mm), para a insercdo da ponteira da
micropipeta eletrénica, e os outros dois (laterais) para o posicionamento do ER
(Ag/AgCl/KCls,.) e do EA (fio de Pt). J& na base da célula foi feito um orificio de
aproximadamente 11,5 mm de didmetro exatamente no centro para o encaixe do ET,
gue é inserido em posicao invertida a usual. A extremidade da ponteira da pipeta foi

mantida em distancia fixa de 2,0 mm da superficie do ET, como na célula anterior.
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Suporte (Injetor)

Polietileno  [[]

ER (Ag/AgCI/KCIsat.)
Tampa da célula (PVC)

Corpo da célula (Vidro)

Base da célula (PVC)

Polietileno
(Contato Elétrico)

Tormin, T. F.

Pipeta eletronica

Ponteira (pipeta)
EA (fio de platina)

Suporte (célula)

ET

Figura 13. A) Esquema da célula utilizada nas analises em BIA para a analise simultanea

de BHA e TBHQ. Volume total da célula: 180 mL. B) Imagem em perspectiva da célula

durante as medidas eletroquimicas (Esquema BIA 2).
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3.3. DETERMINAGAO DE BUTIL-HIDROXI-ANISOL (BHA) EM BIODIESEL POR MEIO
DA ANALISE POR INJEGAO EM BATELADA COM DETECGAO AMPEROMETRICA

3.1.1. OXIDAGCAO ELETROQUIMICA DO BHA - VOLTAMETRIA CiCLICA E
HIDRODINAMICA

Em experimentos preliminares, a oxidacao eletroquimica do BHA foi
investigada por voltametria ciclica em solu¢des tampdo fosfato, tampdo acetato e
acido percldrico, e todas estas com 50% (v/v) de etanol. A solugdo eletrolitica que
forneceu maior sinal analitico foi a solu¢do de HCIO4 0,1 mol L' com etanol 50% (v/v).
A Figura 14 apresenta o voltamograma obtido por uma solugdo de BHA 1 mmol L'l,

utilizando EDDB e HCIO, 0,1 mol L™ como eletrdlito.

24,0 BHA

18,0

12,0

6,0

o,o- [//41

i/ A

-6,0 -

-12,0

I ! I

-0,5 0,0 ' 0:5 ' 1,0 1,5
E/V
Figura 14. Voltamograma obtido para solucdes de BHA (1 mmol L'Y). Eletrélito: HCIO,
0,1 mol L%, Velocidade de varredura: 50 mV s*. Faixa de trabalho: -0,5 a 1,5 V. ET:
EDDB. Ciclo: 1.
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Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios da eletroquimica de
antioxidantes fendlicos usando diferentes materiais (carbono vitreo e EDDB), em que o

meio acido forneceu o melhor desempenho para oxidacao eletroquimica [4, 46, 48].

A oxidacdo eletroquimica envolve um processo de dois elétrons gerando terc-
butil-hidroquinona [38, 47, 49]. Este processo foi investigado em eletrodos DDB e foi
encontrado que o processo do eletrodo é controlado por transporte de massa [47, 49].
Adicao de metanol ou etanol a composicdo do eletrdlito foi necessario para dissolver
os antioxidantes fendlicos. Embora muitos estudos reportem o uso de metanol na
composi¢ao de seus eletrélitos, neste trabalho o etanol foi selecionado devido sua

menor toxicidade.

Um voltamograma hidrodinamico, na faixa de potencial que abrange a
oxidacdo eletroquimica do BHA, foi obtido por amperometria de multiplos pulsos
(usando o sistema BIA). Uma sequéncia de dez pulsos de potenciais por 70 ms cada
(0,70; 0,80; 0,90; 1,00; 1,10; 1,20; 1,30; 1,40; 1,50 e 1,60 V) foi aplicado continuamente
(como ilustrado na Figura 15A). A corrente de cada potencial foi monitorada
continuamente durante 3 inje¢des de 75 umol L™ de BHA pelo sistema BIA (Figura
15B). A respectiva corrente de pico para cada pulso de potencial foi medida e usada
para construir um voltamograma hidrodinamico para a oxidagao eletroquimica do BHA

(Figura 15C).
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A B c
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Figura 15. A) Esquema da aplicacdo da sequéncia de pulsos pela Amperometria de
multiplos pulsos (AMP) em eletrodo de trabalho (DDB); B) Registros obtidos por BIA-
AMP para 3 inje¢des sucessivas de 100 pL de uma solugdao de 75 umol L™ de BHA; C)
Voltamograma hidrodindmico resultante dos valores de corrente de pico (média de 3
injecdes) em fungdo do pulso de potencial aplicado. Tempo do pulso de potencial:

70 ms cada. Eletrélito: 50% (v/v) agua-etanol com 0,1 mol L' de HCIO,.

A partir da andlise do voltamograma hidrodindmico apresentado, o potencial
de 1,0 V foi selecionado para posteriores medidas amperométricas visando a oxidacao
eletroquimica do BHA. Pulsos de potenciais superiores a 1,0 V aumentaram

significativamente a corrente de fundo e diminuiram a repetitividade dos sinais.
3.1.2. ESCOLHA DA COMPOSICAO DO ELETROLITO HIDRO-ETANOLICO

O objetivo inicial deste trabalho foi a inje¢do direta de uma aliquota de
biodiesel dopado com BHA, sem prévia diluicdo ou adicdo de eletrélito, através da
ponteira da micropipeta ao eletrodo DDB imerso no eletrdlito, resultando em um valor
de corrente (em 1,0 V) proporcional a concentracdo de BHA. As primeiras injecoes de
aliquotas de biodiesel dopadas com BHA (com concentragio de 30 umol L™*) ao sistema
BIA relevaram que a corrente da linha base ndo foi afetada, e picos de corrente
relacionados a oxidacdo eletroquimica de BHA foram observados. No entanto, os
valores de altura dos picos do BHA foram consideravelmente menores (cerca de 30
vezes, sinal comparavel ao ruido) em relacdo as solucdes padrdao de BHA. Para estes
experimentos, os trés eletrodos foram imersos no sistema com eletrélitos

hidroetandlicos com diferentes concentracdes de etanol (30, 50 e 70% v/v solugbes
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etanol-agua, mantendo a concentracio de HCIO, constante a 0,1 mol L) e as solucdes

padrao de BHA foram preparadas nos mesmos eletrolitos.

Brett et al. [73] sugeriram o uso de BIA com deteccdo amperométrica para
analises de amostras sem pré-adicdo de eletrdlito, baseado em resultados para
injecdes de solugbes padrdao de ferrocianeto sem eletrdlito. Em contraste,
Gunasingham et al. [74] relataram uma diminuicdo de 10 vezes na altura do pico
(sensibilidade) durante a deteccao amperométrica de estrogénios por HPLC com fase
normal, usando uma célula wall-jet de grande volume (andlogo ao sistema BIA), sendo
gue ndo foi adicionado eletrdlito suporte ao eluente (fase mével). Este resultado foi
atribuido ao aumento da queda ohmica entre os eletrodos de trabalho e referéncia.
Gunasingham et. al. [74] também verificaram que a composicdo dos solventes
(quantidades crescentes de hexano em um eluente etanol-hexano) afetou a resposta
de corrente mais do que a concentracdo do eletrélito [74]. Portanto, os resultados
preliminares para injecGes de aliquotas de biodiesel dopadas com BHA sem adicao de
eletrélito estdo de acordo com Gunasingham et. al. [74] e, a baixa constante dielétrica
do biodiesel pode ser responsavel pela obtencdo de sinais pouco intensos (30 vezes

menores).

Com base nestes resultados, a préxima etapa foi o teste de diluicdo da amostra
de biodiesel no eletrdlito hidro-etandlico antes da injecdo ao sistema BIA. Uma
amostra de biodiesel dopada com BHA foi diluida 10 vezes (obtendo a concentracdo
final de BHA apés diluicio de 30 umol L) em diferentes composicdes de eletrdlito:
solugdo etanol-agua 30, 50 e 70% (v/v) que continha HCIO; com concentragdo
constante de 0,1 mol L. Para todas as composicBes testadas, foi observada a
formacdo de uma mistura de fase Unica de dgua-etanol-biodiesel (micro-emulsdo). O
sistema de trés eletrodos foi imerso na célula BIA contendo o mesmo eletrélito em que
as amostras foram diluidas, respectivamente para cada teste (30, 50 e 70%). Os
melhores resultados foram obtidos para a solugdo dgua-etanol 50% (v/v), cujos valores
de recuperacdo se situaram entre 93 e 101% (valores de recuperacdo foram calculados
usando respostas de corrente obtidas para solucdes padrdo de BHA 30 pmol L'
preparadas no mesmo eletrdlito). Valores mais baixos de recuperacado (< 40%) foram

obtidos para a composigdo contendo menos etanol (30% v/v). As medidas feitas na
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solucdo agua-etanol (70% v/v) proporcionou uma recuperacdo aceitavel (95-105%),
entretanto a corrente de linha de base foi instavel e ruidosa. Além disso, o sinal
analitico obtido nestas condicdes foi afetado significativamente, sendo observada uma
resposta amperométrica do BHA com valor de corrente 50% menor em comparagdo as
correntes obtidas em solucdo etanol-agua 50% (v/v) para a mesma concentracdo de

BHA.

Além da diferenga da constante dielétrica reportada por Gunasingham et. al.
[74], o que possivelmente torna necessdria a diluicdo prévia da amostra de biodiesel
(minima diluicdo necessdria de 10 vezes em solucdo hidroetandlica) é que o tempo
entre a injecdo da amostra pelo sistema BIA e a chegada do analito ao detector
eletroquimico é muito pequeno. Dessa maneira, provavelmente a molécula de BHA
presente na amostra chega a superficie do eletrodo solvatada por moléculas
hidrofdbicas de biodiesel. A oxidacao eletroquimica da molécula de BHA neste meio de
baixa constante dielétrica nao é favorecida, o que faz com que se obtenham sinais de
corrente de pouco intensidade. A diluicdo prévia da amostra de biodiesel no meio
hidroetandlico deve permitir com que moléculas de BHA sejam solvatadas por
moléculas de etanol (maior afinidade), que por sua vez, estardo solvatadas por

moléculas de dgua contendo eletrdlito.

3.1.3. OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DO BIA

Apds a selecdo da composicdo do eletrdlito hidroetandlico, parametros do BIA
tais como velocidade de injecdo da pipeta programavel e volume injetado foram
avaliados. A velocidade de injecio de 160 uLs™ proporcionou a maior resposta de
corrente com boa repetitividade de injecdo; baixa repetitividade foi observada para
maiores velocidades de injecdo (Figura 16). O volume 6timo injetado para o sistema
BIA foi de 100 pL, que proporcionou maior sinal analitico (Figura 16). A corrente de
pico cresceu significativamente com o aumento do volume de injecdo, de 20 a 80 pL, e

atingiu o valor maximo em 100 pL.
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Figura 16. Estudo do efeito da velocidade de injecdo para uma solugdo contendo

30 umol L' de BHA (n=3). Potencial: 1,0 V; eletrdlito suporte: solucdo hidroetandlica

50% (v/v) com 0,1 mol L™ de HCIO,4; volume injetado: 100 pL.
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Figura 17. Estudo do efeito da variagdo do volume de injcdo para uma solugao
contendo BHA 30 umol L (n=3). Potencial: 1,0 V; eletrélito suporte: solucdo

hidroetandlica 50% (v/v) com 0,1 mol L™ de HCIO,; velocidade de injecdo: 160 pL st
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3.1.4. REPETITIVIDADE DO METODO

Para avaliar a precisdo do método proposto para quantificar o BHA, um estudo
de repetitividade foi conduzido. A Figura 18 apresenta uma série de 20 injegdes
sucessivas de 30 umol L™ de BHA, sendo estimada uma frequéncia analitica de 120 ht
neste amperograma. O desvio padrdo relativo (DPR) foi de 0,29%. Valores baixos de
DPR sdao normalmente obtidos utilizando sistemas BIA [64, 66]. Em condicbes 6timas, a
faixa de resposta linear foi de 0,5 a 75 pumol L™ de BHA com o coeficiente de correlagao

de 0,996.

0.5 pA

MW

0 5 10

tempo (min)

Figura 18. Respostas amperométricas obtidas por injecdes sucessivas de uma solugao
contendo 30 pumol L™ de BHA (n=20). Potencial de trabalho: 1,0 V. Volume injetado:
100 pL; Velocidade de injegdo: 160 uL s™; eletrdlito: 50% (v/v) dgua-etanol com
0,1 mol L™ de HCIO,.
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3.1.5. APLICAGCAO DA AMOSTRA DE BIODIESEL E COMPARAGAO COM O HPLC

O método proposto por BIA com deteccdo amperométrica foi aplicado para
determinagdao de BHA em amostras de biodiesel, usando as condi¢des otimizadas
descritas. A Figura 19A apresenta respostas amperomeétricas registradas com potencial
constante em 1,0 V para inje¢oes de 100 pL (em triplicata) de solu¢des contendo
concentragdes crescentes e decrescentes de BHA (a — e: 10 — 50 pmol L'!) e de quatros
amostras de biodiesel (previamente diluidas). A respectiva curva de calibragao é
também apresentada (Fig. 18B). Este experimento foi realizado em solu¢do agua-
etanol (50% v/v) com 0,1 mol L™ de HCIO,. Note que concentracdes tipicas de
antioxidantes adicionados ao biodiesel s3ao altas, por volta de 300 mg kg'1 [16],
permitindo, portanto, grande diluicdo da amostra (amostras foram diluidas 100 vezes
em etanol e depois diluidas 10 vezes no eletrélito antes das injecOes). Para
comparag¢ao, amostras de biodiesel também foram analisadas por HPLC. Resultados

estdao apresentados na Tabela 1.
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Figura 19: A) BIA: respostas amperomeétricas obtidas com EDDB para injecdes em
triplicata de a) 10; b) 20; c) 30; d) 40; e e) 50 pmol L™ de solucdo padro de BHA e de
(1 — 4) quatro amostras de biodiesel; B) curva de calibracdo correspondente (R =
0,999). Potencial: 1,0 V. Volume injetado: 100 pL; Velocidade de injecdo: 160 pLs;

eletrdlito: 50% (v/v) dgua-etanol com 0,1 mol L™ de HCIO,.
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As medidas em HPLC foram realizadas usando um Shimadzu LC-10VP HPLC
equipado com um detector UV/VIS (SPD-10AV), coluna LC (Lychrispher 100 A° RP18-
C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 um), forno da coluna (CTO-20A), degaseificador (DGU-20A5),
pequeno auto-injetor, and bomba (LC-10AD-VP). A fase modvel foi composta de
acetonitrila e agua (75:25 v/v) com pH 2,1 (ajustada com &acido fosférico antes da
mistura com a acetonitrila), e o fluxo foi 1,0 mL mint. O comprimento de onda do
detector UV/VIS foi fixado a 280 nm., e o tempo de retengdo de 4,6 min. As amostras

de biodiesel foram diluidas na fase mdvel antes das injegdes.

Tabela 3. Concentra¢des de BHA obtidas pelo método proposto em BIA e por HPLC

(mg g™ de amostra) e os respectivos valores de desvio padrdo (n=3).

Amostras BIA (mgg™) HPLC (mgg™)
Biodiesel 1 7,4+0,2 7,4+0,2
Biodiesel 2 3,70+ 0,09 3,7+0,1
Biodiesel 3 6,2+0,2 6,1+0,1
Biodiesel 4 6,310,2 6,4+0,1

Um comportamento linear, com um bom coeficiente de correla¢do (0,999) foi
observado de 10 a 50 umol L™ de BHA (/ = 0,02143 + 0,0550 c). O valor da sensibilidade
(inclinag3o da curva) é comparavel ao valor (0,0559 pA L pmol™) obtido em um recente
trabalho usando eletrodo de DDB e detec¢ao amperométrica [48]. A contaminagdo do
eletrodo ndo foi observada entre as injecbes das solugcGes padrdao e amostra, como
evidenciado pelo fato de que as respostas de corrente ndo diminuiram durante as
medidas amperométricas. Todos os resultados obtidos pelo método proposto em BIA
estavam de acordo com aqueles obtidos por HPLC em um nivel de confianga de 95%

(Tabela 3).

O limite de deteccdo apds os parametros otimizados foi estimado em

50 nmol L' (com uma relacdo sinal-ruido S/N = 3), que corresponde a 103,6 ng de BHA

55



Dissertacao de Mestrado Tormin, T. F.

por g de biodiesel considerando a diluicdo de dez vezes (10 plL ou 8,70 mg de biodiesel

na aliquota injetada de a 100 pL).

A oxidac¢do eletroquimica de compostos fendlicos [75] assim como medidas
eletroquimicas em sistemas complexos, tais como biodiesel, poderiam contribuir para
a passivacao do eletrodo durante as medidas amperométricas [39]. Todavia, nossos
resultados indicaram que a precisdao e exatiddo do método proposto aqui ndo foram
afetadas. As propriedades Unicas do eletrodo de DDB, tais como baixa susceptibilidade
a adsorcdo e baixa corrente de fundo, acopladas com a velocidade e precisdo da
técnica BIA com deteccdo amperométrica, forneceu alta sensibilidade, exatidao,

precisdo e rapidez ao método para determinagdo de BHA em biodiesel.
3.1.6. LIMITE DE DETECGAO

O limite de detec¢do do método (50 nmol L) é comparavel ao limite de
deteccdo do BHA (30 nmol L") relatado em um trabalho recente, em gue um eletrodo
DDB foi usado para determinar o BHA em amostras de maionese apds tratamento da
amostra (extracdo morosa) [48]. Este limite de detec¢do (30 nmol L) foi o mais baixo
reportado na literatura [48]. Eletrodo de compdsito de grafite modificado com
hexacianoferrato de manganés (Il) também foi descrito na literatura apresentando
limite de detecgio comparavel (50 nmol L™) para determinacdo de BHA em amostras
de alimentos com a vantagem adicional de possuir uma ampla faixa linear (de 0,5 pumol
L™ a 1,5 mmol L'Y) [49]. No entanto, eletrodos quimicamente modificados podem exibir

decaimento gradual de sinal para experimentos de longa duracdo [49].

3.4.  DETERMINAGAO SIMULTANEA DE BHA E TBHQ EM BIODIESEL POR ANALISE
POR INJECAO EM BATELADA COM DETECCAO AMPEROMETRICA DE MULTIPLOS
PULSOS

Assim como destacado anteriormente, estudos eletroquimicos preliminares
de antioxidantes fendlicos (tais como BHA e TBHQ) usando diferentes materiais de
carbono (eletrodos de carbono vitreo e DDB) tém demonstrado que o meio acido
fornece a melhor resposta para a resposta eletroquimica [38, 47-49, 76]. A oxidacdo

eletroquimica de BHA e TBHQ envolve um processo de dois elétrons gerando
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respectivos intermediarios derivados de quinona [38, 47, 49]. A Figura 20 apresenta os
voltamogramas obtidos em HCIO; 0,1 mol LY, e concentragdao dos antioxidantes

1 mmol L}, utilizando como eletrodo de trabalho, o eletrodo de carbono vitreo.

; BHA
s TBHQ /\ \
8,0 -
4,0 -
<
: 0!0 =
-4,0 -
-8,0 -
¥ 1 L | ' 1 L) | L |
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2

E W
Figura 20. Voltamogramas obtidos para solucdes de TBHQ e BHA (ambos 1 mmol LY.
Eletrélito: HClIO, 0,1 mol L. Velocidade de varredura: 50 m V s™. ET: ECV. Faixa de
trabalho:-0,2 V a 1,2V. Ciclo: 1.

Os processos redox para ambas as moléculas foram descritos na literatura
como sendo controlados por transporte de massa [47, 49]. Como anteriormente foi
demonstrado que a solugdo contendo 50% (v/v) com 0,1 mol L' de HCIO,
(concentracgdo final) forneceu melhor desempenho para a determinacdo de BHA com
sistema BIA com deteccdo amperométrica, esta solucdo foi empregada como eletrdlito

na determinac¢do simultanea de BHA e TBHQ.
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3.4.1. OXIDACAO ELETROQUIMICA DO BHA E TBHQ - VOLTAMETRIA
HIDRODINAMICA

A fim de executar a determinagdo simultdnea de BHA e TBHQ, um
voltamograma hidrodinamico foi obtido utilizando amperometria de multiplos pulsos
(acoplado ao sistema BIA) para BHA e TBHQ separadamente, e também para a mistura
equimolar dos mesmos. A Figura 21 apresenta os registros obtidos por AMP de 0,50 a
1,20 V em intervalos de 100 mV cada (em pulsos de potencial inferiores a 0,50 V nado
foram observados picos de corrente, assim estes ndo sdo apresentados).

BHA+TBHQ

8,0 TBHQ BHA
' 12V
6,0 -

4,04 |

N — -

0,0

i/ uA

0,5V

0 l 50 . 1(I)0 ' 1%0 l 2(l)0 l 2£I'>0
tempo /s

Figura 21. Registros obtidos por BIA-AMP obtidos em 3 injecdes sucessivas de

30 pmol L™ de TBHQ, de 30 pmol L™ de BHA e da mistura de BHA+TBHQ (30 pmol L*

de cada). Faixa de potencial: 0,5 a 1,2 V por 100 ms cada; eletrdlito suporte: solucao

hidroetandlica contendo 50% (v/v) de etanol com 0,1 mol L't de HClO,4; velocidade

injecdo: 160 pL s™*; volume injetado: 100 pL.

Dez pulsos de potenciais sequenciais de 100 ms cada (0,30; 0,40; 0,50; 0,60;
0,70; 0,80; 0,90; 1,00; 1,10 e 1,20V) foram continuadamente aplicados (amperogramas
da Figura 22). A corrente em cada pulso de potencial foi monitorada continuamente

durante 3 injecdes de 30 umol L' BHA (). O mesmo procedimento foi feito durante
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injecBes em triplicata de 30 umol L™ TBHQ (A ). A média dos picos de corrente (n=3)
medidos em cada pulso de potencial foi usada para construir um voltamograma

hidrodinamico para a oxidacdo eletroquimica de BHA e TBHQ (Figura 22).

0.8 -
L 2 _—A—A
: B ..- 2 -.
0.6 - /A .
0.4 -
0.2
L] ' L] I L] l L] l L] ' 1
0.2 0.4 0.6 038 1.0 1.2

E/V
Figura 22. Voltamograma hidrodinamico obtido plotando valores de corrente de pico
em funcdo dos respectivos pulsos de potenciais aplicados. As solu¢des continham
30 umol L™ de TBHQ (A ) ou BHA (e). Pulso de potencial: 0,3 a 1,2 V por 100 ms cada;
eletrélito suporte: solugdo hidroetandlica contendo 50% (v/v) de etanol com

0,1 mol L™ de HCIO,; velocidade injecdo: 160 pL s™*; volume injetado: 100 pL.

3.4.2. SELETIVIDADE

Os voltamogramas hidrodinamicos revelaram que o TBHQ comeca a oxidar
em potenciais menos positivos (0,4V) do que o BHA (potenciais maiores que 0,6
V) no ECV. Baseado nestes voltamogramas hidrodinamicos, um potencial de 0,6 V
permite a determinacdo seletiva de TBHQ, na presenca de BHA, sendo, portanto, este
valor selecionado como o primeiro pulso de potencial. A oxida¢do eletroquimica de
BHA é alcancada se potenciais mais positivos sdo aplicados; contudo, TBHQ também é
oxidado e pode ser considerado como molécula interferente. Um segundo pulso de
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potencial (1,0V) foi selecionado para a oxidacdo eletroquimica de BHA e a
contribuicdo da corrente da oxidagdo do TBHQ pode ser subtraida da resposta de
corrente do BHA similarmente a estudos prévios [48, 60, 77, 78]. A Figura 23
apresenta as respostas amperométricas obtidas em 0,6 V (por 100 ms) e em 1,0 V (100
ms) para injeces em triplicata de 30 umol L* de TBHQ, 30 pmol L™ de BHA, e uma
mistura contendo 30 umol L™ de BHA + 30 pmol L" de TBHQ.

5,0 TBHQ + BHA

4,0 TBHQ BHA

3,0
| +1.0V /100 ms
2,0 +

1,0 -

i/ pA

0,0 +

41,0
1 0.6 V/100
2,0 - A +0.6V ms
1 L 1 L 1 v 1

T

T T
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tempo /s

Figura 23. Respostas amperométricas (n=3) de solu¢des contendo TBHQ (30 pmol LY,
BHA (30 umol L) e TBHQ + BHA (30 pmol L™ de cada). Pulsos de potencial: 0,6 e 1,0 V
por 100 ms cada; eletrdlito suporte: solugdo hidroetandlica contendo 50% (v/v) de
etanol com 0,1 mol L™* de HCIO,; velocidade injecdo: 160 uL s’ volume injetado:

100 pL.

3.4.3. FATOR DE CORRECAO (FC)

As respostas amperomeétricas registradas em 0,6 V mostram claramente que
somente o TBHQ se oxida eletroquimicamente na superficie do ECV mesmo na
presenca de BHA, e em 1,0 V, ambas as moléculas sdo oxidadas. Outros registros
amperométricos foram realizados utilizando esta sequéncia de dois pulsos de
potenciais. No entanto, a determinacdo seletiva de BHA depende da subtracdo da
corrente do TBHQ que também ¢é oxidado a 1,0 V. A subtracdo direta da resposta de

corrente em 1,0 V (oxidacdo de TBHQ e BHA) pela resposta de corrente em 0,6 V
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(exclusiva oxidacdo de TBHQ) seria equivalente a resposta de corrente de BHA apenas
se as respostas de corrente de TBHQ em ambos os potenciais (0,6 e 1,0V)
correspondessem ao mesmo valor. Uma vez que este fato ndo ocorre, um fator de
corregao (FC) pode ser estimado com base na relagdo das respostas de corrente para
TBHQ registradas em 0,6 e 1,0 V. O fator de correcdo pode ser obtido por uma simples
injecao de uma solugdo contendo somente TBHQ em um valor de concentragao dentro

dos valores utilizados para obter a curva de calibracdo como segue:

FC = it 1,0v / iteHao6v (1)

Posteriormente, se uma solugdo contendo ambos BHA e TBHQ for injetada, a
corrente originada da oxidacdo do BHA detectada em 1,0 V pode ser calculada como

segue:
igHa = i1,0v— (FCX igev) (2)

O FC foi obtido para injecOes de diferentes concentracdes de TBHQ (de 10 a
50 pmol L") como mostrado na Figura 24. Foi usado o sistema BIA nas condicdes
otimizadas e o seu valor médio (n=5, pois foram obtidos valores de FC para cada

concentragao) foi de 1,40 + 0,01.
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Figura 24. Respostas amperométricas obtidas para adi¢cOes crescentes e decrescentes
de TBHQ (a-e: 10 a 50 umol L) utilizadas para o célculo do FC médio. Pulso de
potencial: 0,6 e 1,0 V por 100 ms cada; eletrdlito suporte: solugdo hidroetandlica
contendo 50% (v/v) de etanol com 0,1 mol L™ de HCIO; velocidade injecdo: 160 pLs™;

volume injetado: 100 pL.

3.4.4. OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS DO BIA

Para a otimizacdao do parametros BIA, baseou-se no maior sinal analitico

(resposta da corrente) e precisdo (repetitividade dos sinais).

A Figura 25 apresenta as respostas amperométricas relativas ao estudo do
efeito da velocidade de injecdo, onde o volume injetado foi fixo (100 pL) e variou-se a

velocidade de injecdo de 28 a 250 pL s™.
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Figura 25. Estudo do efeito da velocidade de injecdo (a-j: 28 a 250 pL s™) para uma
solucdao contendo uma mistura uma mistura de TBHQ 30 umol L' e BHA 30 pmol L™
Pulso de potencial: 0,6 e 1,0 V por 100 ms cada; eletrélito suporte: solucdo
hidroetandlica contendo 50% (v/v) de etanol com 0,1 mol L de HClO,4; volume
injetado: 100 pL.

A Figura 26 apresenta as respostas amperométricas relativas ao estudo do
efeito do volume de injecdo, cuja velocidade de injecao foi fixa e com valor de 160 uL s

! e variou-se o volume injecdo de 10 a 150 pL.
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Figura 26. Estudo do efeito da variacdo do volume (v1-v7: 10 a 150 plL) de injecdo para
uma solugdo contendo uma mistura de TBHQ 30 pumol L™ e BHA 30 pmol L™. Pulso de
potencial: 0,6 e 1,0 V por 100 ms cada; eletrélito suporte: solugdo hidroetandlica

contendo 50% (v/v) de etanol com 0,1 mol L™ de HCIO,; velocidade injecdo: 160 pL st

A velocidade de inje¢ao otimizada foi de 160 plL s'eovolume injetado de 100
puL, como apresentando nas Figuras 25 e 26, respectivamente, considerando melhor

resposta analitica aliada a uma boa constancia dos sinais.

3.4.5. REPETITIVIDADE DE SINAIS
Um estudo de repetitividade (apresentado na Figura 27) foi conduzido nas
condicGes otimizadas do sistema BIA para 10 injecBes sucessivas de uma solucdo

padrdo contendo BHA e TBHQ (ambos em concentragao igual a 30 umol LY.
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Figura 27. Dados de repetitividade obtidos a partir de inje¢cdes sucessivas de uma
solugdo contendo 30 umol L™ de TBHQ e 30 pmol L* de BHA (n=10). Pulso de
potencial: 0,6 e 1,0 V por 100 ms cada; eletrdlito suporte: solu¢do hidroetandlica
contendo 50% (v/v) de etanol com 0,1 mol L de HCIO,4; velocidade injegao:

160 pL s*; volume injetado: 100 pL.

O desvio padrao relativo foi de 0,98% para o TBHQ (detectado em 0,6 V) e
0,77% para a resposta obtida em 1,0 V que corresponde a mistura de BHA e TBHQ. Em

condi¢Oes otimizadas, curvas de calibragdo para BHA e TBHQ foram obtidas.
3.2.6. CURVAS DE CALIBRAGAO E ANALISE DE BIODIESEL

A Figura 28 apresenta respostas amperométricas para injecées em triplicata
de solugdes contendo concentragdes crescentes de BHA e TBHQ (b — f: 10 — 50 umol L
1), As respectivas curvas de calibracio (adicBes crescentes e decrescentes) s3o também
apresentadas para cada analito. As concentra¢des de BHA foram calculadas usando a
equacdo 2. A frequéncia analitica estimada para as respostas amperométricas foi de

170 h™.
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Figura 28. A) Respostas amperométricas obtidas apds injecdes de uma solugdo
contendo somente TBHQ 30 pmol L™ (a) e cinco solucdes contendo simultaneamente
concentracdes crescentes de TBHQ e BHA (b-f: 10 a 50 umol LY). B) Curvas de
calibracdo do TBHQ: concentracdes crescente (A R=0,999) e decrescente (® R=0,999).
C) Curvas de calibracdo do BHA: concentragGes crescente (A R=0,998) e decrescente
(® R=0,998). Pulso de potencial: 0,6 e 1,0 V por 100 ms cada; eletrélito suporte:
solugdo hidroetandlica contendo 50% (v/v) de etanol com 0,1 mol LY de HCIO;
velocidade injecdo: 160 uL s; volume injetado: 100 L.

As curvas de calibracdo encontradas foram lineares para ambos os casos, BHA
(R=0,999 para concentracdes crescentes e decrescentes) e TBHQ (R=0,998 para
concentracdes crescentes e decrescentes), respectivamente B e C na Figura 28, o que

confirma a auséncia do efeito de memdria. Os valores de inclinacdo da reta foram
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ligeiramente superiores para BHA (0,0444 e 0,0432 pA L umol L? para concentragdes
crescentes e decrescentes) do que para o TBHQ (0,0377 e 0,0387 pA L umol L para
concentragdes crescentes e decrescentes). A faixa linear do método é ampla nas
condi¢des otimizadas, de 1 a 1000 umol Lt para a quantificacdo de TBHQ e BHA com

coeficientes de correlacdo de 0,996 e 0,999, respectivamente.

O limite de detecc¢do foi estimado em 73 e 75 nmol L para BHA e TBHQ (com

uma razao sinal-ruido de S/N = 3).

A precisdo do método proposto por BIA foi primeiramente avaliada por testes
de recuperacdo com amostras dopadas com BHA e TBHQ. Os valores de recuperacao
de BHA e TBHQ se situaram na faixa de 102-104% e 100-110% (n=3), respectivamente.
Além disso, o método proposto foi aplicado para a determinagdo simultanea de BHA e
TBHQ em amostras de biodiesel contendo diferentes quantidades de BHA e TBHQ. As
amostras também foram analisadas por HPLC para comparacdo e todos os resultados

estdo apresentados na Tabela 4.

As medidas em HPLC foram realizadas usando um Shimadzu LC-10VP HPLC
equipado com um detector UV/VIS (SPD-10AV), coluna LC (Lychrispher 100 A° RP18-
C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 um), forno da coluna (CTO-20A), degaseificador (DGU-20A5),
pequeno auto-injetor, and bomba (LC-10AD-VP). A fase modvel foi composta de
acetonitrila e agua (75:25 v/v) com pH 2,1 (ajustada com &cido fosférico antes da
mistura com a acetonitrila), e o fluxo foi 1,0 mL min™. O comprimento de onda do
detector UV/VIS foi fixado a 280 nm, e o tempo de retencdo foi de 3,1 e 3,9 min para
TBHQ e BHA, respectivamente. As amostras de biodiesel foram diluidas na fase mdvel

antes das injecdes.
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Tabela 4. Concentracdes de BHA e TBHQ obtidas pelo método proposto em BIA e por

HPLC (mg g de amostra) e os respectivos valores de desvio padrio (n=3).

Amostras BIA (mg g'l) HPLC (mg g'l)

TBHQ BHA TBHQ BHA
Biodiesel 1 4,2+0,1 9,2+0,4 4,3+0,3 99+0,4
Biodiesel 2 79104 19,6 +0,8 8,6+0,4 21,2+0,8
Biodiesel 3 12,6 +0,7 31,0+£0,8 13,3+0,7 30,2+0,8

Todos os resultados obtidos pelo método proposto em BIA estavam de acordo

com aqueles obtidos por HPLC em um nivel de confianga de 95% (Tabela 4).
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CAPITULO 4

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

69



Dissertacao de Mestrado Tormin, T. F.

A proposta inicial do presente projeto consistiu no desenvolvimento de um
método rdpido e eficaz para a determinagdo do antioxidante BHA em amostras de
biodiesel, e posteriormente para a determinacdo simultdnea de TBHQ e BHA, nas

mesmas amostras.

Demonstrou-se, pela primeira vez, a aplicagdo de BIA com detecgdo
amperométrica para determinagdo de BHA em biodiesel. Além disso, esta é primeira
aplicacdo relatada de BIA com detecgdo amperométrica de analitos em amostras nao
aquosas tal como biodiesel. As amostras sé requerem diluicdo em solucao eletrolitica
antes da analise. O método proposto é altamente preciso (DPR=0,29%; n=20), exato
(confirmado por comparagdo com método reconhecido e testes de recuperacgdo),
sensivel (LD = 50 nmol L) e rapido (frequéncia analitica de 120 inje¢des por h™),
destacando o potencial do método proposto para andlises de rotina de antioxidantes
em biodiesel. Além disso, este método pode ser aplicado para andlises de campo

utilizando potenciostatos portateis comercialmente disponiveis.

A técnica BIA-AMP mostrou-se como uma metodologia eficiente também para
a determinagdo simultanea de TBHQ e BHA em amostras de biodiesel. As amostras
também sé requerem uma simples diluicdo no eletrélito suporte contendo etanol. A
pré-selecao cuidadosa de dois pulsos de potenciais usando AMP acoplada ao sistema
BIA permite a detecg¢ao simultanea de BHA e TBHQ com elevadas exatidao (confirmada
em analises por HPLC e testes de recuperacgdo), precisdo (DPR < 1%; n=10),
sensibilidade (LDs < 100 nmol L) e rapidez (frequéncia analitica de 170 inje¢des por
hora). Posteriormente, o método proposto pode ser facilmente adaptado para

monitorar o conteudo de mistura de outros antioxidantes (eletroativos) em biodiesel.

Perspectivas para a continuacdo do trabalho estdo relacionadas a
guantificacdo individual do BHT, visto que dentre os antioxidantes ja relacionados
neste trabalho mostrou ser o mais complicado em relacdo a solubilizacdo. A
determinacdo simultanea de TBHQ, BHA e BHT em amostras de biodiesel também serd
o foco de préximos trabalhos do grupo. Outros antioxidantes também podem ser

testados, como por exemplo o propil-galato (PG) e o tocoferol.
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