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Resumo ix

RESUMO

Neste trabalho € apresentado o desenvolvimento de uma metodologia
eletroanalitica para deteccdo e quantificacdo simultanea e t-butilhidroguinona (TBHQ) e
t-butilhidroxianisol (BHA) em biodiesel usando a voltametria de varredura linear e
eletrodos impressos. A solugdo do eletrélito de suporte foi composta de tampéo Britton-
Robinson (0,04 mol L) contendo metanol (2,0%) e surfactante catidnico brometo de
cetiltrimetilamonio (BCTA). Na presenca de surfactante catidnico, a intensidade da
corrente de pico, para ambos os antioxidantes estudados, aumentou significativamente bem
como a resolugdo voltamétrica. Usando as condi¢fes otimizadas, o método apresentou
resposta linear no intervalo de concentragdo de 5,0x10” a 1.0x10™ mol L™ para TBHQ (r =
0,999) e BHA (r = 0,999) com deteccdo limite de 3,40x107 mol L™ e 1,76x10” mol L™,
respectivamente. O método proposto foi aplicado com sucesso para a quantificacdo de
TBHQ e BHA em amostra de biodiesel, ap6s uma diluicdo em etanol, com recuperacdes
entre 97,90 a 110,0 e 91,90 a 101,1 %, respectivamente. Os resultados obtidos foram
satisfatorios quando comparados com os obtidos usando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Além disso, 0 método proposto pode ser adaptado para analises de campo.

Palavras-chaves: biodiesel; antioxidantes; surfactantes; eletroanalises; eletrodos
Impressos.




Abstract X

ABSTRACT

In this work is presented the development of an electroanalytical method for
the simultaneous detection and quantification of t-butylhydroquinone (TBHQ) and
t-butylhydroxyanisole (BHA) in biodiesel using voltammetric technique and screen-printed
electrodes. The supporting electrolyte solution was composed by Britton—Robinson buffer
(0.04 mol L% containing methanol (2.0%) and the cationic surfactant
cetyltrimethylammonium bromide. In the presence of cationic surfactant, the peak current
intensity, for both studied antioxidants, increased significantly as well as the voltammetric
resolution. Using the optimized condition, the method presented linear response in the
concentration range of 5.0x107 to 1.0x10™ mol L™ for TBHQ (r = 0.999) and BHA (r =
0.999) with detection limit of 3.40x10”" mol L™ and 1.76x10”" mol L™, respectively. The
proposed method was successfully applied for the quantification of TBHQ and BHA in
biodiesel samples after a simple and rapid dilution sampling with recoveries value between
97.90 to 110.0 and 91.90 to 101.0 %, respectively. The obtained results were satisfactory
when compared with those obtained using high-performance liquid chromatography.
Additionally, the proposed method might be easily adapted for on-site analysis.

Keywords: biodiesel; antioxidants; surfactants; electroanalysis, screen-printed electrodes.
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1.INTRODUCAO

Com o aumento dos precos de combustiveis fdsseis, decorrente da prevista
escassez desta fonte de energia ndo renovavel, combinado com seus problemas poluentes,
tém contribuido para discussdo sobre a necessidade de novas fontes energéticas. As
consequéncias ambientais causadas pelo aumento da emissdo de compostos poluentes
devido ao crescimento da frota de veiculos automotores incentivaram a busca por fontes
alternativas de energia, a fim de substituir o diesel derivado de petroleo [1-3].

O biodiesel é uma fonte alternativa de energia renovavel, que permite a
reducdo na emissdo de gases poluentes, intensificadores do efeito estufa. Além disso, o
biodiesel pode promover a inser¢do das comunidades rurais na economia, com a producao
de recursos renovaveis contribuindo para novas oportunidades de investimento [4-6].

A definicdo adotada pela Lei n°® 11.097, de 13 de setembro de 2005, que
introduziu o biodiesel na matriz energética brasileira é: “biocombustivel derivado de
biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por
compressao ou, conforme regulamento, para geragdo de outro tipo de energia, que possa
substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil” [6].

Com o crescente interesse pelo grande potencial do biodiesel contribuir com a
matriz energética global, tem se discutido normas que possam avaliar a qualidade deste
biocombustivel. Desta maneira, normas foram e estdo sendo estabelecidas por diversos
paises: Estados Unidos (ASTM D 6751), Europa (EN 14214), Alemanha (DIN V 5106),
Brasil, Africa do Sul entre outros [2, 5, 6].

CARAMIT, R. P.
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1.1. Tecnologia e producgdo do biodiesel

1.1.1. Fontes

Atualmente, diversas fontes de 6leos vegetais sdo encontradas para a producéao
de biodiesel. No Brasil, o 6leo de soja é a fonte mais utilizada para a producdo do
biocombustivel [3, 7]. No entanto, outras fontes, tais como: colza, girassol, dendé, babacu,
amendoim, algoddo, 6leo de palma e etc., também podem ser utilizados no processo
producéo do biodiesel [3].

Dentre as diversas fontes para a producdo do biocombustivel, diferentes
composicdes de acidos graxos podem ser encontradas na sua formacao durante a reacdo de
transesterificacdo. Essas diferentes composicGes podem ser obtidas quanto ao comprimento
das cadeias, grau de insaturacdo ou presenca de outras fungdes quimicas nos acidos graxos.
Estas variedades de &cidos graxos podem influenciar significativamente na qualidade do
biodiesel devido ao: indice de cetano, ponto de combustdo, ponto de fusdo, viscosidade

entre outras propriedades fisico-quimicas [3, 7].

1.1.2. Processos de produgdo do biodiesel

A utilizacdo de 6leos vegetais diretamente nos motores a diesel pode causar
alguns problemas como: diminuicdo na producdo de energia e eficiéncia do motor,
contaminacdo pela formacdo de gomas e depésitos de carbono. Outras desvantagens que
sdo observadas pela utilizacdo de gorduras de origem animal referem-se a alta viscosidade
— 11 a 17 vezes maior do que o 6leo diesel convencional — e a menor volatilidade, podendo
provocar a formacdo de depdsitos de carbono, devido a combustdo incompleta desse
biocombustivel [3].

Atualmente, 0 método mais utilizado para a producéo de biodiesel é a reacao
de transesterificacdo. Este método tem apresentado vantagens quanto a redugdo da
viscosidade e 0 aumento da volatilidade do biodiesel, contribuindo decisivamente para uma

melhor eficiéncia do motor bem como maior producédo deste biocombustivel [3, 7].
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A transesterificacdo consiste na reacdo de Oleos vegetais (triglicerideos) — na
presenca de catalisadores basicos ou &cidos — e um &lcool de cadeia pequena que, na
maioria das vezes, é usado o metanol. Apds a reacéo, os produtos formados consistem de
uma mistura de ésteres de &cidos graxos, glicerol, alcool, catalisador e uma baixa
porcentagem de tri-, di- e monoglicerideos [3, 7].

A nomenclatura dada ao biodiesel puro (100% de ésteres de &cidos graxos) é
B100. Em misturas de biodiesel com o 6leo diesel a designacéo indica a quantidade de
B100 na mistura, por exemplo, B5 (ja adotado por varios paises) contem uma mistura de
5% de B100 com 95% de diesel fossil [3, 7].

1.1.3. Reagdo de transesterificacdo

Tal como mencionado anteriormente, a producdo de biodiesel é realizada a
partir de uma reacdo de transesterificacdo de Oleos vegetais (triacilglicerois) ou gordura
animal na presenca de um catalisador, &cido ou bésico, levando a formagdo de &cidos
graxos (Esquema 1). Um excesso de alcool é utilizado para deslocar a reacdo para a
formacdo de ésteres [1]. O glicerol, subproduto da reacdo, é retirado no processo de
producdo, pois pode provocar danos no motor além de contribuir para emissdes de gases
poluentes [7]. No entanto, mesmo sendo indesejavel, pequenas quantidades de glicerol
(limite permitido por diversas legislagdes: 0,25% m/m) sdo encontradas no produto final da

reacao do biodiesel, assim como os produtos intermediarios [2, 5].

Q (@)
H,C O C Ry R——OH H3C (0] C R,
| 0 Catalisador | o
HC (@] C R, + 3ROH ——— R—OH + HzC o c R,
| ° )
H.C O Cc R3 R—OH HsC O C R3
Triglicerideo Alcool Glicerol Mistura de esteres

de &cidos graxos

Esquema 1 — Reagdo de transesterificacdo do triglicerideo [3].

Embora, os catalisadores utilizados nas reagdes de transesterificacdo possam

ser acidos ou bésicos [3], geralmente utiliza-se uma base forte com sddio. Porém, por
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questBes econémicas, o hidroxido de potéssio é mais utilizado por ter um baixo custo em
relagdo aos outros catalisadores [2-3, 7].

A reacdo pode ser influenciada por diversos fatores, tais como, razdo molar de
Oleo vegetal/catalisador, temperatura, tempo de reacdo, presenca de agua (que pode ser
absorvida durante o armazenamento do biocombustivel) e acidos livres. Entretanto, dentre
os fatores apresentados, é observado uma maior influéncia na reacdo de transesterificagdo
para quantidade razdo molar do triglicerideo com o alcool [2-3]. A temperatura também
tem sido um fator importantissimo durante a reacdo de producdo do biodiesel.
Temperaturas superiores a 35°C causam a perda do catalisador, devido a saponificacdo [2,
3]. Além disso, a presenga de dgua pode promover o crescimento microbiano, levando a
uma possivel corrosdo do tanque, contribuindo para a formacdo de emulsdes, bem como

causar hidrolise e oxidacgdo hidrolitica [2, 7].

1.2. Efeito do uso de antioxidantes no controle da emissdo de
poluentes

Nos Ultimos anos, muitos pesquisadores tém se preocupado em encontrar
solucdes para os problemas relacionados a poluicdo causada pelo uso de combustiveis
fosseis. Exigéncias de 6rgdos governamentais tém sido cada vez mais rigorosas a respeito
das emiss@es de gases relacionadas a queima de combustivel [3]. Desta forma, estudos tém
avaliado a emissdo destes compostos a partir da combustdo do dleo diesel e biodiesel [8-9].

Os principais poluentes que sdo formados pela combustdo de diesel féssil sdo:
formaldeido, acroleina, didxido de enxofre (SO,), mondxido de carbono (CO), diéxido de
carbono (COy), 6xidos de nitrogénio (NOy), hidrocarbonetos totais (HT), hidrocarbonetos
policiclico arométicos (HAPS), benzeno, sulfato e entre outros, os quais também podem
causar efeitos carcinogénicos na populacdo. Dentre todos os combustiveis disponiveis no
mercado, o 6leo diesel, € o que provoca a maior emissdo desses compostos poluentes [3, 8-
9].

A busca por combustiveis alternativos, a fim de reduzir os impactos ambientais
causados pela emissdo de gases poluentes pela queima de combustiveis derivados do
petréleo, teve um aumento considerdvel nos ultimos anos. Desta forma, aumentou-se o

interesse pelos biocombustiveis, devido a reducdo consideravel na emissdo de produtos
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formados pela combustéo, tais como: HAPs, CO, CO,, SO, e HT [3, 9]. Na literatura séo
encontrados diversos estudos comprovando que a queima do biodiesel, puro ou em
misturas com diesel fossil, pode reduzir significativamente a emissdo de compostos que
afetam a qualidade do ar. Entretanto, alguns estudos reportam que, mesmo o biodiesel
apresentando estas caracteristicas vantajosas, ainda ha emissdo consideravel de compostos
a base de NOy, quando o biocombustivel € utilizado na auséncia de antioxidantes. Neste
sentido, ha uma preocupacdo em controlar a emissdo destes compostos, principalmente, em
areas que estdo sujeitas a regulamentacdes governamentais mais rigidas, nas quais visam
melhorar a qualidade do ar em &reas urbanizadas e em parques nacionais. Desta forma, é
necessario alternativas que possibilitem reduzir a emissdo de compostos a base de NO a
niveis comparaveis aqueles emitidos pelo diesel fossil [3, 9-10].

Hess e colaboradores [10] estudaram a emissdo de compostos NOy na
combustéo de biodiesel. Os autores propuseram dois mecanismos (Zeldovich e Fenimore)
para explicar a formagdo dos compostos NO,. Porém, o mecanismo de Fenimore, se trata
de reacbes mais complexas, no qual envolve varias etapas. No mecanismo de Zeldovich, o
oxido de nitrogénio (NO) é formado pela oxidacdo de nitrogénio (N) e oxigénio (Oy)
atmosférico com radicais livres de oxigénio e nitrogénio, respectivamente, cujos

mecanismos podem ser visualizados no Esquema 2 [10].

O:+N, — NO+N-
N-+0O, — NO+O-

Esquema 2 — Formagdo de 6xido de nitrogénio pelo mecanismo de Zeldovich [10].

Em temperaturas mais elevadas, é observada uma maior emissdo de compostos
de mondxido de nitrogénio (NO), devido ao aumento da taxa de dissociacdo de oxigénio
atmosférico (O,) [10].

Na literatura sdo encontrados diversos estudos que analisaram o aumento e 0
controle da emissdo de NOx com a adicdo de antioxidantes ao biodiesel [8, 10-11]. Os
antioxidantes inibem a oxidacdo do biodiesel, bloqueando reagcdo que promove a formacao
de radicais livres, impossibilitando a formagéo de compostos nitrogenados [10-11].

Em vista de tais problemas, McCormick e colaboradores [11], estudaram 0s

efeitos da reducdo da emissdo de NO, quando antioxidantes foram adicionados em
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biodiesel. Os autores observaram que a estabilizagdo do biodiesel com a adicdo do
antioxidante t-butilhidroquinona (TBHQ), reduz a emissdo de NOy, gerados pela
combustdo do biodiesel, e concluiram que o uso de antioxidantes pode ser uma alternativa
eficiente para a reducéo na emisséo destes compostos poluentes [11].

Hess e colaboradores [10], também avaliaram a reducdo da emissdo de NOy
com a adi¢do de antioxidantes em biodiesel. Os autores estudaram a influéncia de diversos
antioxidantes em amostras de B20 (mistura de 20% de biodiesel puro B100 e 80% de
diesel fossil) e observaram a reducdo da emissdo de compostos nitrogenados. Os
antioxidantes que proporcionaram uma maior reducdo foram 2-t-butil-4-metoxifenol
(BHA) e 2-etil-hexil-nitrato (2-EHN). Antioxidantes como a-tocoferol e difenilamina, néo
foram eficientes e contribuiram para uma maior emissdo de compostos de NOy. O efeito de
sinergismo dos antioxidantes também foi avaliado pelos autores, no qual concluiram que a
adicdo conjunta de TBHQ (500 mg L™) e BHA (500 mg L™) proporcionam uma reducéo
efetiva na emissdo de compostos nitrogenados a base de NOy [10].

1.3. Estabilidade Oxidativa

O uso do biodiesel adicionado ao diesel fossil tem crescido em todo o mundo
bem como no Brasil, porém, o armazenamento deste biocombustivel deve ser
condicionado a alguns fatores, para que desta forma, seja garantida a qualidade do mesmo.

Portanto, a estocagem tem sido um dos problemas principais para garantir a
qualidade do biodiesel — devido ao fato de que durante esse tempo — 0 mesmo tende a
sofrer alteracGes nas suas propriedades fisicas e quimicas, devido a reacdes de natureza
hidrolitica, microbioldgica e oxidativa [7, 12].

Os processos de degradacdo do biodiesel podem ocorrer na presenca de luz, ar,
pré-oxidantes (hidroperdxidos e metais), altas temperaturas e materiais contaminantes
diversos [2, 5, 7, 14-15], levando a formacéo de produtos indesejaveis, tais como: aldeidos,
hidroperoxidos, ésteres, cetonas, acidos e alcodis. Esses produtos formados alteram as
propriedades do biodiesel, como por exemplo: aumento no indice de acidez, indice de
perdxidos, viscosidade cinematica, densidade, indice de iodo e o teor de polimeros [4-7,

14, 15]. Estes fendmenos podem acarretar diversos problemas ao motor, entre estes, o
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entupimento dos filtros de combustivel, sistema de injecdo e a corrosdo das partes

metalicas do sistema [5, 14, 16].

A oxidacdo depende da natureza da matéria prima em que foi utilizada para a

producdo do biodiesel, devido aos diferentes tipos de acidos graxos formados no final do

processo. Desta forma, quanto maior o nimero de liga¢fes duplas encontradas nos &cidos

graxos (biodiesel), maior serd a suscetibilidade a degradacdo [5, 14]. O mecanismo do

processo de oxidacdo do biodiesel, descrito por varios autores, € composto por trés etapas,

as quais sao enumeradas a seguir e mostradas no Esquema 3 [14-15, 18].

Iniciagdo — ocorre a formacdo dos radicais livres do &cido graxo
(RCOOR") devido a retirada de um hidrogénio do carbono alilico na
molécula do &cido graxo (RCOORH), em condic¢des favorecidas por luz e
calor (1) [14, 18].

Propagagdo — os radicais livres (RCOOR') que sd&o prontamente
susceptiveis ao ataque do oxigénio atmosférico (O,), sdo transformados em
outros radicais, gerando produtos primarios de oxidacdo (perdxidos e
hidroperoxidos) cuja estrutura quimica depende da natureza dos &cidos
graxos presentes. Os radicais livres formados atuam como propagadores da
reacdo, resultando em um processo autocatalitico [14, 18].

Término — radicais livres (RCOOR*) combinam-se para formar produtos
estaveis (produtos secundarios de oxidacdo) obtidos por separacdo e

rearranjo dos peroxidos [14, 18].

Iniciagéo: RCOORH + calor —» RCOOR: + H*
Propagacéo: RCOOR* + O, —» RCOOROO-

RCOOROO- + RCOORH —» RCOOROOH + RCOOR*

Término: RCOOR' + RCOOR —» RCOOR-ROCOR

RCOOROQO* + RCOOROO* —>» Produtos Estaveis

Esquema 3 — Reacdo de oxidacéo do biodiesel [14, 15, 17, 19].
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A oxidacéo pode ser controlada com a adi¢do de antioxidantes (sintéticos ou
naturais) ao biodiesel, minimizando ou suprimindo os processos de degradacdo do
biocombustivel. Adicionalmente, é possivel encontrar em literaturas especificas, varios
trabalhos reportando os efeitos dos antioxidantes no controle da qualidade do biodiesel via

processos oxidativos [12].

1.4. Antioxidantes

Antioxidantes sdo compostos quimicos normalmente empregados com 0
objetivo de inibir ou retardar a oxidacdao lipidica de O6leos, gorduras e alimentos
gordurosos. Os antioxidantes podem ser classificados em dois tipos de fontes: naturais e
sintéticos [18].

1.4.1. Antioxidantes Naturais

Entre os antioxidantes naturais mais conhecidos podem ser citados: tocoferdis e
acidos fendlicos [18].

Tocoferdis (T) sdo compostos fendlicos amplamente aplicados como meio para
prevenir a oxidacgdo de 6leos e gorduras comestiveis, inibindo a oxidagdo dos &cidos graxos
insaturados, por ser um dos melhores dentre os antioxidantes naturais. Os tocoferdis estéo
presentes na maioria dos 6leos vegetais, em alguns tipos de pescado e, atualmente, podem
ser obtidos a partir de sintese organica [14, 18]

Estes compostos podem existir em quatro isdmeros, os quais sao classificados
segundo a localizacdo dos grupos metila no anel: a, B, vy, 6 (Tabela 1). A atividade
antioxidante dos tocoferdis é devido a capacidade de doar seus hidrogénios fendlicos aos
radicais livres lipidicos, interrompendo a propagacgdo das reacdes radicalares em cadeia
[14, 18].
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Tabela 1 — Molécula de tocoferol com representacdo de seus, respectivos, isdmeros [19].

Ry

R; R, R3
a - tocoferol CHs CHj3 CHs
B - tocoferol CHs CHj3 H
y - tocoferol H CHj3 CHs
d - tocoferol H H CHs;

1.4.2. Antioxidantes Sintéticos

Os principais antioxidantes sintéticos utilizados nos estudos para analise da
estabilidade oxidativa de biodiesel sdo: 2-t-butil-4-metoxifenol (BHA), 2,6-di-t-butil-4-
metilfenol (BHT), galato de propila (GP) e t-butilhidroquinona (TBHQ).

A estrutura fendlica destes compostos (Figura 1) permite a doacdo de um
préton a um radical livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e interrompendo o
mecanismo de oxidacdo por radicais livres. Dessa maneira, estes antioxidantes
transformam-se em radicais livres, entretanto, estes radicais podem se estabilizar sem
promover ou propagar as reacOes de oxidacdo. O conhecimento da eficiéncia destes
antioxidantes na preservacdo da qualidade de 6leos insaturados de vegetais e sementes tem
sido muito estudado na literatura, além disso, estudos recentes tém mostrado a eficiéncia

destes antioxidantes em amostras de biodiesel [7, 14, 15, 18, 20-21].
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OH OH OH OH
C(CHa)3 C(CHy)s OH OH
OH
OH OCHs
t-butilhidroguinona t-butilhidroxianisol catecol pirogalol
(TBHQ) (BHA) (CT) (PG)
OH
OH
HO OH
(H3C)3C C(CHa)s
CHs o CaHy
2,6-di-t-butil-4-metilfenol (BHT) galato de propila (GP)

Figura 1 — Estrutura quimica de alguns antioxidantes sintéticos [14].

1.5. Antioxidantes em Biodiesel

Como anteriormente citado, diversos estudos avaliando o efeito de
antioxidantes sintéticos no controle da estabilidade oxidativa do biodiesel s&o encontrados
na literatura [7, 15, 20-21].

A legislacdo Europeia prevé a andlise da estabilidade oxidativa do biodiesel a
partir do método Rancimat (EN 14112). Este método consiste no aquecimento da amostra
do biodiesel em uma célula a uma temperatura especifica (110°C), com fluxo de ar
constante, até a formacgdo de compostos volateis devido a sua degradacdo. Inicialmente, a
oxidacdo é lenta e a condutividade constante, porém, devido a formacdo dos produtos de
oxidacdo do biocombustivel, é observado um aumento da condutividade, momento em que
¢ caracterizado pelo “Periodo de Induc@o”. Este método, geralmente ¢ utilizado para medir
a eficiéncia de um antioxidante no controle da degradagéo do biodiesel [5, 7, 13, 15].

Sendo assim, antioxidantes tais como, pirogalol (PG), GP, BHA, BHT, TBHQ,
tocoferois, entre outros, tém sido empregados como aditivos retardantes do efeito de

oxidagdo do biodiesel, garantindo uma maior estabilidade e prevenindo as mudancgas de
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suas propriedades fisico-quimicas [7, 20-21]. Considerando essa importancia, a seguir
serdo apresentados alguns trabalhos destinado a este proposito.

Para exemplificar tais aplicacdes, Chaithongdee e colaboradores [15],
avaliaram o efeito de antioxidantes sintéticos na estabilidade oxidativa do biodiesel obtido
a partir do 6leo de jatropha, utilizando o método de Rancimat, comparando com o padréo
Europeu (EN 14112). Os antioxidantes avaliados por esta metodologia foram: TBHQ,
BHA e GP. De acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que o GP foi o melhor
antioxidante, nas concentracdes de 50 mg L™* a 750 mg L™. Resultados considerados
satisfatorios se considerado que, a adicdo de 150 mg L™ de GP, foi a que resultou em
propriedades aceitaveis pelas normas estabelecidas pela comunidade Europeia e normas
norte-americana [15].

Mittelbach e Schober [22] estudaram a influéncia de diferentes antioxidantes
sintéticos e naturais na estabilidade de oxidacdo do biodiesel (produzido a partir de
diversas fontes de Gleos vegetais). Os quatro antioxidantes sintéticos que foram utilizados
foram: PG, GP, TBHQ e BHA, os quais mostraram um aumento no periodo de inducgéo a
partir da analise pelo método de Rancimat. De acordo com o0s autores, 0 antioxidante BHT
ndo forneceu resultados satisfatorios na estabilidade de oxidacdo do biodiesel.

Dunn e colaboradores [23], também examinaram a eficicia de antioxidantes
sintéticos e naturais em biodiesel de soja empregando o método de Rancimat. Os
resultados apresentados mostraram maior atividade dos antioxidantes na estabilidade
oxidativa do biodiesel com o aumento da concentracdo do antioxidante. Alem disso, 0s
antioxidantes sintéticos apresentaram melhores resultados que os antioxidantes naturais.
Em outro trabalho, 0 mesmo autor estudou o efeito dos antioxidantes sintéticos e concluiu
que TBHQ e BHA (em concentrages de até 3000 mg L) contribuiram para uma melhor
protecdo do biodiesel frente aos processos oxidativos durante o periodo de estocagem [23-
24].

Tang e colaboradores [25] analisaram a influéncia de antioxidantes sintéticos e
naturais em biodiesel de soja. Novamente, 0 método Rancimat foi empregado para avaliar
0s processos de oxidagdo degradativa, uma vez que este é 0 método padrdo recomendado
pela legislagdo Europeia (EN 14112). Os resultados mostraram que os antioxidantes podem
controlar a estabilidade oxidativa, sendo a combinagdo mais eficiente, a de TBHQ e BHA

na concentragdo de 500 mg L™ [25].
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Maia e colaboradores [26] avaliaram o efeito de: TBHQ, BHA e BHT na
estabilidade oxidativa do biodiesel de soja, utilizando 0 método de Rancimat. Os resultados
indicaram que os antioxidantes usados, separadamente, inibiram a oxidacdo do biodiesel
por mais de 6 horas, tempo de inducéo exigido pela norma Europeia (EN 14112).

Guzman e colaboradores [27] examinaram a eficicia de antioxidantes
sintéticos e o sinergismo na estabilidade oxidativa do biodiesel de soja. Os resultados
mostram que os antioxidantes (BHA, GP, PG e TBHQ) apresentaram maior periodo de
inducdo em biodiesel com quantidade menor de compostos poliinsaturados. O sinergismo
dos antioxidantes variou de acordo com a matéria-prima utilizada para producdo do
biocombustivel. O melhor efeito sinérgico dos antioxidantes, observado na estabilidade dos
processos oxidativos do biodiesel de soja, foi encontrado para a mistura de TBHQ e BHA
na proporcéo de 2:1 em concentracéo total de 1000 mg L™ [27].

O efeito de antioxidantes sintéticos também foi estudado por Domingos e
colaboradores [28]. Neste caso, foi avaliado o periodo de inducdo de uma amostra de
ésteres etilicos de Oleo de soja de baixa estabilidade a oxidacdo, empregando o método
Rancimat (EN14112). Dentre os antioxidantes sintéticos avaliados, o BHT apresentou
maior eficiéncia nas concentracdes compreendidas entre 200 e 7000 mg L. O TBHQ
apresentou maior potencial estabilizador quando utilizado em concentragdes mais elevadas,
enquanto que o BHA mostrou-se pouco efetivo, neste estudo, com as amostras analisadas
[28].

Ferrari e Souza [20] apresentaram um estudo no qual foi investigado a
estabilidade do biodiesel produzido a partir de 6leo de girassol. Neste trabalho, a influéncia
dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ, foi estudada utilizando o teste de oxidagéo
acelerada em estufa, indice de peroxido e estabilidade oxidativa a partir do teste de
degradacdo em Rancimat. De acordo com os resultados obtidos o antioxidante TBHQ
proporcionou melhores resultados e, portanto, foi indicado para preservacdo de ésteres
etilicos de oleo de girassol.

Portanto, prevenir a oxidacdo do biodiesel é uma grande preocupagdo, como
mostrado em trabalhos citados nesta breve revisdo. Neste contexto, o uso dos antioxidantes
em biodiesel tem se tornado uma importante alternativa para resolver o problema da
estabilidade oxidativa, possibilitando o armazenamento do biocombustivel por um longo

periodo sem comprometer a sua qualidade.
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1.6. Metodologias para determinacdo de antioxidantes

Considerando a importancia dos antioxidantes sintéticos para prevenir 0s
processos oxidativos ndo somente do biodiesel, mas também outras matrizes, como por
exemplo: Oleos e gorduras, produtos alimenticios dentre outros, metodologias analiticas
para avaliar quantitativamente estes compostos tem seu papel de destaque na qualidade do
biodiesel. Devido a este fator, varios trabalhos também tém sido dedicados com a
finalidade de se estabelecer metodologias que permitam identificar e determinar as
concentracdes destes antioxidantes. A seguir serdo, sucintamente, resumidos alguns
trabalhos descritos na literatura para determinacdo de antioxidantes naturais e sintéticos em

diversos tipos de matrizes.

1.6.1. Cromatografia a Gds

A técnica de cromatografia a gas (CG) tem sido adotada por pesquisadores para
0 desenvolvimento de metodologias analiticas que possibilitam a determinacdo de
antioxidantes em diversas amostras [29, 30]. Em geral, é acoplado a esta técnica, o detector
por ionizacdo em chama. Cita-se, inicialmente, o trabalho de Yang e colaboradores [31],
que propuseram uma metodologia para determinacdo de TBHQ, BHA e BHT em diversas
matrizes oleaginosas e gorduras comestiveis. Semelhantemente, Suh e colaboradores [32]
desenvolveram uma metodologia para determinacdo dos mesmos antioxidantes com énfase
em amostras de 6leos e gorduras comestiveis.

Alguns autores tém desenvolvido metodologias utilizando a cromatografia a
gas acoplada ao sistema de deteccdo espectrométrico (CG-EM), cujo objetivo € determinar
BHT em agua potavel. Estes estudos podem ser encontrados nos trabalhos realizados por

Tombesi & Freije [33] e tubo de PVVC por Hill e colaboradores [34], respectivamente.
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1.6.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem sido amplamente
utilizada por muitos pesquisadores para o desenvolvimento de metodologias analiticas para
determinacdo de antioxidantes em diversos tipos de amostras, uma vez que esta técnica
oferece seletividade, sensibilidade, rapidez e confiabilidade de analise. [29-30, 35-36].

Com o uso da técnica CLAE acoplado ao detector UV, Perrin e Meyer [37]
publicaram um trabalho no qual determinaram BHA, BHT, TBHQ, PG, galato de octila em
produtos alimenticios (6leos e gorduras); Pinho e colaboradores [38], propuseram uma
metodologia analitica para determinacdo de BHA, BHT, TBHQ, GP, galato de octila em
produtos de carne e Devi e colaboradores [39] publicaram uma metodologia para
determinacdo de tocoferdis em produtos de cereais.

A CLAE também tem sido acoplada a outros tipos de detectores para
determinacdo de antioxidantes. Dopico-Garcia e colaboradores [40] utilizando a CLAE
acoplada a um detector de arranjo de diodos (A=276nm) e quantificaram os antioxidantes
BHA e BHT, em produtos alimenticios. Hao e colaboradores [41] determinaram TBHQ em
Oleos vegetais comestiveis empregando a CLAE juntamente com um espectrometro de
massa por captura de ions.

Entretanto, considerando os estudos ja relatados na literatura, os quais
concluem a importante capacidade dos antioxidantes em inibir e controlar a rancidez
oxidativa, proporcionando uma maior estabilidade a este biocombustivel, é de fundamental
importancia controlar a presenca destes antioxidantes no biodiesel. Apds uma revisdo
bibliogréafica detalhada nas ferramentas disponiveis na internet, encontrou-se um trabalho,
publicado por Tagliabue e colaboradores [42] que propuseram uma metodologia utilizando
a CLAE com deteccdo ultravioleta em 254 e 280 nm para determinacdo qualitativa e
quantitativa de seis antioxidantes sintéticos (PG, pirocatecol, GP, TBHQ, BHT e ascorbil

palmitato) em amostras de biodiesel.
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1.6.3. Técnicas Eletroanaliticas

Por sua rapidez, sensibilidade e baixo custo, os métodos eletroquimicos de
andlises sdo empregados na determinacdo quantitativa de antioxidantes presentes em
diversos tipos de amostras, bem como o estudo cinético dos antioxidantes [19, 43-62]. Os
trabalhos tém mostrado a utilizacdo de diferentes tipos de eletrodos de trabalho para o
estudo destes antioxidantes como: microeletrodos de fibra de carbono [43-45],
ultramicroeletrodos [46-49] carbono vitreo [50-53], platina [19, 54-55], diamante dopado
com boro [56-59], pasta de carbono [60-63].

A Tabela 2 apresenta um resumo com informacg@es adicionais referentes aos
métodos eletroanaliticos disponiveis na literatura, os quais foram especialmente

desenvolvidos para deteccdo e quantificacdo de alguns antioxidantes em diversas amostras.
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Tabela 2 — Resumo de métodos voltamétricos disponiveis na literatura para determinacdo de
antioxidantes em diversas amostras.

Antioxidante® Amostra Eletrodo® Eletrélito® pH LQ (mol L") Ref.

Tocoferol Oleo vegetal Platina LiClO, 3,0 - [19]

BHA, Batata palha MEFC PTEA - 1,3x10°® [43]

BHT 1,0x10°°

GP Sopa MEFC HsPOJ/H,PO, 20  2,5%x10°7 [44]
desidratada

BHA, Oleo de milho  UME ACN/0,1 M - - [46]

BHT NaClO,

BHA, Oleo vegetal UME Acido - - [47]

BHT Sulfurico

GP, Gorduras e UME Varios - - [48]

BHA, 6leos vegetais eletrolitos

BHT

BHA, Oleos vegetais ~ UME 0,1 mol L* - - [49]

BHT H,SO4/ACN

Tocoferol Oleo vegetal ECV CTMA 2,9 - [52]

BHT Oleo Platina ACN/PTEA - - [54]

TBHQ Oleo comestivel  Platina - - - [55]

BHA, Maionese, EDDB Nitrato de 15 - [56]

BHT margarina Potéassio

TBHQ, Creme, biscoito UME Britton- 11 25%x10° [63]

BHA Robinson 3,4x10™*

TBHQ, Maionese Platinae  HCI 2,0 - [64]

BHA, ECV 0,1 mol L™

BHT

BHA, Maionese ECC 010molL* 67 - [65]

BHT KNOs/etanol

# BHA: 2-t-butil-4-metoxifenol; BHT: 2,6-di-t-butil-4-metilfenol; TBHQ: t-butilhidroquinona; GP:
galato de propila.

® MEFC: microeletrodos de fibra de carbono; UME: ultramicroeletrodo; EDDB: eletrodo de
diamante dopado com boro; ECV: eletrodo de carbono vitreo; ECC: eletrodo composito de
carbono.

¢ PTEA: perclorato de tetraetilamonio; CTMA: cloreto de tetrametilamonio.
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A determinacdo de antioxidantes em amostras de biodiesel utilizando as
técnicas voltamétricas também € reportada na literatura [58-59, 61-62]. Aradjo e
colaboradores [61] propuseram uma metodologia eletroanalitica para a determinagdo de
TBHQ em amostras de biodiesel de soja produzidas pelo Laboratério de Combustiveis do
Estado de Mato Grosso do Sul (LABCOM-MS), empregando eletrodo de pasta de carbono.
Os mesmos autores, em 2011, publicaram um trabalho no qual determinaram o mesmo
antioxidante utilizando eletrodo de mercurio de gota pendente, HMDE, [62]. Tormin e
colaboradores [58] determinaram TBHQ em amostras de biodiesel de soja utilizando
deteccdo amperomeétrica de maultiplos pulsos. Os mesmos autores em 2011 propuseram
uma metodologia para determinagdo de BHA utilizando condig¢Ges semelhantes ao trabalho
publicado em 2010 [59].

Para uma melhor exemplificacdo, a Tabela 3 apresenta uma compilacdo com
informac0des adicionais referentes aos trabalhos desenvolvidos pelos pesquisadores citados
acima, os quais se dedicam apenas as metodologias eletroanaliticas para a determinacédo de

antioxidantes em amostras de biodiesel.

Tabela 3 — Resumo de métodos voltamétricos disponiveis na literatura para determinacdo de
antioxidantes em amostras de biodiesel.

Antioxidante® Eletrodo® Eletrdlito pH LD(molL") LQ(molL") Ref.
TBHQ EPC Britton-Robinson 50  7,1x10° 2,4x10°" [61]
TBHQ HMDE Britton-Robinson 8,0  3,4x10°® 1,1x10”" [62]
TBHQ ECV Etanol/HCIO, : 5,0x10° : [58]
BHA EDDB Etanol/HCIO, - 5,0x10 - [59]

* BHA: 2-t-butil-4-metoxifenol; TBHQ: t-butilhidroquinona.
® EPC: eletrodo de pasta de carbono; HMDE: eletrodo de mercirio de gota pendente; ECV:
eletrodo de carbono vitreo; EDDB: eletrodo de diamante dopado com boro

1.7. Surfactantes

Nas ultimas décadas, tem se observado um crescente interesse, por parte dos
pesquisadores que atuam em areas da eletroquimica e eletroanalitica, pelo uso de solucGes
micelares [44, 66-71]. A literatura dispde de diversos trabalhos que relatam estudos
eletroquimicos da interagdo que ocorre entre surfactante e a espécie eletroativa, bem como

as interacdes e/ou adsorgdes entre eletrodo/surfactante [44, 69-84]. Dentre esses trabalhos,
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alguns também reportam a importancia do uso de surfactantes para minimizar, ou até
suprimir, a inativacdo da superficie eletrddica ocasionada pela adsorcdo de produtos
eletrogerados ou, até mesmo, do proprio reagente [76-80]. Este problema é ainda mais
grave quando espécies interferentes presentes em matrizes mais complexas também
adsorvem na superficie eletrodica, inativando-a totalmente ou parcialmente. Com isso,
entre 0os métodos utilizados para suprimir a perda da atividade de eletrodos sélidos pela
adsorcéo destacam-se 0 uso de agentes tensoativos [76-80].

Surfactantes ou tensoativos s@o moléculas anfipéticas, anfifilicas, ou seja,
substancias constituidas por uma parte polar (regido hidrofilica) e outra parte apolar (regido
hidrofobica) [66-68]. A parte apolar é frequentemente uma cadeia de hidrocarboneto
variando de 6 a 22 atomos de carbono (normalmente linear). Por outro lado, a parte polar é
classificada de acordo com sua porcdo hidrofilica, que pode ser iénica (catibnica ou
aniodnica), ndo idnica e anfotera [66, 68].

Em fungdo da presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma
molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces entre fases com diferentes
graus de polaridade (6leo/agua e agua/dleo). A formacédo de um filme molecular, ordenado
nas interfaces, reduz a tensdo interfacial e superficial, sendo responsavel pelas
propriedades Unicas dos surfactantes. Estas propriedades permitem que os surfactantes
sejam adequados para uma ampla gama de aplicagOes industriais envolvendo: detergéncia,
emulsificacdo, lubrificacdo, solubilizacdo, dispersdo de fases e em experimentos
eletroquimicos [66, 68].

A adsorcdo de surfactante na superficie do eletrodo de trabalho e a formacéo de
agregados micelares pode alterar de modo significativo os valores de potencial e de
corrente de pico de oxidacdo e/ou reducdo das espécies eletroativas, coeficientes de
transferéncia eletrénica e de difusdo, contribuindo para uma melhor sensibilidade das
espécies eletroativas [70-71].

Cardoso e colaboradores [82] observaram que a adicdo de surfactante
catibnico, segundo os autores, permite a quantificacdo de trés substancias utilizadas em
protetores solares. Araujo e colaboradores [61] estudaram a oxidacdo eletroquimica do
antioxidante TBHQ empregando eletrodo de pasta de carbono na presenca do surfactante
catibnico (BCTA). Os resultados apresentados possibilitaram a quantificacdo do

antioxidante em amostras de biodiesel, contribuindo para um melhor perfil voltamétrico do
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TBHQ. Resultados semelhantes foram observados pelos mesmos autores, na quantificagcdo
do antioxidante TBHQ em amostras de biodiesel empregando eletrodo de mercirio gota
pendente [62].

1.8. Eletrodos Impressos

Atualmente, a busca por metodologias analiticas cada vez mais simplificadas
tem contribuido para o desenvolvimento de dispositivos com grande diversidade de
materiais eletrédicos, 0s quais permitem maior praticidade nas determinacdes
eletroanaliticas. Sendo assim, as adaptacGes no tamanho e arranjo desses materiais de
eletrodos tém permitido sua utilizagdo principalmente para analises em campo. Estes
procedimentos tém oferecido ao analista ndo so instrumentos mais versateis, como também
respostas sensiveis e seletivas, além da facilidade de uso e simplicidade na medida da
resposta [85].

Devido a sua simplicidade, a eletroanalitica tem se revelado o ramo da quimica
analitica com maior diversidade de técnicas disponiveis com inumeras vantagens na
determinacdo de compostos organicos, inorganicos e organometalicos, nas mais diversas
matrizes, com possibilidade de monitoramento do analito em solventes aquosos e nao
aquosos. Além de oferecer sensores eletroquimicos versateis com capacidade de identificar
e determinar os mais diversos analitos em concentracBes bastante variaveis, o
desenvolvimento de eletrodos impressos como eletrodo descartavel tem merecido muita
atencdo nos anos mais recentes [86].

O eletrodo de carbono impresso consiste basicamente no depdsito de um filme
de carbono ou outro material condutor sobre um suporte inerte, geralmente de vidro,
ceramica ou PVC [87-88]. Este filme é parcialmente coberto por uma segunda camada fina
de um material isolante para definir uma area de contato elétrico numa extremidade e outra
area para ser a superficie do eletrodo na outra extremidade, como exemplifica a Figura 2
[85].
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Figura 2 - llustracéo de eletrodo de carbono impresso em ceramica (screen-printed electrode). R =
eletrodo de referéncia (pseudo Ag), A = eletrodo auxiliar (tinta de Carbono), W = eletrodo de
trabalho (tinta de Carbono) e C = contato elétrico.

Estes eletrodos estdo disponiveis comercialmente em diversas companhias, no
entanto, sdo passiveis de fabricacdo em maquinas de screen tambem comercializadas.
Contudo, a maioria dos modelos de eletrodos com tintas condutoras e isolantes comerciais
sdo de custo relativamente baixo para o fabricante e quase sempre patenteada, cuja
fabricacdo ndo € revelada apropriadamente [85].

Uma das principais vantagens deste tipo de eletrodos € a facilidade de
utilizacdo, com apresentacdo de um sistema completo, contendo os eletrodos de trabalho,
auxiliar e referéncia, impressos no mesmo suporte em &rea bastante reduzida [85-89].
Adicionalmente, estes eletrodos sdo de fécil fabricacdo, possibilitando a producdo de um
grande nimero em tempo curto [85, 90-91]. Além disso, estes eletrodos tém apresentado
sensibilidade, seletividade, estabilidade, precisdo, resposta rapida, reprodutibilidade,
facilidade de uso e robustez, requisitos basicos para andlise rotineira em um processo
industrial [85, 90-91].

1.8.1. Aplicacoes de Els em Eletroanalitica

Recentemente, muitos trabalhos vém sendo realizados com o uso de eletrodos

impressos para quantificagdo de diferentes espécies, organicas e inorganicas, cujos
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resultados tem sido satisfatdrios, estimulando desta forma, a aplicacdo destes dispositivos
em sistemas de deteccdo e desenvolvimento de metodologias analiticas. A seguir, sdo
apresentados alguns trabalhos com o uso de eletrodos impressos para metodologias
analiticas.

Trindade e Zanoni [88] desenvolveram um método para quantificagdo do
corante Solvent Blue 14 (SB-14) em amostras de combustiveis usando as técnicas
eletroquimicas. Os autores utilizaram eletrodos de carbono impresso para a deteccdo de
SB-14 na presenca de surfactante. O método proposto foi aplicado com sucesso para a
determinacdo do corante nas amostras de combustiveis aléem de oferecer um limite de
deteccdo satisfatorio, da ordem de 9,30 x 10® mol L™.

Fanjul-Bolado e colaboradores [89] desenvolveram um metodologia
eletroanalitica para determinar paracetamol em formulacGes farmacéuticas. Os autores
usaram eletrodos impressos de nanotubos de carbono para detec¢do do analito em um
sistema em fluxo. Nesta condi¢do, o método foi aplicado com sucesso para determinacdo
de paracetamol com limite de deteccéo de 1,0x10™" mol L.

A superficie eletrédica dos eletrodos de carbono impressos também pode ser
modificada, possibilitando a interacdo da modificacdo quimica com o analito de interesse.
Shih e colaboradores [90] desenvolveram um método para determinar codeina em
formulagdes farmacéuticas. Os autores usaram eletrodos de carbono impressos
modificados com argilia nontronita para detec¢do de codeina em solugdo estacionaria e em
um sistema em fluxo. Na metodologia proposta, os autores observaram que a modificacao
na superficie do eletrodo de trabalho com a argila nontronita proporcionou um aumento da
corrente de pico de oxidacdo, quando comparado com o eletrodo de carbono impresso sem
a modificacdo. O método foi aplicado com sucesso para a determinacdo de codeina em
formulacGes farmacéuticas disponiveis comercialmente [90].

A literatura disponibiliza ainda outros trabalhos que reportam o
desenvolvimento de métodos de analises utilizando eletrodos impressos nos quais mostram

0 sucesso do uso destes dispositivos em aplicacdes eletroanalitica [87, 92-94].
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1.9. Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um método eletroanalitica para
a determinacgdo simultanea dos antioxidantes TBHQ e BHA.

Para atender este objetivo, serd estudado a oxidacao eletroquimica simultanea
dos antioxidantes selecionados, usando técnicas voltamétricas sobre eletrodos
convencionais de carbono vitreo e eletrodos de carbono impressos modificados com
nanotubos de carbono.

Apds os estudos voltamétricos desses antioxidantes, serdo desenvolvidos
métodos eletroanaliticos, monitorando-se a oxidacdo destes antioxidantes em meio aquoso
empregando eletrodos de carbono impressos modificados com nanotubos de carbono. Os
resultados de eficiéncia da metodologia eletroanalitica proposta serdo comparados com 0s

resultados obtidos com a técnica de CLAE com deteccdo de arranjo de diodos.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes, Solucdes e Amostra

2.1.1. Reagentes

Os padroes dos antioxidantes (grau analitico) utilizados nos experimentos
foram: t-butilhidroguinona (TBHQ) e 2-t-butil-4-metoxifenol (BHA) obtidos da Acros
Organics, com grau de pureza de 97,0 e 96,0%, respectivamente. Todos estes antioxidantes
foram usados sem purificacdo prévia. As solucbes de ambos os antioxidantes e das
amostras de biodiesel foram preparadas em etanol (Dinamica) com grau de pureza
analitica.

Os reagentes, acido acético (Acros Organics), acido borico (Acros Organics),
acido ortofosforico (Acros Organics), hidroxido de sodio (Acros Organics), metanol
(Quimex) todos de grau de pureza analitico, foram utilizados no preparo das solucdes de
eletrolito de suporte.

Os surfactantes brometo de cetiltrimetilamonio (BCTA) (SERVA), Triton X-
100 (TX-100) (Acros Organics) e dodecil sulfato de sédio (DSS) (Sigma), foram utilizados
nos experimentos eletroquimicos.

A &gua utilizada nos experimentos foi ultrapurificada (condutividade 18.2MQ

cm™) com um sistema de purificagdo Milli-Q Plus (Millipore).

2.1.2. Solugoes

Solucdes estoque de TBHQ e BHA foram preparadas a partir da dissolucéo de
quantidades apropriadas dos antioxidantes em etanol, momentos antes do seu uso.
Solucdes diluidas de TBHQ e BHA na concentracio desejada (entre 1,00x10* e 5,00x10~

mol L™) foram preparadas imediatamente antes das anélises, por diluicdo de aliquotas da
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solucdo estoque ou por adicdo de aliquotas da solugdo estoque diretamente na célula
eletroquimica contendo o eletrolito suporte. Todas as solugdes estoque foram preparadas
momentos antes do seu uso.

Solucdes dos surfactantes foram preparadas a partir da pesagem direta em
baldo volumétrico e, a seguir, dissolucdo com agua ultrapurificada até a concentracéo
desejada.

As solucBes do tampdo Britton-Robinson (B-R), usadas como eletrolito
suporte, foram preparadas a partir da mistura de acido acético 0,04 mol L™ (Acros
Organics), acido ortofosférico 0,04 mol L™ (Acros Organics) e 4cido bérico 0,04 mol L™
(Acros Organics). O ajuste do pH desejado foi realizado com hidréxido de sédio 0,50 mol
L™ (Acros Organics). Quantidades apropriadas de metanol (Quimex) foram adicionadas ao

eletrolito de suporte para uma melhor solubilidade dos antioxidantes [64].

2.1.3. Amostra

As amostras de biodiesel utilizadas nos estudos foram preparadas pelo
Laboratorio de Combustiveis do estado de Mato Grosso do Sul, LABCOM-MS, por um
procedimento de transesterificacdo, com etanol, do 6leo vegetal de soja, utilizando como

catalisador o hidréxido de sadio.

2.2. Equipamentos

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se um potenciostato
portatil PalmSens modelo 4.1 (Palmsens BV, Houten, The Netherlands), interfaceado a um
microcomputador e controlado pelo software PSLite 1.7.3 para aquisi¢cdo dos dados. Foi
utilizado um conector especifico DropSens (ref. CAC) que permitiu a conexdo dos
eletrodos impressos ao potenciostato.

O conjunto dos eletrodos impressos de nanotubo de carbono foram adquiridos
da empresa DropSens. O arranjo destes eletrodos impressos (descrito na se¢do 1.8) de 3.4
cmx1.0 ¢cmx0.05 cm (comprimentoxlarguraxaltura) consiste de trés partes que sdo

compostas por um contra-eletrodo de carbono, um eletrodo pseudo-referéncia de prata e
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um eletrodo de trabalho (4,0 mm de didmetro) de nanotubos de carbono funcionalizados
com ions carboxilicos em parede multipla (SPE-MWCNTS, ref. 110).

Um sistema de trés eletrodos foi utilizado para realizar testes com outra
superficie eletrddica, consistindo de um eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata
saturado (Ag/AgCl(say 3,0 mol L), um fio de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo
de trabalho (carbono vitreo), com érea superficial de 8,26 mmZ.

Todas as medidas de pH foram realizadas em pH-metro digital (Tecnopon/
Modelo MPA-20) acoplado a um agitador magnético TM 125 Shott.

Um banho ultra-som (UNIQUE) e uma mesa agitadora (Certomat - Modelo 1)
foram utilizados para dissolugdo e homogeneizacdo dos reagentes e para a aditivagdo das
amostras de biodiesel.

As medidas cromatograficas foram realizadas utilizando um cromatdgrafo
Shimadzu (modelo Prominence) equipado com bombas multicanais (LC 20AT) e detector
de arranjo de diodos (DAD SPD 20A). A injecdo da amostra foi realizada a partir de um
injetor automatico (Sil 20A). A coluna utilizada foi de fase reversa C-18 Zorbax Stable
Bond (150 mm x 4,6 mm x 5 u) (Agilent HP) mantida a 25°C.

2.3. Procedimento Experimental

2.3.1. Experimentos Voltamétricos

Os estudos iniciais com eletrodo de carbono vitreo (ECV) e eletrodo impresso
de carbono modificado nanotubo de carbono parede mdltipla (EINC-PM), foram realizados
transferindo-se 10,0 mL da solucdo do eletrélito suporte (pH 2,0) para a célula
eletroquimica e submetendo-a a desaeracdo por 10 minutos, com nitrogénio (White
Martins). Em seguida, foram registradas as medidas voltamétricas, mediante varredura em
um intervalo de potencial desejado.

Depois de registradas as medidas para o eletrélito suporte (branco), uma
aliquota da solugdo estoque do(s) antioxidante(s) e/ou surfactante foi adicionada a celula,
registrando os voltamogramas, conforme o mesmo procedimento citado acima. Antes de

cada medida experimental, a superficie do eletrodo de carbono vitreo foi polida com uma
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solucdo de alumina 1,00 um e, em seguida, enxaguada com agua deionizada. Para os
eletrodos impressos (EIs), a superficie do eletrodo de trabalho foi regenerada por lavagem
com etanol (Dindmica), e deixado em repouso por, aproximadamente, 300 segundos.

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em triplicata e em todo
trabalho, os resultados apresentados equivalem & média aritmética referente a essas
medidas.

2.3.2. Aditivacdo das amostras de biodiesel com antioxidantes

O procedimento para aditivacdo das amostras de biodiesel foi adotado a partir
de adaptac6es do trabalho desenvolvido anteriormente por Araujo e colaboradores [61].

As massas dos padrdes de TBHQ e BHA foram pesadas de acordo com o nivel
de aditivacdo do biodiesel em estudo. Em um baldo volumétrico de 10 mL adicionou-se
aproximadamente 9,5 mL de biodiesel e quantidade apropriada dos antioxidantes. A
mistura resultante foi submetida a agitacdo em mesa agitadora por, aproximadamente, 30
minutos para a completa homogeneizacdo e, em seguida, levada ao banho ultra-som,
deixado por mais 20 minutos em temperatura abaixo de 10°C, para dissolucdo dos
antioxidantes. Depois desse processo, 0 volume foi ajustado com biodiesel e o material
novamente submetido a agitacdo em mesa agitadora e em banho ultra-som por um periodo

de 20 minutos para cada processo.

2.3.3. Determinacdo de TBHQ e BHA em amostras de biodiesel

O procedimento para determinacdo dos antioxidantes nas amostras de biodiesel
também foi adaptado a partir de varios trabalhos encontrados na literatura [61, 95].

As amostras foram preparadas a partir da diluicdo do biodiesel de acordo com
o nivel de aditivacdo desejado em etanol. Para o preparo destas solugdes, aliquotas de 500
pL do biodiesel foram transferidas para bal6es volumétricos de 5 mL com a utilizacdo de
micropipetas (Labmate). Em seguida ajustou-se o volume do baldo volumétrico com
etanol, submetendo-o & agitagdo em mesa agitadora (por 15 minutos) e em banho ultra-som

(por 30 minutos) em temperatura abaixo de 10°C.
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Para as medidas eletroanaliticas, aliquotas de 40 pL da solugdo amostra foram
transferidas diretamente para a célula eletroquimica (contendo 10 mL do eletrolito de
suporte e surfactantes) e os voltamogramas foram registrados. Aliquotas de 30 uL da
solucdo padrdo dos antioxidantes foram adicionadas, e a cada adicdo, foram registrados
novos voltamogramas. A quantificacdo de TBHQ e BHA na amostra foi realizada pelo

método da adi¢do do padréo.

2.3.4. Experimentos Cromatogrificos

Os experimentos cromatograficos foram realizadas com objetivo de obter uma
comparacao dos resultados encontrados a partir da metodologia eletroanalitica proposta
neste trabalho.

As solucdes das amostras de biodiesel foram preparadas de modo similar
(secdo 2.3.2), alterando-se apenas o grau de pureza do metanol (grau cromatografico)
utilizado na diluicdo da mesma, assim como a aliquota de biodiesel utilizada no preparo da
solucdo amostra.

O procedimento utilizado foi adaptado a partir de metodologias encontradas na
literatura para determinacdo de antioxidantes em amostras de biodiesel [42] e matrizes
oleaginosas [95]; sendo os experimentos cromatograficos realizados pela aluna de
mestrado Adriana Garabini, do Grupo de Pesquisa Eletroquimica e Eletroanalitica do
Pantanal. As medidas cromatograficas foram realizadas utilizando como fase mével um
sistema binario composto pelos solventes metanol e 4gua acidificada com acido acético 1%
(v/v) com eluicdo em modo gradiente. A condicéo de trabalho otimizada para as analises
cromatograficas foi: eluicdo foi realizada entre 0 e 3,0 min com (55:45, v/v) metanol : agua
acidificada com acido acético 1% (v/v), um aumento para 100% de metanol entre 3,0 e 6,0
min permanecendo até 12,0 min. A condicéo inicial foi restabelecida entre 12,0 e 13,0 min
permanecendo até 18,0 min. As demais condigdes utilizadas foram: vazéo de 1,00 mL min
! e deteccdo em 290 nm. Todas as anélises cromatograficas foram realizadas em triplicata.

Os experimentos cromatograficos constituiram-se da obtencdo dos
cromatogramas das solucdes de padrdo dos antioxidantes estudados em diferentes
concentracdes, para constru¢do das curvas analitica. ApOs a construcdo destas curvas

foram obtidos os cromatogramas referentes as amostras de biodiesel aditivadas com
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antioxidantes. A determinacdo da concentracdo dos antioxidantes presentes nesta amostras
foi realizada empregando o método de padrédo externo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Comportamento voltamétrico dos antioxidantes TBHQ e BHA

Inicialmente, foi estudado o comportamento voltamétrico dos antioxidantes
TBHQ e BHA sobre a superficie de eletrodos impressos de nanotubos de carbono de
parede multipla (EINC-PM) empregando tamp&o Britton-Robinson (B-R) 0,04 mol L™
(pH 2,0) contendo 2% de metanol [64], como eletrélito suporte. Na Figura 3, observa-se
0s voltamogramas ciclicos registrados — ap0s varredura na dire¢do anddica de -0,2 a 0,6 V
a uma velocidade de varredura de 150 mV s™ — para o branco e as, respectivas, adi¢es dos
antioxidantes a célula eletroquimica. Como pode ser observado, TBHQ e BHA exibem um
pico de oxida¢do em 0,14 V (Fig. 3b) e 0,33 V (Fig. 3c), respectivamente. A andlise
simultdnea da presenca de ambos os antioxidantes é observada pela Fig. 3d, sendo o
primeiro pico de oxidacdo em 0,14 V vs. (pseudo-referéncia de Ag) atribuido a oxidacao
do grupo hidroquinona presente no antioxidante TBHQ, formando o derivado quinona
(TBQ), cujo processo envolve dois elétrons, Esquema 1, [63]. O segundo pico em 0,33 V,
é atribuido a oxidacdo do grupo hidroxianisol, presente na molécula do BHA, para formar
o0 derivado quinona (TBQ), no qual, novamente, envolve dois elétrons, Esquema 2 [63].
Os estudos iniciais foram realizados, empregando eletrolito de suporte (pH 2,0), onde é
considerado por varios autores como o melhor pH para a quantificacdo de antioxidantes
[44, 58, 59].
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I/ pA
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E/VvsAg

Figura 3 — Voltamogramas ciclicos registrados para oxidacdo eletroquimica de TBHQ e BHA
sobre a superficie do EINC-PM em meio de tamp&o B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo 2% de
metanol (a) Eletrélito suporte; (b) 2,00 x 10° mol L™ de TBHQ; (c) 2,00 x 10° mol L™ de BHA;
(d) 2,00 x 10° mol L™ de TBHQ e 2,00 x 10°mol L™ de BHA. v =150 mV s™.

OH O
C(CHa)3 C(CHa)s
—> + 2¢" + 2H*
OH @]
TBHQ TBQ

Esquema 4 — Mecanismo da oxidagdo do antioxidante TBHQ proposto por De La Fuente e
colaboradores [63] em meio de tamp&o 0,1 mol L™ (pH 1,2) contendo 0,4% de metanol.

OH O O
C(CHg)3 C(CH3)3 C(CHg)3
EO» + 2" + 2H;0" @3 + CHZOH + 2H;0"
O\ O\ O

BHA TBQ

Esquema 5 — Mecanismo da oxidacdo do antioxidante BHA proposto por De La Fuente e
colaboradores [63] em meio de tamp&o 0,1 mol L™ (pH 1,2) contendo 0,4% de metanol.
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O comportamento voltamétrico dos antioxidantes TBHQ e BHA também foi
investigado sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo (ECV). Na Figura 4, podem
ser observados os voltamogramas ciclicos obtidos para oxidagdo eletroquimica sobre a
superficie do ECV (Fig. 4b) e EINC-PM (Fig. 4c). De acordo com estes voltamogramas,
observa-se uma melhor resolucgéo e defini¢do dos picos de oxidagédo para os antioxidantes
quando utilizado o EINC-PM.

25

20

15 -

10

|/ pnA

-0,5 -0,2 0,1 0,4 0,7 1,0 1,3
E/VvsAg

Figura 4 — VVoltamogramas ciclicos registrados para oxidacdo eletroquimica de 3,12 x 10®° mol L™
de TBHQ e 2,88 x 10° mol L™ de BHA em meio de tamp&o B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo
2% de metanol (a) Eletrélito suporte; (b) ECV; (c) EINC-PM. v =150 mV s™.

Analisando os voltamogramas obtidos para uma solugdo 3,12 x 10° mol L™ de
TBHQ e 2,88 x 10° mol L™ de BHA em tamp&o B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo
2% de metanol, observa-se a presencga de um pico na direcdo catodica em 0,1 V (ECV) e -
0,2 V (EINC-PM). Este comportamento voltamétrico também foi observado por De La
Fuente e colaboradores [63], os quais concluiram que estes picos correspondem a reducao
de TBQ, Esquema 6, formado durante a oxidacdo eletroquimica de TBHQ e BHA
(Esquema 4 e 5).
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0 OH
C(CH3)3 C(CH3)3
+ 2¢" + 2H;0" 3
0 OH
TBQ TBHQ

Esquema 6 — Mecanismo da reducdo de TBQ proposto por De La Fuente e colaboradores [63] em
meio de tamp&o 0,1 mol L™ (pH 1,2) contendo 0,4% de metanol.

3.2. Oxidacdo Eletroquimica de TBHQ e BHA a Partir do Uso de
Diferentes Tecnicas Voltamétricas

A oxidacéo eletroquimica de TBHQ (2,88 x 10° mol L™) e BHA (3,12 x 10
mol L™) também foi investigada sobre a superficie de EINC-PM em meio de tamp&o B-R
0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo 2% de metanol, empregando as técnicas de voltametria de
varredura linear (VVL) e voltametria de onda quadrada (VOQ). Neste caso, 0 objetivo foi
avaliar a detectabilidade destas técnicas frente aos diferentes modos de perturbacdo do
eletrodo de trabalho, permitindo selecionar qual técnica seria adotada no desenvolvimento
da metodologia para deteccdo simultanea dos antioxidantes TBHQ e BHA.

Na Figura 5 sdo apresentados os voltamogramas obtidos empregando as
técnicas de VVL e VOQ, os quais evidenciam que a técnica de varredura linear (Figura
5A), apresenta um melhor perfil voltamétrico, cujos picos correspondente oxidacao
eletroquimica dos antioxidantes sdo satisfatoriamente resolvidos. Como descrito
anteriormente na Sec¢do 3.1, o pico em 0,14 V, foi atribuido a oxidacdo do TBHQ e o pico
em 0,33 V atribuido a oxidagdo do BHA.

Por outro lado, o voltamograma obtido empregando a técnica de voltametria de
onda quadrada (Figura 5B), ndo apresentou um perfil voltamétrico satisfatorio, no qual os
picos dos respectivos antioxidantes ndo foram nitidamente definidos. Além disso, houve
um consideravel comprometimento do perfil voltamétrico, facilmente visivel nos
voltamogramas, implicando em um ligeiro aumento da linha base e uma baixa resolugéo
voltamétrica. Portanto, considerando gque o voltamograma obtido com a técnica de VVL,
possibilita uma melhor discriminacdo da relacdo sinal/ruido e uma melhor resolucao

voltametrica, esta foi adotada para estudos futuros para fins analiticos quantitativos.
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Figura 5 — Voltamogramas de varredura linear (A) (v = 150 mV s™) e voltamogramas de onda
quadrada (B) (f = 40 Hz, Es, = 30 mV e E; = 5 mV) registrados para oxidagdo eletroquimica de
TBHQ e BHA sobre a superficie de EINC-PM em meio de tamp&do B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0)
contendo 2% de metanol (a) Eletrélito suporte; (b) 3,12 x 10° mol L de TBHQ e
2,88 x 10°mol L™ de BHA.

3.3. Influéncia do tipo de surfactante

Apbs a escolha da melhor técnica para a detec¢cdo simultanea dos antioxidantes
e com o0 objetivo de melhorar a sensibilidade na resposta eletroquimica bem como
melhorar a solubilidade desses antioxidantes no meio aquoso/orgénico, surfactantes
catidnico, anionico e neutro foram utilizados. Com base nos resultados reportados na
literatura [44, 61-62, 70, 71, 75, 82-84], os quais divulgam que o uso de agentes
tensoativos tem propiciado satisfatérios resultados em termos de intensidade de corrente,
solubilidade, melhora na resposta eletroquimica, além de propiciar diminuir o efeito de
matriz que causa inativacdo da superficie eletrodica. Desta forma, o efeito da adicdo de
diferentes tipos de surfactante (Figura 6) foi avaliado, registrando voltamogramas de

varredura linear em meio de tamp&o B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo 2% metanol.
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Figura 6 — Estrutura quimica dos surfactantes: (a) anionico: Dodecil sulfato de sodio (DSS),
(b) neutro: Triton X-100 (TX-100) e (c) catidnico: Brometo de cetiltrimetilam6nio (BCTA).

Na Figura 7, sdo apresentados os voltamogramas ciclicos registrados para
oxidagdo eletroquimica dos antioxidantes na presencga e auséncia de surfactante aniénico
(DSS). Como pode ser observado, o voltamograma registrado para o eletrolito suporte na
auséncia (Figura 7a) e na presenca de surfactante (Figura 7b) ndo apresentam picos
correspondentes a oxidacéo de espécies eletroativas. Contudo, o registro de voltamogramas
para oxidacdo eletroquimica dos antioxidantes na presenca e auséncia do surfactante DSS
(Fig. 7c e 7d), mostrou que ndo houve mudangas significativas na corrente de pico para

ambos o0s antioxidantes.
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Figura 7 — Voltamogramas de varredura linear registrados para oxidacdo eletroquimica de
1,99x10®° mol L™ TBHQ e 1,44x10®° mol L™ BHA sobre a superficie de EINC-PM em meio de
tampdo B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo 2% de metanol (a) Eletrélito de suporte e (b) na
presenca de 1,09x10™ mol L™ DSS; (c) 1,99x10° mol L™ TBHQ e 1,44x10° mol L™ BHA e (d) na
presenca de 1,09x10*mol L™ DSS. v =150 mV s™.

Da mesma forma, também foi avaliada a influéncia de um surfactante neutro
(Triton X-100), na oxidagdo eletroquimica dos antioxidantes TBHQ e BHA, adicionado ao
tamp&o B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo 2% de metanol (Fig. 8). De acordo com a
Figura, observa-se que ndo houve aumento consideravel na corrente de pico tampouco
qualquer deslocamento no potencial de pico, quando foi utilizado o surfactante Triton X-
100 (TX-100) (Fig. 8d).
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Figura 8 — Voltamogramas de varredura linear registrados para oxidacdo eletroquimica de
1,99x10®° mol L™ TBHQ e 1,44x10®° mol L™ BHA sobre a superficie de EINC-PM em meio de
tampdo B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo 2% de metanol (a) Eletrélito de suporte e (b) na
presenca de 1,14x10™ mol L™ TX-100; (c) 1,99x10° mol L™ TBHQ e 1,44x10®° mol L™ BHA e
(d) na presenca de 1,14x10*mol L™ TX-100. v =150 mV s™.

Por fim, avaliou-se 0 comportamento voltamétrico e a intensidade da corrente
de pico de oxidacdo do TBHQ e BHA sob influéncia do surfactante cationico BCTA (1,04
x 10" mol L) adicionado a solucéo do eletrélito suporte, contendo tamp&o B-R 0,04 mol
L™ (pH 2,0) e 2% de metanol (Fig. 9). Com a adic&o de surfactante catidnico (BCTA), foi
observado um ligeiro aumento na intensidade da corrente de pico e um consideravel
deslocamento do potencial de pico de oxidagdo de ambos os antioxidantes (Fig. 9d). O
aumento na intensidade de corrente e o deslocamento do potencial, pela presenca do
surfactante, pode ser relacionado com o fator de: o surfactante BCTA pode interagir com a
superficie do eletrodo de trabalho por atracdo hidrofébica, orientando a porgdo polar do
surfactante em direcdo a solucgéo, cuja caracteristica permite a interagdo com o analito [88].
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Figura 9 — Voltamogramas de varredura linear registrados para oxidacdo eletroquimica de
1,99x10° mol L™ TBHQ e 1,44x10®° mol L™ BHA sobre a superficie de EINC-PM em meio de
tampdo B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo 2% de metanol (a) Eletrélito de suporte e (b) na
presenca de 1,04x10™ mol L™ BCTA; (c) 1,99x10° mol L™ TBHQ e 1,44x10° mol L™ BHA e
(d) na presenca de 1,04x10*mol L* BCTA.v =150 mV s™.

3.4. Efeito do pH do eletrélito de suporte

A influéncia da varia¢éo do pH na resposta da corrente de pico anodica (lpa),
foi investigada a partir do registro de voltamogramas de varredura linear para oxidacao,
sobre EINC-PM, de 4,91 x 10° mol L™ de TBHQ e 5,35 x 10° mol L™ de BHA em meio
de tampdo Britton-Robinson 0.04 mol L contendo 2% de metanol na auséncia de
surfactante (Fig. 10). Para TBHQ, em valores de pH entre 2,0 a 10,0; a corrente de pico de
oxidagdo diminuiu levemente, sendo observado um ligeiro aumento da l,, N0S extremos
valores de pH, com um maximo em valor de pH 2,0 e 10,0. Para o BHA, inicialmente, ha
um ligeiro aumento da corrente de pico até um valor de igual a pH 3,0, a partir do qual a
corrente diminuiu gradualmente até pH 8,0. Acima de pH 8,0, a corrente de pico de
oxidacdo para 0 BHA aumenta significativamente com um méximo em pH 10,0. A
variagéo de 1,5 em fungdo do aumento do pH do meio pode ser atribuido a desprotonagao
dos grupos —OH presente nos antioxidantes [98-100].
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Figura 10 — Influéncia do pH na resposta de I, em VVL para uma solugio de (a) 4,91 x 10> mol
L™ TBHQ e (b) 5,35 x 10 mol L™* BHA sobre a superficie de EINC-PM em meio de tamp&o B-R
0,04 mol L™ (pH 2,0 — 10,0) contendo 2% de metanol. v = 150 mV s™.

A influéncia da variacdo do pH do eletrélito suporte na resposta da corrente de
pico (1,a) e do potencial de pico (Epa) também foi avaliada, registrando voltamogramas de
varredura linear para oxidacéo de 4.91 x 10° mol L™ de TBHQ e 5.35 x 10> mol L™ de
BHA em meio de tamp&o Britton-Robinson 0.04 mol L™ contendo 2% de metanol e
presenca do surfactante cationico BCTA (1.05 x 10 mol L™). Este estudo foi realizado no
intervalo de pH entre 2,0 e 10,0 e os resultados estdo apresentados nas Figuras 11A e 11B.

Para o antioxidante TBHQ, o grafico de 1y, em fungdo do aumento do pH do
eletrolito suporte (Fig. 11A), verifica-se que a corrente de pico aumenta consideravelmente
no intervalo de pH entre 2,0 e 4,0, a partir do qual decai gradualmente até pH 6,00. A partir
de pH 6,0 a corrente aumenta novamente até atingir seu maximo em pH 8,0. Apés o pH
8,0, a corrente decai significativamente, sendo praticamente suprimida em valores de pH
acima de 10,0. Para o antioxidante BHA, foi observado um comportamento semelhante ao
da Figura 10b, no qual, verifica-se que ha um maximo de corrente entre os dois extremos
de pH. Entre os valores extremos de pH, verifica-se um decréscimo acentuado da corrente

de pico, cujo menor valor de corrente é observado em pH 6,0.
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Na Figura 11B estd representado o comportamento do potencial de pico
anodico (Epa) em funcgéo do aumento do pH entre 2,0 e 10,0. Como pode ser visto 0 Epa
desloca-se para valores mais negativos com o aumento do pH, indicando que o processo
eletrodico é influenciado por reacdes de protonacdo acoplada ao processo de transferéncia
eletronica [63, 61, 70-71, 88].

Analisando a Figura 11B, observa-se que o0 Ep, para ambos os antioxidantes
varia linearmente com o aumento do pH, apresentando apenas um segmento linear, cujas
equacdes de regresséo linear sdo: Epa (MV) = 402,03 — 57,40%pH (r = 0,991) para 0 TBHQ
e Epa (MV) = 631,78 — 51,05xpH (r = 0,998) para 0 BHA. Usando a seguinte relagéo: AEp
/ ApH = 59 my: / n [96] e, considerando que o t-butilhidroquinona (TBHQ) e o
t-butilhidroxianisol (BHA) é oxidado pela transferéncia eletronica de dois elétrons e dois
prétons (Esquema 4 e 5) [56, 63], um valor de 57,40 mV / pH para TBHQ e 51,05 mV /
pH para BHA foi obtido para a inclinag¢do (2,00 < pH < 10,00) do grafico de E, vs. pH. A
partir desses valores de inclinacdo, estima-se o nimero de prétons envolvidos no processo,
0s quais sdo: my. de 1,97 =~ 2 (TBHQ) e 1,73 =~ 2 (BHA). Estes resultados indicam que o
processo de oxidacdo, de ambos os antioxidantes, ocorre via transferéncia eletrénica
envolvendo dois elétrons e dois prétons, em concordancia com mecanismos ja relatados
em literatura especifica [56, 63].

Portanto, comparando a definicdo e a intensidade do pico bem como o perfil
voltamétrico, otimizou-se o pH 2,0 como sendo melhor para ser utilizado no
desenvolvimento de uma metodologia analitica visando determinacdo destes antioxidantes

em amostras de biodiesel.
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Figura 11 — Influéncia do pH na resposta da corrente de pico (A) e do potencial de pico (B) para
oxidaco eletroquimica de (a) 4,91 x 10> mol L™ TBHQ e (b) 5,35 x 10> mol L™* BHA sobre a
superficie de EINC-PM em meio de tampdo B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0 — 10,0) contendo 2% de
metanol. v =150 mV s™.

3.5. Estudo da concentracio do surfactante

A concentracdo do surfactante BCTA foi outro pardmetro investigado na
oxidacao do antioxidante TBHQ (1,99 x 10 mol L™) e BHA (1,44 x 10> mol L) em
tampdo B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo metanol (2,0%). Os resultados obtidos para
este estudo estdo apresentados na Figura 12.

Como é observado, um aumento da corrente de pico para ambos antioxidantes
é observado até a concentracdo de 5,02 x 10 mol L™ do surfactante; a partir desta
concentracdo, a corrente de pico para BHA sofreu um decréscimo e para TBHQ se mantém
constante até 1,34 x 10> mol L.

No que diz respeito ao potencial de pico dos antioxidantes, houve um
deslocamento significativo para potenciais mais positivos, logo ap6s a adi¢do do
surfactante BCTA. Este deslocamento foi constante até a concentracdo de 6,86 x 10™* mol
L™ de BCTA e foi verificado para ambos os antioxidantes, contribuindo, decisivamente,
para uma melhor separacao (aproximadamente 0,25 V) entre os picos (Figura 12B).

Considerando que os valores maximos de Ip, registrados para os antioxidantes
TBHQ e BHA foram obtidos em uma concentracdo de BCTA de 5,02 x 10 mol L™, esta
foi selecionada para estudos futuros. Na Figura 13, estdo apresentados os voltamogramas

de varredura linear registrados, em tampao BR (pH 2,0) contendo 2% de metanol, para
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oxidacdo eletroquimica dos antioxidantes apds adicdo de uma aliquota do surfactante em

sua melhor concentragéo (5,02 x 10 mol L™).
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Figura 12 — Influéncia do aumento da concentracdo de BCTA na resposta da corrente de pico (A) e
do potencial de pico (B) para a oxidagdo eletroquimica de 1,99 x 10 mol L™" TBHQ e
1,44 x 10°°> mol L™* BHA sobre a superficie de EINC-PM em meio de tamp&o B-R 0,04 mol L™
(pH 2,0 — 10,0) contendo 2% de metanol. v = 150 mV s™.
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Figura 13 — Voltamogramas de varredura linear registrados para a oxidacdo eletroquimica de
TBHQ e BHA sobre a superficie de EINC-PM em meio de tamp&o B-R 0,04 mol L™ pH 2,00
contendo 2% de metanol: (a) Eletrélito de suporte, (b) 2,00x10° mol L* TBHQ e
1,45x10° mol L™ BHA e (c) na presenca de 5,02x10“mol L™ BCTA. v =150 mV s
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3.6. Curva Analitica

Usando a melhor condicdo de trabalho previamente otimizada, foram
realizados estudos em diferentes concentracfes dos antioxidantes TBHQ e BHA,
monitorando o sinal de oxidacdo eletroquimica. Com o objetivo de observar se a amostra
do biodiesel prejudicaria o sinal de oxidagdo dos antioxidantes, foram construidas curvas
analiticas na auséncia e na presenca da matriz utilizando o surfactante BCTA na célula

eletroquimica. A seguir, sdo apresentados os resultados.

3.6.1 Auséncia da matriz

Apdbs a otimizacdo dos parametros experimentais, curvas analiticas para 0s
antioxidantes foram construidas, sendo que cada ponto da curva representa a média de trés
medidas experimentais. A Figura 14A reune os voltamogramas de varredura linear
registrados em diferentes concentragdes (8,00x107 a 1,07x10° mol L?) do TBHQ
mantendo-se a concentragdo do BHA constante em 3,00x10° mol L? e a Figura 14B
reine os voltamogramas de varredura linear registrados em diferentes concentracGes
(8,00x107 a 1,07x10™° mol L) do BHA mantendo-se a concentracdo do TBHQ constante
em 4,50x10° mol L™. Analisando os voltamogramas, verifica-se que a corrente de pico de
oxidacdo para TBHQ ndo foi influenciada pela oxidacdo do antioxidante BHA, uma vez
qgue ndo houve deslocamento no potencial de pico de oxidacdo para nenhum dos
antioxidantes avaliados. A partir dos valores de corrente de pico anddica (1,a), obtidos nos
voltamogramas da Figura 14A e 14B, construiu-se duas curvas analiticas, as quais foram
lineares em todo o intervalo de concentracdo estudado, com equacdo de regressao linear:
lpa (UA) = 0,17 + 0,149,Crgo (10° mol L™, r = 0,999 e lps (UA) = -0,032 + 0,226,Caha
(10 mol L™), r = 0,999.
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Figura 14 — Voltamogramas de varredura linear registrados sobre a superficie do EINC-PM em
meio de tampdo B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo 2% de metanol e 5,02x10™ mol L™ do BCTA
para: (a) Eletrélito de suporte, (b-i) (0,8-10,0)x10° mol L™ de (A) TBHQ, mantendo a
concentracdo do BHA constante em 3,00x10° mol L™ e (B) BHA, mantendo a concentracéo do
TBHQ constante em 4,50x10°® mol L™ (Insercé&o) Dependéncia da Ipa em fungdo do aumento da
concentracgéo do (A) TBHQ e (B) BHA. v =150 mV s™.

Apbs o estudo da dependéncia da corrente de pico de oxidacdo com o aumento
da concentracdo dos antioxidantes adicionados individualmente, voltamogramas de
varredura linear foram registrados — em diferentes concentragdes (8,0x10” mol L a
1,0x10™ mol L) dos antioxidantes TBHQ e BHA, cujas adices foram simultaneas para
ambos os antioxidantes. A partir dos valores de 1,, obtidos nos voltamogramas da Figura
15A, construiram-se as curvas analiticas, as quais sdo representadas pelas duas relacbes
lineares, Insercdo A e B, respectivamente. As equacOes de regressdo linear para as curvas
sd0 descritas como: Iy, (WA) = 0,18 + 0,116+Crarg (10° mol L™), r = 0,999, para TBHQ
(Insercédo A) e lpa (MLA) = -0,024 + 0,203xCgHa (10° mol L™, r = 0,999, para BHA

(Insercéo B).
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Figura 15 — Voltamogramas de varredura linear registrados sobre a superficie do EINC-PM em
meio de tampdo B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo 2% de metanol e 5,02x10* mol L™ do BCTA
para: (a) Eletrélito de suporte, (b-i) (0,8-10,0)x10° mol L™* do TBHQ e BHA. (Insercéo)
Dependéncia da 1,, em funcdo do aumento da concentragdo do TBHQ (A) e BHA (B).
v=150 mVs™.

3.6.2 Presenca da matriz

O efeito da matriz na deteccao dos antioxidantes foi avaliado com o objetivo de
observar uma possivel interferéncia da amostra no perfil voltamétrico e na intensidade do
sinal. Sendo assim, estudos foram realizados na presenca da matriz, a qual foi isenta dos
antioxidantes de interesse. Portanto, uma aliquota do biodiesel sem contaminacdo foi
adicionada a célula eletroquimica contendo o eletrolito de suporte e, a seguir, realizada as
medidas eletroquimicas para o branco e as, respectivas, adi¢cfes do padrdo de TBHQ e
BHA.

Na Figura 16A, estdo apresentados os voltamogramas de varredura linear
registrados em diferentes concentracdes (5,0x107 a 1,0x10™ mol L) do TBHQ mantendo-
se a concentracdo do BHA constante em 4,00x10° mol L e a Figura 16B estdo
apresentados o0s voltamogramas de varredura linear registrados em diferentes

concentracdes (5,0x107 a 1,0x10° mol L™?) do BHA mantendo-se a concentracdo do
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TBHQ constante em 5,00x10°® mol L™. Analisando os voltamogramas, verifica-se que a
corrente de pico de oxidacdo para TBHQ ndo foi influenciada pela oxidagdo do
antioxidante BHA, uma vez que ndo houve deslocamento no potencial de pico de oxidacao
para nenhum dos antioxidantes avaliados; resultado coerente com o observado nos
voltamogramas registrados na auséncia da matriz (Fig. 14A e 14B). A partir dos valores de
corrente de pico anddica (lpa), obtidos nos voltamogramas da Figura 16A e 16B,
construiu-se duas curvas analiticas, as quais foram lineares em todo o intervalo de
concentracdo estudado para cada antioxidante, com equacdo de regressdo linear:
lpa (UA) = 0,26 + 0,128,Crarg (10° mol L™), r = 0,999 € lp, (WA) = 0,096 + 0,221.Cgna
(10°mol L™), r = 0,999.
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Figura 16 — Voltamogramas de varredura linear registrados sobre a superficie do EINC-PM em
meio de tamp&o B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo 2% de metanol, 40uL de solugdo amostra do
biodiesel ndo contaminado com antioxidantes (ver preparo secdo 2.3.3) e 5,02x10™ mol L™ do
BCTA para: (a) Eletrdlito de suporte, (b-1) (0,5-10,0)x10° mol L™ de (A) TBHQ, mantendo a
concentragdo do BHA constante em 4,00x10° mol L™ e (B) BHA, mantendo a concentragdo do
TBHQ constante em 5,00x10° mol L™. (Insergdo) Dependéncia da 1,, em fungio do aumento da
concentragdo do (A) TBHQ e (B) BHA. v =150 mV s™.

Apo0s observar nenhuma interferéncia da matriz da oxidacéo eletroquimica dos
antioxidantes TBHQ e BHA, voltamogramas de varredura linear foram registrados em
diferentes concentragdes para TBHQ e BHA no intervalo de 5,0x107 a 1,0x10° mol L™. A
partir dos valores das I, obtidos nos voltamogramas (Figura 17A), foram construidas as
curvas analiticas, onde duas relacfes lineares no intervalo de concentragdo estudado foram

encontradas com equacdo de regressdo linear de lpa (HA) = 0,27 + 0,126xCrgHg
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(10° mol L™), r = 0,999, para TBHQ (Insercdo A) e lp (WA) = 0,17 + 0,199.Cgpa
(10°mol L™), r = 0,999, para BHA (Insercéo B).
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Figura 17 — Voltamogramas de varredura linear registrados sobre a superficie do EINC-PM em
meio de tamp&o B-R 0,04 mol L™ pH 2,00 contendo 2% de metanol, 40uL de solucdo amostra do
biodiesel ndo contaminado com antioxidantes (ver preparo secdo 2.3.3) e 5,02x10™ mol L™ do
BCTA para: (a) Eletrolito de suporte, (b-l) (0,5-10,0)x10° mol L™ do TBHQ e BHA. (Inserc&o)
Dependéncia da 1,, em funcdo do aumento da concentracdo do TBHQ (A) e BHA (B).
v=150mVs™.

Para avaliar a sensibilidade da metodologia analitica, o limite de detec¢do (LD)
e o limite de quantificacdo (LQ) foram estabelecidos empregando a seguinte relacao
matematica: LD = 3,3xDP/b e LQ = 10xDP/b [97]. DP representa o desvio padrdo da
média aritmética de dez medidas do branco no mesmo potencial de oxidacdo do
antioxidante e b representa o coeficiente angular da curva analitica.

Os limites de deteccdo obtidos para TBHQ (Tabela 4) e BHA (Tabela 5)
foram: 3,41x107 mol L' e 1,78x107 mol L™, respectivamente e os limites de
quantificacdo: 1,14x10° mol L™ e 5,93x10° mol L™, respectivamente, indicando limites
bastante satisfatorios, uma vez que 0s parametros obtidos da curva analitica dos
antioxidantes TBHQ e BHA estdo muito abaixo do valor encontrado na literatura [63], o

que viabiliza o desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica empregando o uso de
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eletrodos impressos para a quantificacdo dos antioxidantes TBHQ e BHA em amostras do

biodiesel, sem pré-tratamento.

Tabela 4 - Pardmetros obtidos da curva analitica mostrada na Figura 17 para TBHQ.

Parametros Método proposto Literatura [63]
Intervalo linear (mol L™) (0,05-1,00)x10” (2-14)x107
Coeficiente de correlagéo (r) 0,999 0,997
Intercepto (UA) 0,27 0,9
Inclinag&o (LA Lmol™) 1,26x10° 1,73x10°
LD (mol LY 3,41x107 7,4x10°
LQ (mol LY 1,14x10° 2,5x107

Tabela 5 - Parametros obtidos da curva analitica mostrada na Figura 17 para BHA.

Parametros Método proposto Literatura [63]
Intervalo linear (mol L™) (0,05-1,00)x10~ (20-100)x107
Coeficiente de correlagéo (r) 0,999 0,991
Intercepto (LA) 0,17 2,5
Inclinag&o (LA Lmol™) 1,99x10° 55x10°
LD (mol LY 1,78x107 1,04x10"
LQ (mol LY 5,93x10° 3,14x10™

3.7. Determinacdo de TBHQ e BHA em Amostras de Biodiesel

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacdo dos antioxidantes
TBHQ e BHA em amostras do biodiesel seguindo a metodologia descrita na parte
experimental (secdo 2.3.3). Os niveis de contaminacdo das amostras de biodiesel com os
antioxidantes TBHQ e BHA foram escolhidos a partir de resultados encontrados na
literatura [10, 27].

Apos aditivacdo do biodiesel (secdo 2.3.2) com concentracdo conhecida dos
antioxidantes TBHQ e BHA, a amostra foi diluida em etanol e uma aliquota de 40 pL foi
adicionada a célula eletroquimica contendo a solucéo do eletrélito suporte composta por,
tamp&o B-R 0,10 mol L™ (pH 2,0), etanol (2,0%) e o surfactante BCTA na concentracio de
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5,02x10™ mol L™.O voltamograma registrado para a amostra do biodiesel na auséncia de
antioxidantes (Fig. 20, voltamograma a), mostra que ndo ha nenhum pico que possa
interferir na deteccdo dos compostos de interesse analitico. Da mesma forma, os
voltamogramas registrados para a amostra do biodiesel contendo os antioxidantes TBHQ e
BHA, na proporcdo de 666 mg L™:333 mg L™ (Fig. 20, voltamograma b), também
mostram auséncia de interferéncias decorrentes de componentes presentes na matriz. De
acordo com a Figura 20, é possivel observar que os picos de oxidacdo dos antioxidantes
TBHQ e BHA, podem ser facilmente detectados sem qualquer interferéncia de possiveis
contaminantes da matriz. Assim sendo, para determinar a concentracdo dos antioxidantes
na amostra, foi utilizado o método da adi¢do de padrdo, em que os voltamogramas (Fig.
20, voltamogramas c-e) correspondem a estas adicdes. Este mesmo procedimento foi
realizado para todas as amostras avaliadas.

Adicionalmente, as Figuras 21 e 22 ilustram os voltamogramas e as,
respectivas, curvas de adicdo de padrdo, registrados para as analises realizadas na
determinacéo dos antioxidantes TBHQ e BHA em amostras do biodiesel contaminado com

outros niveis de concentracgdo [10, 27].
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Figura 18 — Voltamogramas de varredura linear registrados sobre a superficie do EINC-PM em
meio de tampdo B-R 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo 2% de metanol e 5,02x10* mol L™ do BCTA
para: (a) Eletrolito de suporte e 40uL da amostra de biodiesel sem contaminacdo dos antioxidantes;
(b) 40 pL da amostra do biodiesel contaminada com 670 mg L™ de TBHQ e 341 mg L™ de BHA,
(c-e) adigdes sucessivas de 30,0uL da solugdo padrdo 4,18x10™ mol L™ do TBHQ e 1,93x10*
mol L™ do BHA. (Inserc&o) Curvas de adi¢do de padréo do TBHQ (A) e BHA (B). v =150 mV s™.
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Figura 19 — Voltamogramas de varredura linear registrados sobre a superficie do EINC-PM em
meio de tamp&o B-R 0,04 mol L™ pH 2,00 contendo 2% de metanol e 5,02x10“ mol L™ do BCTA
para: (a) Eletrélito de suporte e 40uL da amostra de biodiesel sem contaminacao dos antioxidantes;
(b) 40 pL da amostra do biodiesel contaminada com 330 mg L™ do TBHQ e 642 mg L™ do BHA,
(c-e) adigBes sucessivas de 30,0uL da solucdo padrdo 1,98x10™ mol L™ do TBHQ e 4,11x10™*
mol L™ do BHA. (Inserc&o) Curvas de adicdo de padrdo do TBHQ (A) e BHA (B). v =150 mV s™.
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Figura 20 — Voltamogramas de varredura linear registrados sobre a superficie do EINC-PM em
meio de tamp&o B-R 0,04 mol L™ pH 2,00 contendo 2% de metanol e 5,02x10* mol L™ do BCTA
para: (a) Eletrolito de suporte e 40uL da amostra de biodiesel sem contaminacdo dos antioxidantes;
(b) 40 pL da amostra do biodiesel contaminada com 482 mg L™ do TBHQ e 497 mg L™ do BHA,
(c-e) adigdes sucessivas de 30,0uL da solucdo padrdo 3,14x10™ mol L™ do TBHQ e 2,70x10™
mol L™ do BHA. (Inserc&o) Curvas de adicio de padrdo do TBHQ (A) e BHA (B). v =150 mV s™.

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados de recuperacdo obtidos para as
analises das amostras de biodiesel contaminadas nos diferentes niveis de concentracdo dos
antioxidantes TBHQ e BHA bem como os valores de % do desvio padrdo relativo (DPR),
0s quais permitem avaliar a precisdo do método proposto.

Conforme pode ser observado, os valores das recuperacfes foram aceitaveis,
variando entre 91,90 e 110,0%, cujos resultados indicam que a metodologia proposta é
promissora para ser aplicada na determinacdo destes antioxidantes nesta matriz. Além
disso, os valores de desvio padrdo relativo foram satisfatorios, os quais variaram entre 0,52
a 16,0%.
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Tabela 6 — Resultados obtidos para as determinacdes de TBHQ e BHA em biodiesel empregando a
metodologia eletroanalitica proposta utilizando EINC-PM na presenca do surfactante BCTA, sob a
técnica de voltametria varredura linear.

Adicionado (mg L™) Encontrado® (mg L™) Recuperagéo (%) DPR?® (%)

TBHQ BHA TBHQ BHA TBHQ BHA  TBHQ BHA
670 341 694 + 7,10 343 + 3,70 103,6 100,7 1,02 1,07
670 362 675+ 3,60 350 +4,50 100,8 96,70 0,52 1,28
674 338 697 + 11,0 340 + 6,45 103,5 98,80 1,83 7,86
330 642 363 5,85 590 + 8,40 110,0 91,90 1,63 16,0
364 667 369 + 8,25 672+ 7,30 101,5 100,8 2,25 2,69
347 638 353+9,50 603 + 13,0 101,8 94,60 3,28 3,55
482 497 489 £ 4,50 489 £ 11,2 103,0 98,40 3,18 2,41
500 501 489 £ 13,1 476 £5,12 97,90 95,05 5,89 1,08
487 501 493 £ 4,60 506 + 4,52 101,2 101,1 4,91 0,89

% DPR: desvio padrao relativo.

3.8. Comparagdo entre os resultados obtidos com a metodologia
eletroanalitica e o método descrito na literatura usando a CLAE

Como descrito na se¢do 2.3.4, o procedimento cromatografico utilizado para
validacdo da metodologia proposta foi adaptado do método empregado por Takemoto e
colaboradores [95]. O procedimento descrito por estes autores envolve a determinacdo de
antioxidantes sintéticos, incluindo TBHQ e BHA, em amostras oleaginosas utilizando a
separagdo cromatografica em modo gradiente usando fase mével contendo metanol:agua
(acidificada com &cido acético 5% e pH 3,1).

Usando a melhor condi¢do cromatografica, a qual foi previamente otimizada,
estudos monitorando a deteccdo em diferentes concentracfes dos antioxidantes foram
realizados. Os dados obtidos, a partir dos valores médios (n = 3) da area extraida nos
correspondentes cromatogramas, apresentaram relacdo linear em todo intervalo de
concentracéo estudado, com coeficiente de correlagdo sempre maior que 0,999. Os valores
dos parametros analiticos obtidos para estas curvas estdo resumidos na Tabela 7, cujos

valores podem ser usados para obter a equacdo de regresséo linear.
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Tabela 7 — Pardmetros analiticos obtidos dos cromatogramas da curva analitica para TBHQ e
BHA.

Parametros TBHQ BHA
Intervalo linear (mol L™) (0,60-30,0)x10™ (0,55-27,7)x10™
LD (mol L™ 1,74x10° 1,30x10°
LQ (mol L™ 5,28x10° 3,93x10°
Coeficiente de correlagéo (r) 0,999 0,999
Intercepto -21114 - 15712
Inclinacio 4x10° 4x10°°

Sendo assim, com objetivo de comparar os resultados obtidos empregando a
metodologia eletroanalitica com a técnica cromatografica, amostras de biodiesel de soja
foram contaminadas com os mesmos niveis de concentracdo dos antioxidantes TBHQ e
BHA (conforme os niveis que foram utilizados para as medidas eletroanaliticas), e foram
submetidas a analise cromatografica apos diluicdo em metanol (conforme procedimento
descrito na secdo 2.3.3). O procedimento para contaminacdo das amostras de biodiesel
foram os mesmos empregados para a metodologia eletroanalitica.

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados obtidos para determinacdo dos
antioxidantes, a partir das analises realizadas com CLAE. Como é possivel observar, a
concordancia entre os resultados experimentais obtidos com o método proposto e o método
cromatografico, indica a exatiddo dos resultados obtidos neste trabalho para determinagéo

dos antioxidantes TBHQ e BHA em amostras de biodiesel.

Tabela 8 — Resultados obtidos para as determinacdes de TBHQ e BHA em biodiesel empregando a
metodologia cromatografica

Adicionado® (mg L™) Encontrado® (mg L™) Eficiéncia (%) DPR (%)
TBHQ BHA TBHQ BHA TBHQ BHA TBHQ BHA
666 333 629 + 35,3 321+11,5 94,39 96,43 0,07 0,08
333 666 309+21,1 661 + 4,49 92,91 99,32 0,13 0,29
513 503 518 +1,01 502 +1,00 100,9 99,8 0,17 0,12
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CONCLUSAO

Os estudos realizados neste trabalho mostraram a possibilidade de
determinacdo  simultanea dos antioxidantes t-butilhidroquinona (TBHQ) e
t-butilhidroxianisol (BHA) em amostras de biodiesel de soja empregando a técnica de
voltametria de varredura linear e eletrodos impressos de carbono modificados com
nanotubos de carbono de parede mdaltipla (EINC-PM). Ambos os antioxidantes, TBHQ e
BHA, apresentaram picos de oxidagdo com caracteristicas de um processo irreversivel,
cujo comportamento foi verificado empregando a voltametria ciclica e trabalhos
encontrados na literatura.

Para o desenvolvimento da metodologia de determinacdo dos antioxidantes
foram otimizados os seguintes parametros e condic¢des: técnica voltamétrica (voltametria
de varredura linear), tipo de surfactante (catiobnico — BCTA), pH do eletrélito de suporte
Britton-Robinson (pH 2,0) e a concentracdo do surfactante (5,02x10* mol L™). A
metodologia desenvolvida para a determinagdo simultanea dos antioxidantes foi aplicada
em amostras de biodiesel contaminadas em diferentes niveis de concentracdo dos
antioxidantes TBHQ e BHA. Os resultados obtidos para este procedimento foram
satisfatorios, com aceitavel exatiddo e precisdo, comparaveis com 0s obtidos pela técnica
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Esses resultados, aliados ao baixo custo, rapidez e sensibilidade das analises
demonstram a viabilidade do método proposto. Devido a simplicidade do material
eletrodico (eletrodos impressos) empregado, a presente metodologia analitica pode ser
utilizada para analises em campo “on-site”, além da facilidade do uso destes dispositivos e

a simplicidade na medida da resposta eletroquimica.
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