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RESUMO

A globalizacdo e o aumento da populacdo mundial refletem diretamente na demanda
energeética, principalmente por combustiveis de origem fossil, que causam diversos
problemas de cunho econ6mico e ambiental. O setor de transporte possui uma
demanda crescente por combustiveis, esse cenario contribuiu para o desenvolvimento
de novos biocombustiveis, especialmente no setor da aviagdo. O bioquerosene € um
combustivel alternativo, oriundo de fontes renovaveis que pode ser adicionado ao
querosene mineral em até 50%, diminuindo consideravelmente os problemas
ambientais ocasionados por querosene de origem fossil. Apesar dos efeitos benéficos,
o bioquerosene possui menor estabilidade a oxidacao, caracteristica que pode causar
sérios problemas ao motor, e colocar em risco a seguranca do usuario. Todavia,
antioxidantes sintéticos tém sido utilizados com sucesso para eliminar este problema.
Esses fatores tornam indispensavel o controle de qualidade do bioqueosene, sendo a
determinacdo de antioxidantes um dos principais parametros de qualidade. Neste
trabalho, é descrito a construcao de eletrodos de carbono vitreo modificados com
oxido de grafeno reduzido (GCE/rGO) e nanoparticulas metalicas de ouro (AuNPs),
niquel (NiNPs) e prata (AgNPs). Os eletrodos modificados foram caracterizados por
técnicas eletroquimicas, tais como voltametria ciclica e espectroscopia de impedéancia
eletroquimica; e microscoépicas, tais como microscopia eletrdnica de varredura e
microscopia de for¢a atdbmica. Os comportamentos eletroquimicos dos antioxidantes
N, N'-di-sec-butil-p-fenilenodiamina (BPA); 2,6-di-terc-butilfenol (TBP); 2,6-di-terc-
butil-4-metilfenol (BHT) e 2-(tert-butil)-4,6-dimetilfenol (BMP) foram estudados nos
eletrodos modificados. Os métodos analiticos desenvolvidos utilizaram GCE/rGO-
AuNPs, GCE/rGO-NiNPs e GCE/fGO-AgNPs como detectores em HPLC, para
guantificacdo de antioxidantes em bioquerosene de aviacdo. Os métodos
cromatograficos utilizaram separacao de fase reversa, com deteccdo amperométrica
pulsada dos compostos. Os limites de deteccdo obtidos nos trés métodos foram
inferiores a 2,8x107 mol L?, sensibilidade superior a 3,0x10° nA mol?. Os trés
eletrodos modificados demostraram ser adequados como detectores eletroquimicos
em HPLC para a determinacédo de antioxidantes em amostras de bioquerosene de
aviagcdo, sem problemas de interferéncia. Os valores de concentragdo obtidos na
amostra variaram entre 2,0x10° + 1,3x10° mol L a 5,4x10° + 2,5x10°® mol L. Os
estudos de recuperacao variaram entre 95,3 + 2,6% e 103,5 * 4,5%. As caracteristicas
analiticas dos eletrodos modificados os tornam atraentes, para uso como detectores
eletroquimicos em HPLC, podendo ser empregados para determinacéo rotineira de
antioxidantes em matrizes complexas.

Palavras chaves: Deteccado eletroquimica. Cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Oxido de grafeno reduzido. Nanoparticulas metélicas. Antioxidantes; Bioquerosene.



ABSTRACT

Globalization and the increase in world population reflect directly on energy demand,
mainly by fossil fuels, which cause various economic and environmental problems. The
transportation sector has a growing demand for fuels, this scenario contributed to the
development of new biofuels, especially in the aviation sector. Biokerosene is an
alternative fuel, from renewable sources that can be added to mineral kerosene by up
to 50%, can considerably reduce the environmental problems caused by fossil fuels.
Despite the beneficial effects, biokerosene has lower oxidation stability, it can be
serious engine problems, and endanger user safety. However, synthetic antioxidants
have been successfully used to eliminate this problem. These factors make quality
control of bioqueosene indispensable, the determination of antioxidants is one of the
main quality parameters. In this work, the construction of modified graphene oxide
(GCE/rGO) modified glassy carbon electrodes and gold (AuNPs), nickel (NiNPs) and
silver (AgNPs) metal nanoparticles is described. The modified electrodes were
characterized by electrochemical techniques, such as cyclic voltammetry and
electrochemical impedance spectroscopy; and microscopic, such as scanning electron
microscopy and atomic force microscopy. The electrochemical behaviors of the
antioxidants N, N'-di-sec-butyl-p-phenylenediamine (BPA); 2,6-di-tert-butylphenol
(TBP); 2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) and 2- (tert-butyl) -4,6-dimethylphenol
(BMP) were studied on the modified electrodes. The analytical methods developed
used GCE / rGO-AuNPs, GCE / rGO-NiNPs and GCE / rGO-AgNPs as HPLC detectors
for antioxidant quantification in aviation biokerosene. The chromatographic methods
used reverse phase separation, with pulsed amperometric detection of compounds.
The detection limits obtained in the three methods were less than 2.8x10" mol L%,
sensitivity greater than 3,0x10% nA mol? L. The three modified electrodes have been
found to be suitable as HPLC electrochemical detectors for the determination of
antioxidants in aviation biokerosene samples, no interference issues. The
concentration values obtained in the sample ranged from 2.0x10° + 1.3x10% mol L to
5.4x10° + 2.5x10® mol LX. Recovery studies ranged from 95.3 + 2.6% to 103.5 + 4.5%.
The analytical characteristics of modified electrodes make them attractive as
electrochemical HPLC detectors, they can be used for routine determination of
antioxidants in complex matrices.

Keywords: Electrochemical detection. High performance liquid chromatography.
Reduced graphene oxide. Metal nanoparticles. Antioxidants; Biokerosene.
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CAPITULO I: INTRODUGAO

Segundo dados das Nacdes Unidas, a populacdo mundial pode chegar a
aproximadamente 8,1 bilhées de habitantes em 2025 [1]. Em razdo desse aumento, a
demanda energética tem crescido significativamente, principalmente por combustiveis
destinados ao setor de transportes [2]. Nesse contexto, 0os biocombustiveis surgem
como uma alternativa promissora, visando sanar problemas relacionados aos
combustiveis fésseis, tais como a instabilidade dos precos, emissao de poluentes e a
necessidade de diversificar as matrizes energéticas [3]. Por essas razdes,
recentemente muito tém se discutido a respeito do bioquerosene como combustivel
para a aviagao, especialmente devido ao aumento expressivo no nimero de voos [4].

Visando diminuir a emissdo de gases poluentes, e atender as metas
estabelecidas pelos governos e entidades internacionais, o setor da aviagdo tem
empregado o bioquerosene na mistura com o querosene de origem féssil [4,5].
Todavia, para que esse biocombustivel seja utilizado de forma segura e eficaz é
exigido o atendimento a rigorosos padrbes de qualidade. Um dos principais
parametros que determinam a qualidade do bioquerosene € a presenca de
antioxidantes [6]. Esses compostos sdo adicionados ao biocombustivel afim de
impedir a formacdo de radicais, que levam a formacdo de compostos tais como,
aldeidos, cetonas, acidos, peréxidos e polimeros, que modificam as propriedades do
biocombustivel, comprometendo o armazenamento do produto e suas especificacbes
[7,8].

Os principais antioxidantes sintéticos encontrados no bioquerosene sao
2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT), N,N’-di-sec-butil-p-fenilenodiamina (BPA), 2,6-di-
terc-butilfenol (TBP) e 2-(terc-butil)-4,6-dimetilfenol (BMP) [8]. Portanto, a qualidade
do bioquerosene estd diretamente relacionada a presenca e a concentracdo de
desses compostos. Para este controle, sdo necessarios métodos analiticos confiaveis,
altamente sensiveis, capazes de quantificar baixissimas concentracdes. Todavia, o
desenvolvimento destes métodos analiticos ndo é uma tarefa trivial, uma vez que 0s
biocombustiveis sdo considerados matrizes relativamente complexas e, portanto,
exigem métodos analiticos com elevada seletividade.

Métodos de deteccdo para antioxidantes em amostras de interesse

alimentar, ambiental e industrial tém sido propostos, empregando principalmente
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métodos cromatogréficos [9], espectrométricos [10] e eletroquimicos [11]. Geralmente,
mais de um antioxidante sdo empregados em biocombustiveis, exigindo, portanto,
métodos analiticos com elevada seletividade.

As técnicas eletroquimicas constituem-se poderosa ferramenta analitica
para determinacdo de antioxidantes, seu uso tem sido justificado por caracteristicas,
tais como elevada sensibilidade, custo moderado, portabilidade e versatilidade
[11,26,36-38]. De outro modo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do
inglés High Performance Liquid Chromatography) tem sido amplamente utilizada para
a determinacdo de compostos fenolicos em amostras lipidicas, proporcionando
estabilidade e eficiéncia de separacao [41-43]. Nesse sentido, pesquisas empregando
detectores eletroquimicos acoplados a sistemas de separacdo tém recebido atencéo
crescente, principalmente por reducdo da exposicdo do eletrodo a contaminagcdes
provenientes de amostras reais, problemas de estabilidade e diminuicdo dos
processos de adsorcao.

O desenvolvimento de métodos analiticos mais simples, precisos e exatos
para a quantificacdo de antioxidantes em biocombustiveis é altamente desejavel. A
fim de cumprir todos os requisitos exigidos na deteccdo e quantificacdo dessas
espécies em amostras complexas, esta tese descreve o0 desenvolvimento de
detectores eletroquimicos para HPLC, baseados em eletrodos modificados com
materiais nanoestruturados, visando detectar simultaneamente baixas concentracdes

de antioxidantes em amostras de bioquerosene de aviagao.
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CAPITULO II: REVISAO BIBLIOGRAFICA

21. Bioquerosene de aviagao

Devido a intensa globalizacdo, o setor de transporte €, talvez, uma das
fontes de emissGes mais dificeis de lidar, isso porque o transporte de pessoas e
mercadorias por longas distancias tém aumentando bastante nos ultimos anos,
especialmente o transporte aéreo [12,13]. Apesar da industria da aviacdo ser 70%
mais eficiente do que ha 40 anos, esta industria esta crescendo a uma taxa acelerada,
cerca de 5% ao ano até 2030, aumentando drasticamente o consumo de combustivel,

0 que resulta em consideraveis niveis de emissao de CO2 [14-16].

Os biocombustiveis sdo considerados uma alternativa viavel para superar
0s atuais desafios do setor energético mundial, tais como o aumento da emisséo de
gases de efeito estufa, e a necessidade de recursos mais sustentaveis [14,17]. Além
disso, as oscilacdes do preco do petrdleo tornam ainda mais eminente 0 uso de novas
fontes de energia, particularmente nos setores aéreo e rodoviario [17,18]. Atualmente,
muitos governos tém incentivado a producdo de biocombustiveis por meio de
subsidios e isences fiscais, além de estabelecer metas e padrbes para adicdo aos

combustiveis fosseis [14,18,19].

O transporte terrestre possui varias alternativas energéticas, tais como 0s
biocombustiveis, hidrogénio, células a combustivel, eletro-mobilidade, entre outras, no
entanto, o setor da aviacdo depende basicamente do Jet A-1 (querosene de origem
fossil) [20,21]. Pensando nisso, a Associacdo Internacional de Transporte Aéreo
(AITA) definiu como meta a reducédo de 50% das emissfes de gases, pela industria
aeronautica, até 2050, tomando como referéncia as emissdes globais de 2005 [22].
Para superar esses e outros desafios, a industria da aviacdo tem buscado desenvolver
aeronaves mais eficientes, e biocombustiveis com caracteristicas semelhantes as do
querosene mineral [14,19,21]. Nesse sentido, inUmeras opg¢Bes para produzir
guerosene a partir de matéria organica, ou seja, biomassa, foram e ainda estado sendo

investigadas pela comunidade cientifica [14,20,21].

Diferentes rotas para producdo de biocombustiveis de aviacdo foram
desenvolvidas nos ultimos anos. Todas estas opcfes visam modificar as moléculas

da matéria-prima organica para satisfazer as especificacdes do combustivel para o
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guerosene sintético [21]. As principais rotas de conversdo da biomassa em
hidrocarbonetos biocombustiveis envolvem processos mecanicos, bioldgicos,
térmicos e quimicos [19,22]. As rotas bioquimicas envolvem o pré-tratamento da
biomassa, seguida da hidrélise enzimética dos acucares, celulose e hemicelulose; ja
as vias termoquimicas sdo baseadas na gaseificagdo da biomassa a altas
temperaturas, seguida pelo processo Fischer Tropsch, processo de conversdo do gas
de sintese em combustiveis liquidos [19]. A maioria das rotas envolve primeiramente
a conversdo da matéria-prima em produtos intermediérios (por exemplo, gas de
sintese, alcool, 6leo bruto), estes intermediarios sdo processados por uma segunda

etapa de conversdo em destilados médios como combustivel, bioquerosene [23].

O querosene de aviacao alternativo é definido pela Resolucdo N° 778, de
5 de abril de 2019 da Agéncia Nacional de Petréleo (ANP), como combustivel derivado
de fontes alternativas, como biomassa, gases residuais, residuos solidos, carvéo e
gas natural [6]. De acordo com o0 esquema de certificacdo da ASTM (ASTM D7566)
0s biocombustiveis de aviacdo podem ser classificados como: querosene parafinico
sintetizado (SPK) e iso-parafinas sintetizadas (SIP), Tabela 1 [24]. Baseado nessa
classificacdo, a ANP reconhece cinco formas de Querosene de Aviacao Alternativo:
(1) querosene parafinico sintetizado por Fischer-Tropsch (SPK-FT), obtido de um ou
mais precursores produzidos pelo processo Fischer-Tropsch (FT), conversao
catalitica do gas de sintese obtido a partir da biomassa; (2) querosene parafinico
sintetizado com aromaticos (SPK/A), querosene sintetizado a partir da variacao do
processo Fischer-Tropsh com adicdo de aromaticos; (3) querosene parafinico
sintetizado de acidos graxos e ésteres hidroprocessados (SPK-HEFA), obtido pela
hidrogenagédo de ésteres de acidos graxos e &cidos graxos livres; (4) querosene
parafinico sintetizado por alcool (SPK-ATJ), sintetizado a partir de alcool etilico ou
isobutilico, processado através de desidratacdo, oligomerizacdo, hidrogenacéo e
fracionamento; e (5) Isoparafinas sintetizadas de acgUcares fermentados e

hidroprocessados (SIP), obtido da fermentacdo de acucares [6,25].

De acordo com a norma ASTM D7566, os combustiveis alternativos so
podem ser utilizados como misturas, juntamente com o combustivel fossil Jet A-1 [24].
A Resolucdo ANP 778/2019, prevé que o querosene de aviagao alternativo pode ser
adicionado ao querosene de aviacao de origem fossil até o limite maximo de 50% em
volume (no caso do SPK-FT, SPK-HEFA, SPK/A e SPK-ATJ); e até o limite maximo
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de 10% em volume no caso do SIP [6]. Para que esses combustiveis sejam utilizados
nos avides, devem apresentar alta densidade energética e combustdo altamente
eficiente, visando minimizar o volume necessario e garantir operacdao por longas
distancias [25]. Para isso, devem cumprir Varios requisitos rigorosos de seguranca, 0
gue exige métodos de controle de qualidade altamente eficientes tanto para averiguar
a eficiéncia do combustivel, quanto para monitorar a presenca de contaminantes e

composic¢ao quimica do produto final.

Tabela 1 - Combustiveis de aviagdo alternativos certificados pela ASTM [24].

- POSSIVEIS MATERIAS-
PROCESSO DE CONVERSAO % (VOL.)*
PRIMAS

Querosene parafinico sintetizado por | Biomassa, carvao, biogas
fischer-tropsch (SPK-FT)

Querosene parafinico sintetizado com | Biomassa, carvao, biogas

aroméaticos (SPK/A) 50%
0

Querosene parafinico sintetizado de | Oleos e gorduras de origem
acidos graxos e ésteres | animal e/ou vegetal
hidroprocessados (SPK-HEFA)

Querosene parafinico sintetizado por | Biomassa celulésica, amido,

alcool (SPK-ATJ) acucares, alcoois 30%

Isoparafinas sintetizadas de agucares | Aclcares oriundos da
fermentados e hidroprocessados (SIP- | biomassa 10%
HFS)

Fonte: elaborado pelo autor, 2019
* %% de mistura ao Querosene de origem fossil

2.2. Antioxidantes
Para que o bioguerosene possa ser certificado como combustivel
comercial, para fins aeronauticos, deve possuir as mesmas especificacbes

preconizadas nas normas padrdes nacionais e internacionais do querosene mineral
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[17,19,24]. Em virtude das condicbes extremas a que S&0 expostos, como
temperaturas muito baixas, e a gravidade das consequéncias no caso de falhas, os
combustiveis empregados na aviagdo devem passar por constante e rigoroso controle
de qualidade, e fiscalizagdo [26-28]. Para isso, existem normas e especificagées que
regulam esse tipo de produto, registradas no Brasil pela Resolu¢do ANP n°778/2019,
gue se baseia na norma americana ASTM D7566 [6,24].

Existem algumas limitacbes quanto ao uso de biocombustiveis em
substituicdo aos combustiveis fosseis, sendo a principal delas sua baixa estabilidade
a oxidacdo, decorrente da exposicao ao ar, umidade, metais, luz, calor e do proprio
periodo de armazenagem, isso reflete diretamente nas suas propriedades fisico-
guimicas [14,18,29,30]. Em razéo disso, a adicdo de agentes antioxidantes sintéticos
€ uma forma de aumentar a resisténcia de biocombustiveis a oxidac¢éo, permitindo
assim um maior tempo de armazenamento, além de aumentar também a estabilidade
térmica [29,31,32]. Dentre estes antioxidantes, destacam-se: N,N’-di-sec-butil-p-
fenilenodiamina (BPA), 2,6-di-terc-butilfenol (TBP), 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT)
e 2-(tert-butil)-4,6-dimetilfenol (BMP) (Figura 1) [28,32].

OH
H
N
CH, W/\CH3 t-Bu t-Bu
HBC\)\ CHs
N
H
BPA TBP
OH
t-Bu
t-Bu CH;
OH
H,C t-Bu
CH;,
BHT BMP

Figura 1 - Estrutura molecular dos antioxidantes. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

A qualidade do bioguerosene esta diretamente associada a presenca e
concentracéo de antioxidantes que sao adicionados ao bioguerosene de aviagédo na

faixa de concentracdo de 17 mg L a 24 mg L'* apds o processo de fabricacéo e antes
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do armazenamento [6,24], Tabela 2. Para este controle, sdo necessarios métodos
analiticos confiaveis e altamente sensiveis, capazes de quantificar pequenas
concentracdes. Todavia, o desenvolvimento destes métodos analiticos ndo € uma
tarefa trivial, uma vez que os biocombustiveis sédo considerados matriz relativamente
complexa e, portanto, exigem métodos analiticos com elevada seletividade. H4A uma
variedade de métodos analiticos que descrevem a determinacao de antioxidantes em
amostras alimenticias e outras matrizes [33-35], usando cromatografia a gas (GC) [31-
33]; espectrofotometria [35], técnicas eletroquimicas [11,26,36-40] e cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) com detector de UV [41-44], detector de arranjo de
diodos [45,46] e detector de fluorescéncia [47]. A deteccdo eletroquimica de
antioxidantes apés separacéo cromatografica tem sido relatada na literatura, [48,49].
No entanto, métodos aplicados a determinacdo de antioxidantes em bioquerosene de
aviacdo ainda ndo foram explorados. Desse modo, o desenvolvimento de métodos
analiticos mais simples, precisos e exatos para a quantificacdo de antioxidantes &
altamente desejavel, a fim de cumprir todos o0s requisitos exigidos na deteccao e

guantificacdo dessas espécies em amostras complexas, como o bioquerosene.

Tabela 2 - Especificagdo dos querosenes de aviagao alternativos. RANP 778/2019 [6]

CARACTERISTICA UNIDADE LIMITE / PROCESSO
SPK-FT e
SPK-
SPK- SIP SPKI/A
ATJ
HEFA
Acidez total, max. mgKOH/g 0,015
Hidrocarbonetos
. % (m/m) - 98 - -
saturados, min.
Farnesano, min. % (m/m) - 97 - -
Hexahidroxifarnesol, max. | % (m/m - 15 - -
Olefinas, méx. mgBr./100 g - 300 - -
Ponto de fulgor, min. °C 38,0 100 38 38
i 725,9 -|1761,2 -|7511 -| 7259 -
Massa especifica a 20°C Kg/m?3
766,2 776,3 796,5 766,2
Ponto de congelamento,
] °C -40,0 -60 -40
max.
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Estabilidade térmica 2,5h -

) °C 325 355 325°C
min.
Queda de pressao no filtro,

i mmHg 25,0
max.
Goma atual, max. mg/100 ml 7,0 4,0 -
indice de separacdo de
) i mg/100ml| - 85,0 90 -
agua, min.
Entalpia de combustéo,

) MJ/kg - 43,5 - -
min.
Teor de biodiesel, max. mg/kg 5 - - -
Antioxidantes mg/l 17,0a24,0
Cicloparafinas, max. %(m/m) 15 - 15
Aromaticos, max %(m/m) 0,5 20 0,5
Teor de aromaticos, max % volume - - 20-21,5 | -
Parafinas %(m/m) Anotar - Anotar
Carbono e hidrogénio, min. | %(m/m) 99,5
Nitrogénio, méx. mg/kg 2
Agua, max. mg/kg 75
Enxofre, max. mg/kg 15 2 15
Metais, méax. mg/kg 0,1 por metal
Halogénios, max. mg/kg 1,0 por halogénio

Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Os métodos para deteccdo de antioxidantes descritos na literatura, sao
frequentemente empregados em matrizes de alimentos, farmacéuticas, ambientais e
de interesse industrial. Esses métodos empregam principalmente técnicas
cromatograficas (GC e HPLC), eletroquimicas e espectroscoépicas.

Um método foi desenvolvido para determinacdo simultdnea de BHA
(hidroxianisol butilado) e BHT (hidroxitolueno butilado) em 6leos minerais sintéticos,
empregando eletrodo de ouro e a técnica de voltametria de varredura linear, em que
a resposta eletroquimica foi obtida em eletrélito de suporte baseado em uma mistura
de H2SO4 e isopropanol [37]. O método eletroanalitico desenvolvido permitiu a
determinacdo de BHA e BHT com resultados satisfatérios. No entanto, observou-se
gue a presenca de BHA em concentragcbfes comparaveis ou mais elevadas podem

afetar negativamente a determinacéo de BHT, resultando na sobreposicao dos picos.
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Um método cromatografico foi desenvolvido para a determinacdo dos
antioxidantes fendlicos propil galato (PG), t-butil-hidroquinona (TBHQ), hidroxianisol
butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT)), utilizando HPLC com eluicdo
gradiente, em diferentes amostras de alimentos (6leo de cozinha, margarina, manteiga
e queijo) [42]. Foi utilizada uma Coluna C18 como fase estacionaria; a eluicdo
gradiente foi realizada com acetonitrila e agua: acido acético (1,0%). Um detector UV
foi utilizado e ajustado a 280 nm. As condi¢des de separacao dos quatro antioxidantes
foram alcancadas em menos de 8 min. Antes da separacdo por HPLC, os
antioxidantes foram extraidos com metanol/acetonitrila (1:1, v/v) e foram submetidos
a tratamento vortex / ultrassénico. Estudos de recuperacdo variaram entre 99,5 a
108,3% (PG); 85,3 a 108,3% (TBHQ); 97,5 a 101,2% (BHA) e 80,2 a 94,6% (BHT). O
limite de deteccéo para PG foi de 0,3 mg L e de 0,5 mg L para TBHQ, BHA e BHT.

Um método espectrofotométrico foi desenvolvido para a determinagéo
simultanea da concentracéo de hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado
(BHT) em preparacdes farmacéuticas e gomas de mascar [50]. A concentracdo de um
antioxidante foi calculada pela sobreposicao de espectros em dois comprimentos de
onda apropriadamente selecionados nos quais o interferente, outro antioxidante, deve
ter o mesmo valor de absorbancia. Absorbancias em dois pares de comprimentos de
onda, 265 e 288 nm (BHA como analito) ou 288 e 293 nm (BHT como analito) foram
monitorados, adicionando solucdes padrdo de BHA ou BHT, respectivamente. As
faixas lineares foram de 4 a 20 yg mL* para o BHA e 20 a 100 yg mL* para BHT. O
limite de deteccéo e de quantificacéo foram de 0,48 e 1,51 ug mL* para BHA e 0,72 e
2,41 ug mL* para BHT, respectivamente. As faixas de recuperacgédo percentual foram
de 100,44 a 102,50% para o BHA e de 96,45 a 100,04% para o BHT, com desvios-
padréo relativos (RSD) inferiores a 1,48%.

2.2.1. Determinagao eletroquimica de antioxidantes

Os métodos eletroanaliticos baseiam-se nas propriedades elétricas
mensuraveis (corrente, potencial e condutividade), que ocorrem a partir de interacdes
fisica e/ou quimicas entre as espécies redox e os demais componentes do meio, ou
ainda, decorrentes de fendbmenos interfaciais [51]. A partir desses fendmenos, €
possivel relacionar a concentragdo das espécies redox com a geracao de corrente



35

(sensores amperométricos), diferenca de potencial (sensores potenciométricos) ou
alteracdes na condutividade de um meio (sensores condutométricos) [51,52].

As técnicas eletroquimicas tém ampla faixa de aplicacdo, incluindo
monitoramento ambiental, controle de qualidade e analises biomédicas [52,53]. Essas
técnicas fornecem muitas informacdes relacionadas ao sistema eletroquimico,
constituindo, portanto, uma abordagem eficiente em eletroanalise devido a vantagens
como: sensibilidade, seletividade, baixo custo instrumental e operacional,
possibilidade de miniaturizacao, rapidez e versatilidade [51-53]. Diversos métodos
eletroquimicos foram desenvolvidos nos Ultimos anos para a determinacdo de
antioxidantes, envolvendo principalmente técnicas voltamétricas [36-40] e
amperomeétricas [54-56].

Antioxidantes podem ser oxidados na superficie de eletrodos, tais como
platina, carbono vitreo, ouro e diamante dopado com boro, entretanto, a aplicacédo
destes sensores é limitada devido a complexidade das matrizes, e a ocorréncia de
processos de adsorcdo na superficie dos eletrodos [26,39,56]. Visando
reduzir/eliminar esses problemas, a modificacao da superficie de eletrodos, bem como
outros tratamentos tém sido realizados, visando a determinagao direta ou indireta.
Essas estratégias promovem maior controle das caracteristicas dos eletrodos e
reatividade, uma vez que a modificacao transfere as propriedades fisico-quimicas do
modificador para a superficie do eletrodo [57,58].

O comportamento voltamétrico de antioxidantes sintéticos, hidroxianisol
butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), propil galato (PG) e terc-butil-
hidroquinona (TBHQ), em um eletrodo de carbono vitreo e solucédo de 0,1 mol Lt de
acido perclérico contendo 1,0% de metanol foi investigado [59]. Os voltamogramas de
varredura linear demonstraram picos de oxidacdo bem definidas em potenciais de
0,629; 0,818; 0,599 e 0,501 V para BHA, BHT, PG e TBHQ, respectivamente. Graficos
de calibracédo linear foram obtidos nas faixas de concentracédo de 0,5 a 15,0 mg L%;
0,5a80mgL?1,0a150mgLte1,0a 15,0 mg L? para BHA, BHT, PG e TBHQ,
respectivamente. Os autores concluiram ainda que os picos voltamétricos desses
antioxidantes se sobrepfem seriamente tornando dificl a determinacao
individualmente. Os autores desenvolveram um meétodo de determinagédo simultanea
destes antioxidantes, baseado na sua oxidacdo no eletrodo de carbono vitreo, com o
auxilio de abordagens quimiométricas. Os limites de deteccdo do método foram de
0,19 mg L? (BHA); 0,15 mg L (BHT); 0,54 mg L (PG) e 0,073 mg L (TBHQ). Os
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resultados mostraram que os métodos quimiométricos propostos sdo capazes de
resolver os voltamogramas de misturas contendo os quatro antioxidantes, e o método
foi aplicado para determinar os quatro antioxidantes em um conjunto de misturas
sintéticas e varias amostras de alimentos.

Um método foi desenvolvido para a determinagéo indireta do antioxidante
sintético 2,6-di-tert-butil-4-metil-fenol (BHT) por voltametria de pulso diferencial com
eletrodo de mercurio [60]. 2,6-di-terc-butil-4-metil-4-nitro-2,5-ciclo-hexadieno-1-ona foi
sintetizado para determinacao voltamétrica apds nitracao. O analito forneceu um sinal
voltamétrico em uma mistura de 0,014 mol L1 de cloreto de potassio e 94% de etanol,
os limites de quantificacdo e deteccdo foram 2,58x102 e 2,19x10° ug mL?,
respectivamente. O método desenvolvido foi empregado para a determinacao de 2,6-
di-terc-butil-4-metil-fenol em 6leo com resultados satisfatorios, sugerindo futuras
aplicacbes em analises.

Um meétodo eletroanalitico para determinagéo de terc-butilhidroquinona
(TBHQ) em biodiesel foi desenvolvido [61]. O surfactante Triton X-100 (T-100) foi
utilizado para melhorar o sinal eletroanalitico do antioxidante, sendo este foi
considerado decisivo para a andlise direta em biodiesel, exigindo apenas uma diluicao
prévia da amostra de biodiesel em metanol. A corrente de pico da oxidacao foi
proporcional a concentragdo de TBHQ na faixa de 1,05 a 10,1x10° mol L1, com limites
de deteccdo e quantificacédo de 3,43x108 mol L1 e 1,14x107 mol L1, respectivamente,
por voltametria de onda quadrada. Os resultados obtidos com o método proposto
foram satisfatérios, em relacdo aos obtidos utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Um método foi desenvolvido para a andlise do antioxidante terc-
butilhidroquinona (TBHQ) em biodiesel de soja por voltametria de pulso diferencial
(DPV), utilizando um eletrodo de carbono vitreo [62]. Este método foi desenvolvido
submetendo amostras do biodiesel a extracéo liquido-liquido usando dois solventes:
acetonitrila (ACN) e etanol (EtOH). Os limites de deteccdo e quantificacdo foram
inferiores a 2,00 mg L. Os percentuais de recuperacdo de TBHQ variaram de 96,7 a
100,8% para ambos os solventes, com desvio padrao relativo inferior a 3,0%. O
meétodo foi aplicado em amostras comerciais de biodiesel de soja contendo 877,00
ppm de TBHQ, com recuperacéao de 110,1% e 99,4% alcancada quando ACN e EtOH

foram utilizados como solventes de extracdo, respectivamente. Os resultados foram
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semelhantes aos obtidos usando cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
ultravioleta (HPLC-UV).

2.3. Eletrodos modificados com materiais nanoestruturados

Uma limitacdo classica da determinacdo eletroquimica direta de muitos
analitos decorre da polimerizagcdo de produtos de oxidagado, resultando em um
isolamento na superficie do eletrodo [63,64]. A modificacdo de varios substratos de
eletrodos com diferentes materiais tem sido realizada com o objetivo de melhorar as
caracteristicas eletroquimicas e o desempenho do eletrodo preparado [57,58,64]. Nos
ultimos anos, 0s avangos em nanotecnologia tiveram um impacto substancial no
desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos [65,66]. De fato, os nanomateriais
abriram a possibilidade de aproveitar as propriedades peculiares da formacdo de
superficies sensoras nanoestruturadas, visando alcancar sensibilidade e seletividade
desejadas [63,67]. A oxidacdo de antioxidantes, empregando diversas estratégias de
modificacdo, tem sido bastante descrita na literatura nos Ultimos anos
[36,39,40,49,64].

Um grande desafio da nanotecnologia é o desenvolvimento de materiais
nanoestruturados para diversas aplicacées. O interesse nesse ramo da ciéncia
decorre das intrigantes mudancas nas propriedades fisicas de determinados
materiais, quando em dimensdes nanométricas, muitas vezes inferior a 100 nm
[68,69]. Esses materiais chamam atencdo por suas caracteristicas fisico-quimicas,
propriedades morfolégicas e estruturais Unicas, possuindo aplicacdes nas mais
diversas areas do conhecimento [65,66,68]. Entre os materiais nanoestruturados mais
estudados na literatura estdo os nanomateriais a base de carbono, com diferentes
arquiteturas e uma variedade de estruturas estaveis, tais como os fulerenos,
nanotubos, grafeno, e as nanoparticulas metalicas [66,69].

Apesar da disponibilidade de uma ampla gama de materiais, a escolha do
material apropriado do eletrodo para deteccao eletroquimica € uma etapa importante
no desenvolvimento de sensores de alto desempenho [65]. A importancia da escolha
do material consiste no fato de que, o desempenho e as propriedades dos materiais
dependem de diversos fatores como: estrutura atbmica, composi¢cao, microestrutura,

defeitos e interfaces [68,69].
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2.3.4. Oxido de Grafeno Reduzido

O grafeno compreende uma estrutura bidimensional (2D) de atomos de
carbono com hibridizacdo sp?, ligados covalentemente para formar uma estrutura
plana hexagonal [70,71,72]. Esse material tem sido bastante estudado nos ultimos
anos e possui ampla gama de aplicagdes potenciais em diversos campos da ciéncia,
em razdo de suas propriedades eletrbnicas, Opticas, mecanicas, térmicas e
eletroquimicas [73]. Algumas propriedades excepcionais do grafeno, tais como grande
area superficial, excelente mobilidade de elétrons e condutividade, tém propiciado
muitas aplicacOes, entre estas, as principais aplicagbes envolvem uso como
supercapacitores [74], célula a combustivel [75], baterias [76], catalise e fotocatalise
[77,78], sensores e biossensores [79].

No entanto, o uso do grafeno puro representa um desafio devido a dificil
sintese, fraca solubilidade e aglomeracao em solu¢ao devido as interacfes de van der
Waals [70-72]. Como alternativa, compostos similares em estrutura ao grafeno podem
ser sintetizados a partir do grafite ou outras fontes de carbono, visando alcancar
muitas das vantagens do grafeno, funcionalizando a superficie com grupos
oxigenados, Figura 2 [72].

Oxido de grafeno tem uma estrutura de carbono hexagonal similar a do
grafeno, mas contém grupos oxigenados, como carboxila, hidroxila e epéxi, que sédo
inseridos as folhas de carbono, melhorando suas propriedades fisico-quimicas
[79,80]. Além da facilidade de sintese, esses grupos oxigenados sdo responsaveis
por muitas vantagens, tais como maior solubilidade e possibilidade de funcionalizagéao
da superficie [81]. O GO € um material eletricamente isolante, devido a mudanca de
hibridizacdo dos atomos de carbono sp? conjugados para sp® que interrompem a
passagem de elétrons [79-80]. Todavia, um processo de reducéo, pode ser realizado
visando restaurar as ligacdes m e restabelecer a condutividade elétrica do material,
alcancando propriedades mais proximas a do grafeno puro [72,73,76-81].

Diversos métodos podem ser utilizados para tratar o GO e sintetizar o 6xido
de grafeno reduzido (rGO), tais como a reduc¢do quimica, térmica, e eletroquimica [81].
O rGO reduzido quimicamente é obtido com uso de agentes redutores, como a
hidrazina (N2H4), borohidreto de sédio (NaBHa4), hidreto de aluminio e litio (LiAIHa4),
entre outros [82]. A obtencdo do rGO por via térmica envolve temperaturas bastante

elevadas (>500°C), que eliminam alguns grupos funcionais oxigenados, restaurando
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alguns dominios sp? [82,83]. J& a reducdo eletroquimica do 6xido de grafeno, pode
ser realizada pela aplicacdo de um potencial apds a modificacao da superficie de um
eletrodo com GO, ou em uma solu¢cédo do material no eletrélito, por meio de técnicas

como voltametria ciclica e cronoamperometria [84].

Oxido de Grafeno Oxido de Grafeno Reduzido
(GO) (rGO)

Figura 2 - Representagdo esquematica do processo de obtengdo do 6xido de grafeno reduzido (rGO). Fonte:
adaptado de McCoy, et. al [85].

Eletrodos baseados em filmes de Oxido de grafeno reduzido tém maior
sensibilidade, menores limites de deteccéo e cinética de transferéncia de carga mais
rapida que os eletrodos de carbono tradicionais [70,81,86], razdes pelas quais esses
materiais tém sido bastante explorados nos ultimos anos para fins eletroanaliticos:

Um método de eletrodepositacdo do Oxido de grafeno, diretamente na
superficie do eletrodo de carbono vitreo foi realizada por meio de voltametria ciclica,
permitindo obter 6xido de grafeno reduzido (rGO/GCE) [87]. Neste estudo, as técnicas
de voltametria ciclica e voltametria de redissolucéo anddica de pulso diferencial foram
utilizadas para estudar o comportamento eletroquimico do rGO/GCE em relacéo a
acido ascorbico (AA), paracetamol (PA) e cafeina (CA). Os resultados de voltametria
de pulso diferencial mostraram que AA, PA e CA podem ser detectados seletivamente,
com separacdo entre os picos de 312 mV e 756 mV para AA-PA e PA-CA,

respectivamente. Os resultados mostraram que o eletrodo modificado com rGO exibe
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excelente atividade eletroquimica na oxidacao de PA, CA e AA. Os limites de deteccao
foram de 3,6x1077, 2,5x107 e 2,3x10"7 mol L* para AA, PA e CA, respectivamente,
sugerindo que o rGO/GCE pode ser utilizado com alta sensibilidade e seletividade
para a determinacdo simultdnea dos compostos estudados. O método proposto foi
usado com sucesso para determinacdo dos trés compostos em formulagcbes
farmacéuticas.

Um meétodo para determinacdo eletroquimica de antioxidantes foi
desenvolvido por Wang e colaboradores [88], empregando grafeno funcionalizado por
uma monocamada de colina (Ch). A monocamada de Ch proporcionou uma superficie
positivamente carregada com grupos polares -N*(CHs)s, que aumentaram a
transferéncia de carga e favoreceu a construcdo de grafeno carregado negativamente.
Como consequéncia, foi possivel montar o grafeno de forma uniforme e compacta em
monocamadas, obtendo um adequado estado de distribuicdo. O eletrodo de carbono
vitreo modificado com filme de GO/Ch exibiu atividade eletrocatalitica para a oxidacéo
de terc-butilhidroquinona (TBHQ) e hidroxianisol butilado (BHA). A separac¢éo de picos
entre TBHQ e BHA foi de 0,238 V, suficiente para o reconhecimento do potencial. Sob
as condicdes 6timas, o0 método proposto exibiu ampla faixa linear de 4,0x10" a 1,2x10"
4 mol L e 6,0x107 a 2,0x10* mol L, limites de deteccdo de 1,4x107 e 1,4x10°" mol
L para deteccdo simultanea de TBHQ e BHA, respectivamente. A aplicabilidade do
sistema proposto foi confirmada em amostras de 6leos comerciais.

Um método para determinacdo de &cido cafeico foi desenvolvido,
empregando um eletrodo de carbono vitreo modificado com o6xido de grafeno
eletroquimicamente reduzido [89]. O método eletroquimico foi baseado na adsorcéo
do acido cafeico em Nafion/rGO/GCE e depois na oxidac&o do analito durante a etapa
de stripping. O comportamento eletroquimico do acido cafeico em eletrodos de
carbono vitreo modificados Nafion/rGO(GCESs) foi estudado por voltametria ciclica e
voltametria de redissolucéo por adsorgéo de onda quadrada (SW-AdSV), e mostrou
resposta eletrocatalitica para oxidacédo do acido cafeico. O limite de deteccéao foi de
9,1x1078 mol L~ ! usando SW-AdSV. O método proposto foi utilizado para determinar
CA em amostras de vinho branco.

Materiais hibridos de nanotubos de carbono e 6xido de grafeno reduzido
foram utilizados em multicamadas (rGO-MWNTSs) para detectar contaminagdes
ambientais [90]. Estudos de voltametria ciclica possibilitaram a medicdo simultanea

de hidroquinona (HQ), catecol (CC), p-cresol (PC) e nitrito (NO2) com quatro picos
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bem separados. Os intervalos de resposta linear foram 8,0x10° a 3,91x10* mol L;
5,5x10° a 5,4x10* mol L*; 5,0x10° a 4,3x10“ mol L e 7,5x10° a 6,06x103 mol L,
para HQ, CC, PC e NO2, respectivamente. Estudos realizados por voltametria de
pulso diferencial demonstraram limites de deteccéo de 2,6x10° mol L?; 1,8x10° mol
L1; 1,6x10%mol L e 2,5x10°° mol L, respectivamente. A capacidade de formacéo do
filme rGO-MWNTSs conferiu estabilidade ao eletrodo modificado. Além disso, o sensor
fabricado foi aplicado para a determinacdo simultanea de HQ, CC, PC e NO2 em

amostras de agua de rio.

2.3.5. Nanoparticulas metalicas

A importancia da nanotecnologia nos campos da ciéncia conta com a
sintese, modulacdo, identificacdo e aplicacdo de nanoparticulas (NPSs),
especificamente nanoparticulas metélicas [69,91]. As NPs tém um grande papel em
muitas areas cientificas, como quimica, fisica, mecéanica, farmacéuticas e outras [92].
Nos ultimos anos, esses materiais tém sido tema de diversos estudos devido as suas
propriedades eletrbnicas, Opticas, mecanicas, magnéticas e quimicas que podem ser
significativamente diferentes das propriedades de materiais macroscopicos [91,92].
Durante o ultimo século, um desenvolvimento substancial neste campo da ciéncia
aconteceu, incluindo a introdugcdo de metodologias inovadoras para sintetizar NPs
usando diferentes métodos baseados em abordagens “top-down”, que inclui
abordagem fisica e quimica, e métodos “bottom-up”, que incluem métodos bioldgicos
e quimicos, possibilitando a obtencéo de varias formas de NPs, Figura 3 [93].

Esses nanomateriais sdo caracterizadas pelo tamanho reduzido e
desempenho catalitico significativamente melhorado, apresentam elevada éarea
superficial, maior nimero de atomos na superficie, além de apresentarem variacoes
nas propriedades Opticas e eletronicas [69,91-93]. Essas propriedades dependem
fortemente da forma e tamanho da particula, bem como surgem em funcao de fatores
como alta relacao superficie/volume, alta energia de superficie, confinamento espacial
e efeitos quanticos [91-94].

Nanoparticulas de metais nobres como Pt, Au e Ag receberam muita
atencao em catalise devido as suas propriedades fisicas e quimicas Unicas [95, 96].
As nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém sido amplamente utilizadas em véarias

aplicacdes devido a excelente condutividade e grande area superficial [97-99]. Os
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nanomateriais a base de grafeno (tais como GO e rGO) sao candidatos atrativos para
deteccdo eletroquimica, em razdo de vantagens como: poder ser quimicamente
funcionalizado com facilidade; e elevada area superficial que possibilita sua
funcionalizacdo com nanoparticulas metalicas, 6xidos metalicos e quantum dots [94].
Com base nessas propriedades, a determinacdo eletroquimica de antioxidantes
utilizando eletrodos modificados com nanoparticulas oferece grande potencial de

interesse e tem sido descrita para diferentes matrizes.

ABORDAGENS "BOTTOM-UP"U

Fe2* Fe3*

Ag*

Figura 3 - Sintese de nanoparticulas de diferentes tamanhos e morfologias, via métodos mecénicos, “top-down’,
ou usando sais de metal, “bottom-up”. Fonte: adaptado de Teow et. al. [93].

Um método para deteccédo seletiva de cloranfenicol (CAP) foi desenvolvido,
eletrodos modificados com 6xido de grafeno reduzido decorados com nanoparticulas
de paladio (rGO/PdNPs) [100]. As caracteristicas eletroquimicas do sensor foram
avaliadas por voltametria de pulso diferencial e voltametria ciclica, nesses estudos 0
GCE modificado por rGO/PdNPs apresentou eletroatividade na presenca de
cloranfenicol em comparacdo com o carbono vitreo modificado e ndo modificado. O
eletrodo apresentou intervalo linear de resposta de 5,0x10® a 1,0x10® mol L e limite
de deteccdo de 5,0x10® mol L. A sensibilidade e estabilidade do método foram
estudadas, obtendo-se excelentes resultados, bem como uma reprodutibilidade e
recuperacao satisfatoria para detecgéo eletroquimica de CAP em amostras reais.
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Nanoparticulas de ouro (AuNPs) e 6xido de Oxido de grafeno reduzido
(rGO) foram sintetizados na presenca de polivinilpirrolidona (PVP) para deteccéao do
antioxidante hidroxianisol butilado (BHA) [39]. Devido a grande area superficial, e taxa
de transferéncia de elétrons elevada, o sensor baseado no eletrodo de carbono vitreo
modificado Au-PVP-graphene apresentou respostas eletroquimicas altamente
sensiveis ao BHA. A técnica utilizada foi voltametria de varredura linear, apresentou
faixa linear de 2,0x107 a 1,0x10* mol L%, e limite de deteccédo 4,0x10® mol L1. O
desempenho analitico do Au-PVP-grafeno/GCE foi examinado através da avaliacao
de BHA em 6leo de soja e amostras de farinha.

O comportamento eletroquimico de trés antioxidantes: hidroxianisol
butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroquinona butilada (TBHQ), foi
investigado em um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro
(AUNPs/GCE) [40]. Os resultados experimentais indicaram que o eletrodo modificado
era fortemente eletroativo para reactes redox de BHA, BHT e TBHQ. Com base nisso,
um método eletroquimico foi desenvolvido para a determinacéo simultanea de BHA,
BHT e TBHQ com o uso de voltametria; os intervalos de concentracéo lineares foram
0,10 a1,50 pg mL?; 0,20 a 2,20 pg mL* e 0,20 a 2,80 ug mL* e os limites de detecgéo
foram 0,039, 0,080 e 0,079 pg mL? para BHA, BHT e TBHQ, respectivamente. O
método proposto foi aplicado com sucesso para a andlise dos trés analitos em
amostras de 0leo comestivel.

Um filme composto de éxido de grafeno reduzido (rGO) e nanoparticulas
de ouro (AuNPs) foi eletrododepositado em um eletrodo de carbono vitreo (GCE) por
voltametria ciclica [101]. O rGO-AuNPs/GCE foi fabricado para determinar tracos de
As(lll) por voltametria de redissolucdo anddica (ASV). Nesse método, uma
microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo (EQCM) foi usada para monitorar os
processos de formacao de filmes e detectar as interacdes de espécies de arsénio com
o filme rGO-AuNPs. Sob condic¢des 6timas (pré-concentragdo a -0,35 V durante 400 s
em 0,8 M de HCI), o pico de corrente ASV por voltametria de varredura linear, foi linear
com As(Ill) de 1,0x10® a 5,0x10° mol L%, com uma sensibilidade de 12,2 pA pM* e
um limite de deteccgédo de 2,7x10° mol L2, Este método foi aplicado com sucesso para
analises de As(lll) em amostras reais de agua.

Um sensor baseado em 6xido de grafeno reduzido (rGO) modificado com
nanoparticulas de prata (AgNPs) foi desenvolvido para a oxidacdo do horménio estriol

[102]. A morfologia e 0 comportamento eletroquimico do compoésito rGO-AgNPs foram
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caracterizados por microscopia eletrénica de varredura e voltametria ciclica,
demonstrando que as AgNPs foram incorporadas em rGO. A transferéncia de um
elétron da molécula de estriol para o eletrodo de trabalho a + 0,45 V, e a consequente
perda de ion H* para a solu¢éo tampao foram confirmadas combinando experimentos
eletroquimicos e técnicas de modelagem molecular. O eletrodo de carbono vitreo
modificado com o compdésito rGO/AgNPs foi otimizado para a determinacgéo de estriol
utilizando voltametria de pulso diferencial, atingindo limite de detecgéo de 2,1x10% mol
Lt para o hormonio estriol. Os valores de reprodutibilidade e repetibilidade obtidos
foram 1,5 e 1,3%, respectivamente. O GC/rGO-AgNPs foi aplicado com sucesso na
determinacao de estriol em amostras de 4gua de torneira e urina sintética.

N&o ha davida de que as nanoparticulas metalicas e os nanocompdsitos
de grafeno tém grande potencial em aplicacdes eletroaniliticas, dessa forma, o
horizonte para sistemas baseados em nanomateriais de carbono decorados com
nanoparticulas de metal, podem fornecer sensores eletroquimicos de alto
desempenho, em razado disso a busca por sistemas mais eficientes e ambientalmente

benéficos é indispensavel.

2.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Segundo a IUPAC cromatografia € um método fisico de separacdo no qual
0Ss componentes a serem separados se distribuem entre duas fases, uma estacionaria
e outra que se movimenta numa direcdo definida, fase modvel [103]. Os fatores
envolvidos nesse processo de separacdo incluem caracteristicas moleculares
relacionadas a adsorcdo (liquido-sélido), particdo (liquido-sélido) e afinidade ou
diferencas entre seus pesos moleculares [104,105]. Existem varios critérios usados
para classificar a cromatografia, sendo os mais comuns relacionados a técnica
empregada, ao mecanismo de separacao e as caracteristicas fases utilizadas [105].

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é uma das técnicas analiticas de
separacdo mais utilizadas para fins qualitativos e quantitativos, esta técnica possui
diversas aplicacbes praticas, tais como na industria farmacéutica [106], ambiental
[107], alimentos [108] e forense [109]. As raz0es sdo caracteristicas como
confiabilidade, possibilidade de ajuste da técnica, versatilidade de aplicacdo e

automacao.
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Entre as técnicas analiticas, HPLC tém sido uma das mais utilizadas para
a determinacédo de compostos fendlicos, devido ao seu elevado poder de separacao
e possibilidade de acoplamento de diferentes sistemas de deteccdo [110,111]. A
andlise de antioxidantes por HPLC é normalmente realizada no modo de fase reversa,
empregando principalmente colunas C8 e C18 [112,113], tendo como vantagens as
interacdes fracas entre os antioxidantes e a fase estacionaria, a compatibilidade desta
fase com a maioria dos solventes usados e a excelente seletividade para separacao
destes compostos fendlicos [112-115]. A eluicdo em gradiente frequentemente tem
sido descrita, empregando solventes organicos como metanol, acetonitrila
(amplamente utilizados por sua seletividade e baixa viscosidade) e solu¢cfes aguosas
de tampéo [112,114].

Quanto aos sistemas de deteccdo, sdo frequentemente empregados
detectores UV, de arranjo de diodos, e espectrometria de massas. Como a maioria
dos antioxidantes sdo eletroativos, a deteccdo eletroquimica € passivel de ser
empregada em HPLC, a conjugacdo da eficiéncia de separacdo da técnica
cromatografica com a seletividade e sensibilidade das técnicas eletroquimicas
constitui um método promissor para determinagcdes rotineiras. Em termos de
caracteristicas desejaveis, sempre que possivel, € desejavel a utilizacdo de eluicao
isocrética, visto que a eluicdo por gradiente pode levar a problemas como maior
complexidade de analise, baixa reprodutibilidade, aumento do diferencial do detector
e necessidade de tempo de reequilibrio [116,117].

Um método usando cromatografia de fase reversa foi desenvolvido para
determinacdo de 2,6-di-terc-butilfenol em Irganox 1425 [118]. A separacao foi
realizada em uma coluna Welch Material Ultimate XB-C18 (5 um, 150 mm 94,6 mm),
utilizando a mistura metanol-agua (0,1% HCIO4) (75/25, viv) como fase movel, e
eluicdo isocratica. A deteccao foi realizada por absor¢do de UV a um comprimento de
onda de 275 nm e o limite de deteccéo foi 0,2 ug mL*. O método apresentou excelente
repetibilidade e precisdo com desvios-padréo relativos (RSDs) inferiores a 2,0%, e
valores de recuperacao entre 98,7 e 102,3%. O método foi aplicado com sucesso para
andlise do produto industrial Irganox 1425.

Um método analitico foi desenvolvido para a determinacao de antioxidantes
fendlicos sintéticos (SPAS) e trés metabdlitos em lodo de esgoto, efluentes e agua de
rio [119]. A extracdo dos analitos foi realizada por solventes, diclorometano/hexano

3:1 a 90 °C. A coluna de silica gel foi utilizada para o procedimento de limpeza do
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extrato de lodo. Para a andlise da amostra de agua, foi utilizada a extracéo liquido-
liguido combinada com a limpeza com silica gel. Os analitos foram determinados pelo
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com deteccéo espectrometrica de
massas em modo negativo de ionizacdo por eletropulverizacdo. Os limites de
quantificacdo variaram de 0,1 a 23 ng L'; 0,1 a 20 ng L* e 0,1 a 15 ng g* para
efluentes de esgoto, agua do rio e matrizes de lodo, respectivamente. Nove analitos,
incluindo 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT), 3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzaldeido
(BHT-CHO), 2,6-di-terc-butil-1,4-benzoquinona (BHT-Q), 2,6-di-terc-butil-4-hidroxi-4-
metil-2,5- ciclo-hexadienona (BHT-quinol), 3-terc-butil-4-hidroxianisole (BHA), 4-terc-
octilfenol (4-tOP), 2,2-Metilenobis (6-terc-butil-4-metilfenol) (AO 2246), 4,4-
Butilidenebis (2-(1,1-dimetiletil)-5-metil-fenol) (AO44B25) e 1,3,5-trimetil-2,4,6-tris
(3,5-di-terc-butil-4- hidroxibenzil) benzeno (AO 330) foram identificados nas amostras,
com concentracdes variando de 1,1 a 2325 ng g* e 0 a 2510 ng L™ para matrizes de
lodo e agua, respectivamente.

Um método analitico foi desenvolvido para seis antioxidantes fendlicos
oriundos de emissdes de veiculos leves a diesel e gasolina [120]. Os veiculos foram
testados em um roteiro tipico da cidade e, com um dinamémetro suas amostras de
exaustdo foram coletadas nos filtros. Cromatografia liquida de alta performance
acoplada a espectrometria de massa (HPLC-MS/MS) foi utilizada para a determinacéo
de antioxidantes nas amostras de exaustdo. Os limites de deteccdo do método
atingiram ng/m3 no escape apds a otimizacdo das condigGes. A identificacdo e
guantificacdo mostraram que o0 método € confidvel para estes fendis em amostras de
filtro de carga. Em amostras pesadamente carregadas, existiam interferéncias de
matriz, que diminuiam as recuperacfes do substituto no filtro e no disco. No entanto,
amostras de matriz mostraram boas recuperac¢des dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) alvo. Nas amostras de emissdo de veiculos, o nivel mais alto de
HPAs foi 2,6-di-tert-butilfenol em 52,7 ng/m® (28.9 pg/mm? em filtro). A maioria dos
HPAs néao foi detectada ou esteve proximo dos limites de deteccéo.

Um meétodo de HPLC com deteccdo espectrofotometria no ultravioleta-
visivel para determinacdo simultinea de compostos fendlicos, antioxidantes
hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado (BHT), e octil metil cinamato
(OMC) em produtos para cuidados pessoais foi desenvolvido [121]. A faixa linear
estava entre 1 e 250 mg L' com desvio padréo relativo inferior a 0,25% (n = 4). Os
limites de detec¢do para BHA, BHT e OMC foram de 0,196, 0,170 e 0,478 mg L,



47

respectivamente. Enquanto os limites de quantificacéo para BHA, BHT e OMC foram
0,593, 0,515 e 1,448 mg L%, respectivamente. A recuperacéo para BHA, BHT e OMC
variou de 92,1 a 105,9%, 83,2 a 108,9% e 87,3 a 103,7%, respectivamente. As faixas
de concentracdo de BHA, BHT e OMC em 12 amostras de cuidados pessoais
comerciais foram de 0,13 a 4,85, 0,16 a 2,30 e 0,12 a 65,5 mg g, respectivamente.
As concentracfes de compostos fendlicos nestas amostras estavam abaixo da
concentracdo permitida na formulacdo de cuidados pessoais, isto é, 0,0004-10 mg g
1,0,002-5mg g, e até 100 mg g* para BHA, BHT, e OMC, respectivamente.

Uma abordagem analitica utilizando cromatografia liquida de fase reversa
isocrética (RP-LC) foi desenvolvida para a determinacao quantitativa de hidroxitolueno
butilado (BHT) em capsula de gelatina de paricalcitol [122]. O método foi capaz de
estimar BHT em concentracdo de 0,0039 pg L%, e separar o BHT do composto
principal do paricalcitol e outros excipientes a base de 6leo. O método foi desenvolvido
utilizando coluna de 5 mm ACE-C18 (250 x 4,6 mm) com fase mdvel contendo uma
mistura de solvente A (agua) e solvente B (metanol) na proporcdo de 5:95 v/v,
respectivamente. O fluxo foi de 0,8 mL mint com temperatura da coluna de 45 ° C e
comprimento de onda de detecgdo a 277 nm. No estudo de precisao, o resultado de
BHT foi inferior a 1,5%, os limites de detecgéo, limite de quantificacdo foram 0,0013
g mL* e 0,0039 pg mL?, respectivamente, a precisdo ao nivel do LQ (0,0039 pug mL-
1) foi de 6,2%. O método apresentou linearidade na faixa de concentracdo de 0,0039-
0,64 pg mL1. Os valores de recuperacgdo para o BHT variaram entre 98,8 a 104,8%.

Uma estratégia analitica combinou o método quimiométrico e cromatografia
liguida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia (HPLC-FLD), para a
determinacao simultanea de sete antioxidantes fendlicos em seis tipos de amostras
de 6leo [123]. Ap6s uma simples etapa de diluicdo, as amostras de 6leo puderam ser
diretamente injetadas na coluna, os dados foram medidos em um curto espaco de
tempo com sistema de eluicdo gradiente. Uma vez que os picos cromatograficos e
espectrais dos analitos e interferentes estavam fortemente sobrepostos, foi necessario
adotar o método de calibracdo de segunda ordem, baseado no algoritmo alternativo
de decomposicéo trilinear (ATLD) que explorou totalmente a vantagem de segunda
ordem. A resolucado bem-sucedida foi obtida na presenca de diferentes interferéncias
de matriz em amostras de 0leo, e a abordagem desenvolvida permitiu a quantificacao
dos antioxidantes em Oleos vegetais comestiveis, sem a necessidade de aplicar

etapas de pré-concentracdo ou extracao. A faixa linear para os antioxidantes sintéticos
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foram: 3,14-31,36; 0,40-12,80; 0,42-3,78; 0,28-2,84; 4,61-41,51; 2,02-18,18 e 4,11-
18,50 pug mlt para PG, TBHQ, NDGA, BHA, OG, DG e BHT, respectivamente. Os
limites de detecg¢édo foram: 19,330; 20,70; 12,90; 9,70; 574,50; 176,80 e 41,20 ng ml*
para PG, TBHQ, NDGA, BHA, OG, DG e BHT, respectivamente.

Uma metodologia cromatogréfica foi desenvolvida para andlise quantitativa
de antioxidantes fendlicos sintéticos: propil galato (PG), 2,4,5-tri-hidroxibutirofenona
(THBP), terc-butilhidroquinona (TBHQ), acido nordihydroguaiaretic (NDGA),
etoxiquina (EQ), 3-terc-butil-4- hidroxianisol (BHA), galato de octilo (OG), 2,6-di-terc-
butil-4-hidroximetilfenol  (lonox-100), dodecil galato (DG), 3,5-di-terc-butil-4-
hidroxitolueno (BHT), em cinco tipos de amostras de 6Oleo [114]. A calibracdo de
segunda ordem, com base em um algoritmo de decomposicao trilinear foi utilizado
para modelar os dados tridirecionais, de picos sobrepostos, fazendo a determinacgéo
e resolucdo dos antioxidantes fendlicos em 6leos. A recuperagdo média do método
para os antioxidantes variou entre 94,9 e 106,1%, os dez analitos foram determinados
com limites de deteccédo de 0,18 - 5,72 ug mlt. Os limites de deteccdo foram: 0,85;
0,38; 0,18; 1,61; 1,01; 0,55; 0,95; 4,73; 5,72; 1,62 ug ml! para PG, THBP, TBHQ,
NDGA, EQ, BHA, OG, lonox-100, DG e BHT, respectivamente.

2.4.4. Detectores eletroquimicos em HPLC

Entre os detectores acoplados a cromatografia liquida de alta eficiéncia, os
mais populares sdo os de ultravioleta-visivel (UV-VIS), fluorescéncia, espectrometria
de massas e eletroquimico [106,110,117]. Devido as caracteristicas dos antioxidantes,
tais como polaridade, carater idnico e basicidade, estes compostos sao tipicamente
determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia [42-48]. Assim sendo,
métodos empregando diferentes detectores tém sido frequentemente propostos [124-
128].

Métodos com detector de indice de refracdo foram empregados, no
entanto, devido a elevada sensibilidade do detector a mudanca na composicédo da
fase movel e temperatura, este método ndo tém sido muito adequados para
guantificacdo [128]. Detectores de dispersao de luz evaporativo (ELSD) e de aerossol
carregado (CAD) baseados no principio de nebulizar o eluente em um aerossol de
goticulas finas, permitem a quantificacdo sem derivatizacdo, todavia os maiores

problemas dizem respeito ao emprego de uma fase madvel volatil, além disso, ndo
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apresenta um comportamento linear numa ampla faixa de trabalho [113,116,128]. A
deteccdo direta usando detector UV e fluorescéncia € possivel para alguns
antioxidantes, quando possuem grupos cromoforos, porém a seletividade destes
métodos nem sempre é adequada. Procedimentos de derivatizacdo pos-coluna tém
sido descritos a fim de melhorar a detectabilidade e seletividade nesses sistemas
[104,117,129]. Outros inconvenientes sdo a necessidade de controle rigoroso da
temperatura da reacao de derivatizacdo, consideravel tempo de analise, e ocorréncia
de subprodutos da reacdo, e reacdes incompletas que podem levar a erros na
qguantificacao [110,128]. Varios métodos de HPLC combinados com espectrometria
de massas também tém sido reportados, contudo, apesar do detector ser altamente
seletivo e permitir a confirmacdo de identidade, € uma técnica que requer um
investimento relativamente alto, o qual ndo € possivel para muitos laboratérios que
realizam analises de rotina [111,128].

Os detectores eletroquimicos podem ser usados para compostos que, ao
serem oxidados ou reduzidos nos eletrodos de trabalho, produzem corrente a partir
das reac0Oes eletroquimicas [128]. Esse tipo de deteccdo oferece vantagens sobre a
deteccdo espectrofotométrica, especialmente em espécies que ndo possuem grupos
cromoforos ou quando presentam baixo coeficiente de absorbancia molar [130-132].
Apresenta também vantagens sobre a detecc¢ao fluorimétrica de analitos eletroativos
gue nao tém propriedades fluorescentes, porque ndo necessita da derivatizacéo
[128,133].

A deteccéo eletroguimica combinada a HPLC constitui-se uma ferramenta
analitica potente, quando se deseja determinar compostos em baixas concentracées
em amostras de composicao quimica altamente complexa como os biocombustiveis.
Visto que, os compostos eletroativos que eluem da coluna cromatografica, séo
previamente separados, diminuindo a ocorréncia de interferentes [133,134].
Adicionalmente, a seletividade da deteccdo eletroquimica contribui para a
simplificacdo da etapa de preparo da amostra, diminuindo a necessidade de se
empregar grandes quantidades de amostra e de solventes organicos, normalmente
exigidos na etapa de preparacao da amostra [128,130,131]. Tais vantagens reduzem
o tempo da analise, diminui o0 consumo de reagentes, além de minimizar perdas com
solventes, e simplifica o preparo da amostra, além disso esse conjunto de fatores

contribui para melhor reprodutibilidade do sinal analitico e dos resultados da analise.
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Entre os detectores eletroquimicos empregados, 0os mais explorados séo
coulométricos, amperométricos e condutimétricos devido a vantagens, como
sensibilidade, seletividade e instrumentacéo de baixo custo [130,135]. Os detectores
amperomeétricos tém vantagens sobre os demais, em raz&o da relacdo sinal/ruido
mais satisfatéria, configuracdo mais simples, proporcionando alta sensibilidade em
relacdo a técnicas potenciométricas. Esses fatores contribuem para menores limites
de deteccéo e quantificacdo, que € ideal para analises a nivel traco [128,133].

Os eletrodos utilizados como detectores em HPLC podem ser divididos em
trés classes: eletrodos metalicos, de carbono e eletrodos quimicamente modificados
(EQM). Estes ultimos oferecem vantagens em relacéo a outros detectores comumente
utilizados em HPLC, caracteristicas que tém justificado as muitas aplicacées em
diversas areas, tais como: alimenticia [49], ambiental [139], e de bioenergia [137].

Um eletrodo de grafite poroso foi utilizado para determinacao eletroquimica
de antioxidantes fendlicos, ap6s separacédo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
[136]. A andlise da amostra péde ser realizada em menos de 10 min, com uma
sensibilidade de 0,1 pg mL* e um desvio padréo relativo de 2,5%. Uma comparagéo
com cromatografica a gas com deteccdo por espectrometria de massa com
monitoramento ibnico selecionado (GC-MS-SIM) foi realizada. A sensibilidade do
método GC-MS-SIM foi de 2 pug mL* com desvio padréao relativo de 3,1%. As faixas
lineares obtidas foram 5-100 pg mL* para todos os antioxidantes, e os limites de
deteccéo foram 0,005; 0,05 e 0,002 ug mL* para 2,6-di-terc-butilmetilfenol, 2,4-dimetil-
6-terc-butilfenol e 2,6-di-terc.-butilfenol, respectivamente [136].

Um eletrodo de carbono vitreo quimicamente modificado com
nanoparticulas de niquel (NiNPs) acoplado a cromatografia liquida de fase reversa
com deteccdo amperométrica pulsada (RP-HPLC-PAD) foi utilizado para a analise
quantitativa de furfural e 5-hidroximetilfurfural, em amostra real de hidrolisado de
bagaco de cana-de-agucar [137]. A separacdo cromatogréafica foi realizada em
condicdes isocraticas (acetonitrila/agua, 1:9) com vazédo de 1,0 mL min, o potencial
de deteccdo empregado foi de -50 mV vs. Pd. As curvas analiticas apresentaram
limites de deteccéo de 4,0x1077 e 4,3x107" mol L, limites de quantificacdo de 1,3x1076
e 1,4x107® mol L* para furfural e 5-hidroximetilfurfural, respectivamente. Os valores
de concentracdo encontrados na amostra foram 1,54+0,02 g kg! para 5-
hidroximetilfurfural e 11,5+0,2 g kg para furfural. O método desenvolvido pode ser

utilizado para a deteccédo de aldeidos furanicos sem a interferéncia de outras espécies
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eletroativas, além de ter apresentado outras caracteristicas como resolucao de pico,
repetibilidade analitica, sensibilidade e precisdo adequadas.

Um meétodo analitico baseado em cromatografia liquida de ultra
performance acoplado a um eletrodo modificado foi desenvolvido para a determinagéo
simultdnea de antioxidantes fenodlicos [138]. O eletrodo de carbono impresso (SPCE)
foi modificado com uma tinta condutora contendo grafeno e nanocompoésito de
polianilina (G-PANI). Comparado ao eletrodo impresso ndo modificado, o eletrodo
modificado com G-PANI (G-PANI/SPCE) exibiu maior sensibilidade eletroquimica com
aumento (2 a 4 vezes) da corrente de pico de cada antioxidante. Quatro antioxidantes
(Acido galico (GA), epigalocatequina-3-galato (EGCG), catequina (C) e &cido cafeico
(CFA)) foram separados e determinados em 3 minutos, usando cromatografia liquida
de ultra-alta performance de fase reversa (UHPLC), com uma fase mével contendo
tampéao fosfato e acetonitrila (90:10 v/v). Sob um potencial de deteccao de -1,2 V vs.
Ag/AgCl, os limites de detecgdo obtidos para os antioxidantes foram: 1,38 ng mL?
(GA), 1,80 ng mL* (EGC), 1,94 ng mL* (C) e 1,93 ng mL? (CFA). O método
desenvolvido foi aplicado para a determinacao de antioxidantes em amostras de cha,
os resultados obtidos apresentaram valores proximos aqueles obtidos a partir de um
método UHPLC-UV padréo.

A determinacdo de &acidos fendlicos, empregando eletrodo de carbono
vitreo foi realizada ap0s separacao por cromatografia liquida de fase reversa com
deteccdo amperométrica pulsada (RP-HPLC-PAD) [139]. A separac¢ao cromatografica
foi realizada em condi¢cdes isocraticas usando 0,20 mol L' de &cido acético (pH
5,0)/agua (80:20, v / v) como fase mével, sob modo de funcionamento constante de
0,80 V. Os picos cromatograficos apresentaram alta resolucdo e separacdo. Os
intervalos lineares foram de 0,018-18 mg L'(acido gélico), 0,146-19 mg L (acido
vanilico), 0,13-17 mg L (acido caféico), 0,016-16 mg L (acido fertlico) e 0,008-17
mg L (acido p-cumarico). Os limites de deteccdo para os diferentes antioxidantes
variaram de 1,6 a 97 yg L e a precisdo variou entre 1,73 e 3,78%. Concentracdes de
19 (£ 0,51) mg Lt e 7,8 (+ 2,5) mg L foram encontrados para os acidos vanilico e
caféico, respectivamente, em uma amostra de vinhaca de cana-de-acglcar. Acidos
galico, ferulico e p-cumérico ndo foram detectados. Os resultados de recuperacéo
demonstraram que o método é preciso e pode ser usado para detectar e quantificar

acidos em vinhaca de cana-de-acucar sem influéncia de interferentes.
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Um método cromatografico de troca anibnica com detec¢cdo amperométrica
pulsada, utilizando eletrodo de diamante dopado com boro modificado com
nanoparticulas de niquel foi desenvolvido para determinar acidos organicos de
interesse industrial: &cido lactico, acido malico, e &cido tartarico [140]. A separacdo
cromatografica foi realizada em uma coluna CarboPac PA1® sob eluicdo gradiente
empregando diferentes proporcdes de 0,10 mol L de NaOH em 0,25 mol L? de
CH3COONa e agua desionizada. Os limites de deteccédo foram 1,2x10~* mol L para
acido lactico, 6,1x107° mol L* para acido malico e 2,8x10° mol L* para acido tartérico.
A concentracdo de cada &cido organico na vinhaca de cana-de-acucar foi
determinada: (1,2 + 0,3) x 10" mol L* &cido latico, (2,7 + 0,6) x 10 mol L malico
acido e (9,9 + 1,0) x 10 mol L* acido tartarico. Os valores de recuperacdo variaram
entre 97,4 e 107,6%, e demostraram que o método pode ser utilizado para analises
de rotina durante o processo de produc¢do de etanol. As principais caracteristicas do
método foram preparo de amostra ndo dispendioso e ndo demorado, sem

necessidade de solventes, tempo de execucao rapido e separacao satisfatéria.
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CAPITULO IIl: OBJETIVOS

3.1.

Objetivo geral

Desenvolvimento de detectores eletroquimicos baseados em materiais

nanoestruturados para aplicacdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia, visando

a determinagao de antioxidantes em bioquerosene de aviagéo.

3.2,

Objetivos especificos

Modificacdo dos eletrodos de carbono vitreo (GCE) com o6xido de
grafeno reduzido (rGO);

Modificacdo dos GCE/fGO com nanoparticulas metalicas: ouro
(AuNPs), niquel (NINPs) e prata (AgNPs);

Estudo do comportamento eletroquimico dos antioxidantes nos
eletrodos modificados e ndo modificados;

Caracterizacdo eletroquimica dos detectores por técnicas de
voltametria ciclica (CV) e espectroscopia de impedancia eletroguimica (EIS);

Caracterizacao morfoldgica por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e microscopia de forca atdbmica (AFM);

Desenvolvimento de metodologias analiticas para determinacéo de
antioxidantes utilizando eletrodos modificados com 6xido de grafeno reduzido
e nanoparticulas metalicas (AuNPs; NiNPs e AgNPs), utilizando estes eletrodos
como detectores amperométricos acoplado a cromatografia liquida de alta
eficiéncia;

Determinagéo dos antioxidantes em bioquerosene de aviagao,
empregando eletrodos modificados com 6xido de grafeno reduzido e
nanoparticulas metalicas, como detectores amperométricos acoplados a

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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CAPITULO IV: PARTE EXPERIMENTAL

41. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. A agua usada para
preparar as solucdes foi deionizada em um sistema Milli Q (Millipore, Billerica, MA,
EUA), resistividade de 18,2 MQ cm. Oxido de grafeno (GO, 4,0 mg mL™), hidroxido
de sbédio (NaOH = 98%), acido cloroaurico (HAuCls), sulfato de niquel (II)
hexahidratado (NiSO4.6H20 = 99%), nitrato de prata (AgNOs = 99 %), sulfato de sédio
(Na2S04 2 99%) e os antioxidantes N, N'-di-sec-butil-p-fenilenodiamina (BPA = 95%),
2,6-di-terc-butilfenol (TBP = 99%), 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT = 99%) e 2-(terc-
butil)-4,6-dimetilfenol (BMP = 99%), foram obtidos da Sigma-Aldrich. Acido nitrico
(HNO3, = 65%), etanol (C2HsOH = 96%), e acetonitrila (CH3CN = 99%) foram obtidos
da Merck. Solucdes padrdo de BPA, BMP, TBP e BHT foram preparadas pela

dissolucéo de quantidades apropriadas de antioxidantes em etanol e acetonitrila.

4.2. Medidas eletroquimicas

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma célula
eletroquimica convencional contendo os eletrodos: referéncia de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol
L), auxiliar de Pt, e de trabalho de carbono vitreo modificado com éxido de grafeno
reduzido e nanoparticulas metéalicas (ouro, niquel e prata), area aproximada de 0,07
cm?. Um potenciostato PGSTAT-30 AUTOLAB controlado pelo software NOVA 1.11
foi utilizado. As medidas de espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS) foram
realizadas utilizando um modulo FRA, em potencial de circuito aberto (OCP) e

temperatura ambiente.

4.3. Modificagcao eletroquimica do eletrodo de carbono vitreo (GCE) com 6xido de

grafeno reduzido (rGO) e nanoparticulas metalicas (NPs)

A superficie do GCE foi previamente polida mecanicamente com uma
suspensao de alumina 0,3 um em tecido feltro, e depois lavada com agua deionizada
ultrapura.

A modificacao da superficie do GCE foi realizada com base em um trabalho
publicado anteriormente [154]. Foi empregada uma suspenséo de 2,0 mg mL* de GO,

preparada em agua, e sonificada por quatro horas para que as folhas de GO fossem
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dispersas. Apods isso, a suspensédo foi diluida em Na>2SOs 0,10 mol L para uma
concentracgéo final de 0,50 mg mL* de GO. A eletroreducdo do GO na superficie do
GCE foi realizada a um potencial constante de -1,5 V (vs. Ag/AgCI) por 500 s
(condic¢bes otimizadas, como descrito no Capitulo VI).

4.3.1. Modificagao eletroquimica do eletrodo de carbono vitreo com oéxido de
grafeno reduzido e nanoparticulas ouro (GCE/rGO-AuNPs)

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram eletrodepositadas na superficie
do GCE/rGO com base em um trabalho descrito na literatura [99], utilizando aplicacéo
de potencial constante por cronoamperometria. Nesta etapa o GCE/rGO foi imerso em
solugéo de H2S0O4 0,50 mol L%, contendo HAuCl4 6,0x104 mol L1, o potencial aplicado
foi de +0,40 V (vs. Ag/AgCl), mantido constante por 120 s (condi¢cdes otimizadas).
Apoés a eletrodeposicdo, as nanoparticulas de ouro foram oxidadas em NaOH para
formacdo dos oxidos e hidréxidos de ouro. Nessa etapa, o eletrodo modificado foi
imerso em solugdo de NaOH 0,10 mol L e submetido a 30 ciclos de varredura no
intervalo de -0,30 a + 0,70 V (vs. Ag/AgCl), e velocidade de varredura de 100 mV s,
A modificacdo GCE/rGO-AuNPs foi avaliada por medidas de voltametria ciclica dos
eletrodos modificados em solucéo dos antioxidantes BHT, TBP, e BPA em NaOH 0,1

mol.L1.

4.3.2. Modificagao eletroquimica do eletrodo de carbono vitreo com oéxido de

grafeno reduzido e nanoparticulas niquel (GCE/rGO-NiNPs)

As nanoparticulas de niquel (NiNPs) foram eletrodepositadas na superficie
do GCE/rGO tomando como base trabalhos descritos na literatura [137, 154], pela
aplicacao de potencial constante por cronoamperometria. Nesta etapa o GCE/rGO foi
imerso em solugdo de NiSO4 1,5x102 mol L't em Na2S0O4 0,10 mol L%, o potencial
aplicado foi de -1,2 V (vs. Ag/AgCl), mantido constante por 60 s. Apés a
eletrodeposicdo, as NiNPs foram oxidadas em solucdo de NaOH 0,10 mol L, o
eletrodo modificado foi submetido a sucessivos ciclos de varredura no intervalo de 0,1
a 0,8 V (vs. Ag/AgCl), com taxa de varredura de 100 mV s. A modificacdo GCE/rGO-
NiNPs foi avaliada por medidas de voltametria ciclica e cronoamperometria dos

eletrodos em solucado dos antioxidantes BHT, TBP, BMP e BPA em NaOH 0,1 mol.L"
1
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4.3.3. Modificagao eletroquimica do eletrodo de carbono vitreo com oéxido de

grafeno reduzido e nanoparticulas prata (GCE/rGO-AgNPs)

As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram eletrodepositadas na superficie
do GCE/rGO, baseado em um trabalho descrito anteriormente [166]. A modificacdo foi
realizada por aplicacdo de potencial constante por meio da técnica de
cronoamperometria. Nesta etapa, o0 GCE/rGO foi imerso em solucdo de AgNOs3
2,5x10° mol Lt em HNOs 5,0x10° mol L%, o potencial aplicado foi de 0,3 V (vs.
Ag/AgCl), por 60 s. ApoOs a eletrodeposicao, as AgNPs foram oxidadas em solucéo de
NaOH 0,10 mol L%, com 30 ciclos de varredura no intervalo de -0,1 a 0,9 V (vs.
Ag/AgCI) e velocidade de varredura de 100 mV st Todos os parametros que
influenciam na formagdo das nanoparticulas foram otimizados, e a modificagéo
GCE/rGO-NIiNPs foi avaliada por medidas de voltametria ciclica dos eletrodos em
solucéo dos antioxidantes BHT, TBP, BMP e BPA em NaOH 0,1 mol.L.

4.4. Caracterizagao

As técnicas de voltametria ciclica (CV) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) foram utilizadas para caracterizacdo eletroquimica. O
comportamento dos antioxidantes BHT, TBP, BMP e BPA em eletrodos modificados
e ndo modificados foi investigado por voltametria ciclica e amperometria pulsada.

As caracterizacdes morfologicas dos eletrodos modificados foram
realizadas com placas de carbono vitreo (area 1,0 cm?), utilizando um microscépio
eletrénico de varredura com campo de emissédo de elétrons (SEM-FEG) marca Jeol,
modelo JSM 7500F. A morfologia de superficie também foi caracterizada por
microscopia de forca atdmica (AFM), em um equipamento da marca Bruker
nanoscope V. As superficies modificadas foram analisadas em um suporte de amostra
de 2,0 um x 2,0 ym e a area de amostra foi exibida com uma resolugao de 256 x 256
pixels, sendo a velocidade de varredura de 2,0 um s*. Todas as caracterizacdes

morfologicas foram realizadas no Laboratério de Microscopia Avancada, LMA-1Q.

4.5. Analises cromatograficas
Os experimentos cromatogréficos foram realizados em um cromatdgrafo de
ions 850 Professional IC Cation-HP-Gradient (Metrohm), com modulo extensor 872

(pbs-coluna) e loop de 20 pL, acoplado a um amostrador Compact Autosampler 863
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(Metrohm). As separagfes cromatograficas dos antioxidantes foram realizadas com
uma coluna Luna® 3 um C18 100 A, 150 x 4,6 mm, a temperatura utilizada no forno
da coluna foi de 30 °C e no detector de 35 °C.

As medidas cronoamperométricas pulsadas em fluxo continuo foram
realizadas utilizando um detector amperométrico Modelo IC (Metrohm) e uma célula
eletroquimica Wall-Jet com trés eletrodos: eletrodo de trabalho de carbono vitreo
modificado com oxido de grafeno reduzido contendo nanoparticulas de ouro
(GCE/rGO-AuNPs), niquel (GCE/rGO-NiNPs) ou prata (GCE/rGO-AgNPs) de 3,0 mm
de diametro, eletrodo de pseudo-referéncia de paladio (Pd) e um eletrodo auxiliar de
aco inoxidavel. O software MaglC Net™, versao 3.1, foi utilizado para a aquisicdo e
processamento dos cromatogramas.

A separacdo dos antioxidantes foi realizada por eluicdo isocratica. A
composicdo da fase movel, a forca de eluicdo dos solventes e a vazdo foram
otimizadas. A fase movel consistiu de uma mistura de dois eluentes: acetonitrila
(eluente A) e agua deionizada com 1,0% de acido acético (eluente B). Os testes
cromatograficos foram realizados com uma bomba pés-coluna, com uma solucéao de
hidréxido de sddio, para manter a forca ibnica constante no detector eletroquimico.

Solugbes padrédo dos antioxidantes foram preparadas na fase mével. As
curvas analiticas foram construidas e os limites de deteccéo foram calculados como
3,3xSD/S, onde SD é o desvio padrdo do intercepto, e S inclinacdo da curva de
calibracdo. O intervalo linear, a sensibilidade amperométrica, o coeficiente de
correlacao e arepetibilidade foram avaliados. A validagdo do método foi realizada para
a determinacdo simultanea de quatro antioxidantes, através de estudos de

recuperacao.

4.6. Preparo de amostras

A amostra de bioquerosene foi obtida de uma industria local, regido de
Araraquara — SP / Brasil. Antes de ser injetada na coluna, a amostra foi filtrada (filtros
Millipore 5,0 e 0,47 um), e entdo diluida na fase movel com fator 1:100 para a
determinacao de BPA, TBP, BMP e BHT. O método de adicao de padréo foi utilizado
para determinar a concentracdo dos antioxidantes presentes na amostra. Para isso,
guatro diferentes niveis de concentracdo foram utilizados para cada antioxidante nas

amostras (7,5x10° a 5,0x10° mol L?).
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CAPITULO V: DETERMINACAO AMPEROMETRICA DE ANTIOXIDANTES EM
BIOQUEROSENE DE AVIAGAO POR CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA,
UTILIZANDO ELETRODOS MODIFICADOS COM OXIDO DE GRAFENO REDUZIDO E
NANOPARTICULAS DE OURO

51. RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1.1. Comportamento eletroquimico dos antioxidantes no eletrodo de carbono
vitreo ndo modificado (GCE), e modificado com oéxido de grafeno reduzido
(GCE/rGO)

O comportamento eletroquimico dos antioxidantes BHT, TBP e BPA
utilizando eletrodos modificados e ndo modificados foi estudado por voltametria
ciclica, na faixa de potencialde 0 a 1,6 V vs Ag/AgCl em NaOH 0,1 mol L e velocidade
de varredura de 50 mV s. Os voltamogramas ciclicos para o GCE na presenca e na
auséncia dos antioxidantes BHT, TBP e BPA 1,0x10* mol L'* em NaOH 0,1 mol L1,
estdo apresentados na Figura 4. Pode-se observar que os voltamogramas néao
apresentam picos de oxidacdo ou reducao significativos, no intervalo de potencial
estudado. Indicando, portanto, a necessidade de modificacdo da superficie do GCE
com materiais que promovam a eletrooxidagédo dos antioxidantes. Esses resultados
estdo de acordo com outros trabalhos da literatura, que tém demonstrado a
necessidade de modificacdo da superficie de eletrodos para determinacdo de
antioxidantes [36,39,40].

Diferentes materiais nanoestruturados tém sido empregados visando
melhorar a determinacdo analitica de antioxidantes [26,64, 88,97,138]. Dentre estes,
o grafeno tem sido bastante empregado, principalmente em razdo das suas
propriedades eletrdnicas, Opticas, mecanicas e térmicas [141-142]. Nesse sentido, 0
GCE foi modificado com GO e sua eletrorreducéo foi investigada por voltametria

ciclica no intervalo de potencial de -0,1 a -1,6 V, em Na2S04 0,1 mol L (Figura 5).
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Figura 4 - Voltamogramas ciclicos do GCE na presenga e na auséncia de (A) BHT, (B) TBP e (C) BPA 1,0x10*
mol L' em NaOH 0,1 mol L. v = 50 mV s'. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

O GCE foi modificado pela deposicdo de 10 pL de GO (1,0 mg mL* em
agua deionizada), e seco a temperatura ambiente, em seguida, as medidas
voltamétricas foram realizadas a 50 mV s*. O primeiro voltamograma obtido apresenta
um pico catddico em -1,5 V, que pode ser atribuido a reducdo dos grupos funcionais
presentes nas folhas de grafeno [84,143]. A partir do segundo ciclo voltamétrico o pico
catédico da reducdo do GO diminui consideravelmente e desaparece ap0s VAarios

ciclos voltamétricos, indicando, portanto, que o GO foi reduzido de forma irreversivel
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na superficie do GCE (Figura 5). Um mecanismo geral para a reducao eletroquimica

do GO foi proposto por Raj e John, de acordo com a Equacéo 1 [144]:

GO + aH* + bee — grafeno + ¢ H20 (Equacéao 1)
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Figura 5: Voltamogramas ciclicos do GCE/rGO 1,0 mg mL-" em Na2SO4 0,1 mol L-*. v = 50 mV s-. 1° ciclo ao 15°
ciclo. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

A eletro-oxidacao dos antioxidantes BHT, TBP e BPA foi investigada por
voltametria ciclica, empregando o GCE modificado com 6xido de grafeno reduzido
(GCE/rGO) em NaOH 0,1 mol L. Os resultados obtidos mostram que os antioxidantes
nao apresentaram picos de oxidagao significativos, no intervalo de potencial estudado
sobre a superficie do GCE/rGO em meio alcalino (Figura 6). Esses resultados
sugerem a necessidade de modificacdo do GCE/rGO com nanoparticulas metalicas,

gue promovam a eletrooxidacdo desses compostos.
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Figura 6 - Voltamogramas ciclicos do GCE/rGO na presenga e na auséncia de BHT, TBP e BPA 1,0x10-* mol L

em NaOH 0,1 mol L. v =50 mV s'. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

5.1.2. Comportamento eletroquimico do eletrodo de carbono vitreo modificado com

oxido de grafeno reduzido e nanoparticulas de ouro (GCE/rGO-AuNPs)

Apesar das propriedades atrativas do grafeno, modificag6es quimicas e/ou

funcionaliza¢des tém sido frequentemente utilizadas para melhorar suas propriedades

estruturais, fisico-quimicas e de conducéao [97-99]. Nesse sentido, nanoparticulas de

metais nobres como Pt, Au e Ag tém recebido muita atencdo em catalise devido as

suas propriedades fisicas e quimicas. As nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém sido

amplamente utilizadas em diversas aplicacfes devido a excelente condutividade, e
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grande é&rea superficial [39,40,97,145]. Assim, foi realizado a eletrodeposi¢do de
nanoparticulas de ouro sobre a superficie do GCE/rGO, a fim de promover a
eletrooxidacédo dos antioxidantes BHT, TBP e BPA.

Apo6s a modificacdo do GCE com rGO, as nanoparticulas de Au foram
eletrodepositadas na superficie do GCE/fGO, utilizando a técnica de
cronoamperometria a potencial constante de 0,4 V, por 90s. Apés a formacéo das
nanoparticulas na superficie do GCE/rGO, o eletrodo foi imerso em solucdo de NaOH
0,10 mol L para formar os éxidos e hidréxido de ouro. Este passo foi realizado por
voltametria ciclica no intervalo de potencial de - 0,30 a 0,7 V durante 30 ciclos. A
formacdo de AuOH é mostrada no voltamograma da Figura 7. O voltamograma
apresenta cinco picos: (I) um pico a -0,05 V, correspondente a adsorcao de ions
hidroxila na superficie das nanoparticulas de ouro (Equacéao 2); picos (Il) e (lll) a 0,33
V e 0,44 V, correspondendo a regido de formacao de 6xidos de ouro (6xidos de ouro
de baixa valéncia a 0,33 V, e 6xidos de ouro de alta valéncia a 0,44 V) - Equacéo 3; e
os dois picos em (IV) 0,13 V e (V) -0,16 V que aparecem durante a varredura catodica,

correspondem a reducédo de AuO e dessorcao de OH, respectivamente [145-149].

Au+OH  — > Au(OH)ads + € (Equacao 2)

AUu(OH)ags — > AuU(O)ads + H* + e (Equacéo 3)

A formacdo de nanoparticulas na superficie do eletrodo é influenciada
diretamente por fatores como: potencial aplicado, tempo de deposi¢éo e concentracao
de HAuCls. Estudos anteriores tém relatado a influéncia desses fatores na forma,
tamanho e quantidade de nanoparticulas que recobrem a superficie do eletrodo
[37,97,98,99, 145]. Esses estudos descrevem a obtencdo de particulas de ouro
uniformemente distribuidas sobre as folhas de rGO com tamanhos menores que 100
nm sob condi¢Bes de potencial proximo de +0,4 V e tempos de deposicao de até 200
s. Com base nisso, todos esses parametros foram otimizados (Figura 8). Para analisar
as melhores condi¢cdes na formacdo das AuNPs, os estudos foram avaliados em
termos de oxidac&o de 1,0 x 10 mol L* de BHT por voltametria ciclica em NaOH 0,10
mol L. As nanoparticulas de ouro foram eletrodepositadas no GCE/rGO usando

6,0x10* mol L'* de HAuUCI4 e aplicando um potencial constante de +0,4 V por 120 s.
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Figura 7 - Voltamograma ciclico do GCE/rGO-AuNPs em 0,10 mol L' NaOH, apos 30 ciclos. v = 50 mV s'. Fonte:
elaborado pelo autor, 2019
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A Figura 9 apresenta voltamogramas ciclicos do GCE/rGO-AuNPs em
solucdo de NaOH 0,10 mol L1, no intervalo de velocidade de varredura de 10 a 750
mV s1. Os picos catddicos e anddicos responderam linearmente com a raiz quadrada

da velocidade de varredura, indicando que o processo de eletro-oxidac&o é controlado
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por difusdo [150]. Na Tabela 3, sdo apresentados os parametros obtidos das correntes

de picos anddicos e catodicos com a raiz quadrada das velocidades de varredura.
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Figura 9 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de velocidade: 10 a 750 mV s-', GCE/rGO-AuNPs em solucéo de
NaOH 0,10 mol L-'. (B) Correlagdes lineares de lpa versus (v)'2. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Tabela 3: Parametros obtidos a partir das correlages lineares da Figura 9. n= 3

Pico Faixa Linear Equacdo da Regressao Coef. de
(mV s )12 Linear Correlacéo
P1 y =-3,2x107 + 1,9x10"'x 0,993
P2 y =-1,0x10° + 4,9x10""x 0,992
P3 32-174 y =-1,2x10° + 2,2x10°x 0,989
P4 y =-1,9x10° - 3,8x10°%x 0,991
P5 y =-4,4x10° - 9,1x107x 0,995

Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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5.1.3. Caracterizagdao morfolégica e eletroquimica do eletrodo modificado com

oxido de grafeno reduzido e nanoparticulas de ouro

As morfologias do GCE/rGO e GCE/rGO-AuNPs foram caracterizadas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia de forca atdbmica (AFM). A
Figura 10 mostra as imagens MEV dos eletrodos ndo modificados e modificados com
rGO e AuNPs. A figura 10-A apresenta uma superficie rugosa tridimensional; que
confirma a modificacdo do GCE com rGO. Na Figura 10-B, observa-se a modificacdo
de GCE/rGO com AuNPs, que possuem formato esférico, dispersas na superficie do
rGO. A Figura 10-C mostra os espectros de EDX, que apresenta picos de carbono (C),
oxigénio (O) e ouro (Au), confirmando a presenca de nanoparticulas de ouro na
superficie da rGO. O histograma apresentado na Figura 10-D mostra um diametro
médio de 58 + 10 nm. Estudos anteriores mostraram que particulas pequenas tendem
a aumentar o efeito catalitico, expresso como correntes de oxidagdo maiores e um
deslocamento negativo de valores potenciais [99,145]. Isso pode ser atribuido a
melhor dispersdo de nanoparticulas menores na superficie dos eletrodos [151].

A analise morfolégica por AFM 3D também foi realizada, e permitiu analisar
fatores relacionados a espessura e rugosidade da modificagcédo. Na Figura 11-A, pode-
se observar que o eletrodo foi homogeneamente modificado por rGO, a espessura do
filme foi de 19,2 nm e rugosidade de 3,06 nm. Alteracdes na espessura e rugosidade
foram observadas quando o eletrodo foi modificado com AuNPs, os valores obtidos
foram de 76,8 nm e 6,89 nm, respectivamente. Estas diferencas mostram que a
eletrodeposicdo de AuNPs sobre GCE/rGO foi realizada com sucesso, confirmando

gue a modificag&o obtida foi uniforme e compacta.
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Figura 10 - Imagens MEV de: GCE/rGO (A), GCE/rGO-AuNPs (B), Analise EDX da superfie de GCE/rGO-AuNPs
(C). Histograma do didmetro das nanoparticulas (D). Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Figura 11 - Imagens de AFM: eletrodo modificado com rGO; (A) eletrodo modificado com rGO-AuNPs (B). Fonte:

elaborado pelo autor, 2019
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A modificacdo do eletrodo também foi estudada por voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica. A caracterizacao foi realizada utilizando
uma solucéo de 1,0x102 mol L* K3[Fe(CN)s] em KCI 0,10 mol L. Na Figura 12-A, um
aumento significativo € observado nas correntes de pico anddica e catddica, apos a
modificacdo do GCE com rGO (curva b) e rGO/AuNPs (curva c). Esse comportamento
pode ser atribuido ao aumento da area superficial causado pelos nanomateriais no
eletrodo, que facilitam a transferéncia de elétrons. A Figura 12-B mostra os diagramas
de Nyquist, onde GCE/rGO (curva b) e GCE/rGO-AuNPs (curva c) sao caracterizados
por um arco capacitivo, seguido por um segundo comportamento em baixa frequéncia
(0,10 Hz a 100 kHz), que ¢€ atribuido a fenbmenos difusionais [152]. O circuito elétrico
equivalente proposto (Insercdo na Fig. 12-B) é baseado nas caracteristicas dos
espectros de impedéancia, onde Rs corresponde a resisténcia da solucdo, Q € a
capacitancia de dupla camada elétrica, Rct € a resisténcia de transferéncia de carga,
e W é a impedancia de Warburg [150,152].

Os resultados de EIS foram avaliados em termos de Rct, que corresponde
ao segundo intercepto do semicirculo na Figura 12-B. Os valores de Rct obtidos foram
progressivamente menores para eletrodos de GCE (0,82 KQ), GCE/rGO (0,65 KQ) e
GCE/rGO-AuNPs (0,40 KQ). Estes resultados confirmam o sucesso da metodologia
envolvendo a modificacdo do eletrodo com rGO e AuNPs, o que contribuiu para

melhorias significativas na transferéncia de elétrons e condutividade.
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Figura 12 - Voltamogramas ciclicos (A); Diagramas de Nyquist (B), em potencial de circuito aberto (OCP): GCE
(a), GCE/rGO (b), GCE/rGO-AuNPs (c), em 1,0x10-3 mol L Fe[(CN)e}*3- € 0,10 mol L KCI, v=50 mV s'. Fonte:
elaborado pelo autor, 2019
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5.1.4. Comportamento eletroquimico dos antioxidantes

O comportamento eletroquimico dos antioxidantes BHT, TBP e BPA em
diferentes eletrodos foi estudado por voltametria ciclica. A Figura 13 mostra os
voltamogramas ciclicos para o GCE modificado com o6xido de grafeno reduzido
(GCE/rGO), e GCE modificado com 6xido de grafeno reduzido e nanoparticulas de
oxido de ouro (GCE/rGO-AuNPs), na auséncia e presenca dos antioxidantes em
NaOH 0,1 mol L.

Os resultados da Figura 13 mostram que os analitos ndo apresentaram
picos de oxidacgédo no intervalo de -0,3 a 0,7 V nas superficies do GCE/rGO. Todavia,
sobre a superficie GCE/rGO-AuNPs, os antioxidantes BHT, TBP e BPA apresentaram
picos de oxidacao bem definidos em 0,24 V (Fig. 13-A), 0,26 V (Fig. 13-B) e 0,27 V
(Fig. 13-C) vs Ag/AgCI, respectivamente. O elevado ganho de corrente observado,
pode ser atribuido as nanoparticulas de ouro, que em meio alcalino geram as espécies
Au(OH)ads (Equacéo 3), que apresentam uma elevada atividade eletrocatalitica [146-
148]. A oxidacdo de BHT em GCE/rGO-AuNPs, em meio alcalino, pode estar
associada a interacdo entre a molécula do antioxidante e as espécies OH™ adsorvidas,
conforme Equacdo 5. Os outros antioxidantes apresentam comportamentos

semelhantes.

Au+OH — AuU(OH)ags + €

2AU(OH)ads + C15H240 =™ 2Au + C1sH220 + 2H20 (Equagéo 5)
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Figura 13 - Voltamogramas ciclicos para GCE/rGO e GCE/rGO-AuNPs na auséncia e presenga de BHT, TBP e
BPA 1,0x10 mol L' em NaOH 0,1 mol L. v = 50 mV s™'. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Estudos de velocidade de varredura foram realizados do GCE/rGO-AuNPs
em meio alcalino na presenca de cada um dos antioxidantes. A Figura 14 apresenta
0s voltamogramas ciclicos do GCE/rGO-AuNPs em NaOH 0,10 mol L no intervalo de
velocidade de varredura de 10 a 750 mV s, na presenca de 1x10“ mol L'* de BHT
(Fig. 14-A), TBP (Fig. 14-B) e BPA (Fig. 14-C). Os picos anddicos, referente a
oxidacao dos analitos, responderam linearmente com a raiz quadrada da velocidade
de varredura no intervalo de 10 a 750 mV s. Na Figura 14-D sdo apresentadas as
relacdes lineares das correntes de pico anddicas com a raiz quadrada da velocidade,
0s parametros obtidos a partir das correlacoes lineares estdo apresentados na Tabela
4. Esses resultados indicam que as reacdes de transferéncia de elétrons dos
antioxidantes BHT, TBP e BPA séo controladas por difuséo [150].
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Figura 14 - Estudos de velocidade de varredura para (A) BHT (B) TBP e (C) BPA 1,0x10-* mol L'" em NaOH 0,1
mol L" sobre GCE/rGO-AuNPs. (D) Dependéncia de lra2 com v2 para a oxidagédo de (a) BHT (b) TBP e (c) BPA
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Tabela 4 - Pardmetros obtidos a partir das correlages lineares da Figura 14-D. n= 3

Pico Faixa Linear Equacédo da Regressao Coef. de RSD
(mV s1)0° Linear Correlacéo (%)
BHT y =5,5x10° + 2,0x10x 0,997 2,9
TBP 32-274 y =2,8x10° + 6,6x10'x 0,995 3,1
BPA y =1,6x10° + 2,9x10°x 0,991 2,4

Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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5.1.5. Estudo da concentragao dos antioxidantes

No intuito de avaliar a viabilidade do método proposto, adi¢des sucessivas
dos antioxidantes em meio alcalino foram realizadas no intervalo de concentracdo de
7,5x10% a 5,0x10* mol L1. A partir dos estudos de voltametria ciclica curvas analiticas
gue relacionam a corrente de pico com concentracdo foram construidas, Figura 15-
inseridas. A Figura 15 apresenta os voltamogramas ciclicos do GCE/rGO-AuNPs na
auséncia e apods adi¢des sucessivas de BHT, TBP e BPA em NaOH 0,1 mol L. Na
auséncia dos analitos, picos redox bem definidos foram obtidos com o GCE/rGO-
AuNPs, caracteristicos da modificacdo. Apds as adigbes de BHT (Figura 15-A), TBP
(Figura 15-B) e BPA (Figura 15-C), observa-se um aumento proporcional da corrente
de pico anddica (Ipa), enquanto a corrente de pico catédica (Ipc) diminuiu. Esse
comportamento, indica a oxidacéo eletrocatalitica dos antioxidantes pelas AUNPs, em
gue as correntes de pico anddicas dos antioxidantes aumentaram linearmente com a
concentracdo. Esses resultados demonstram, portanto, a viabilidade do GCE/rGO-
AuUNPs para determinacao dos antioxidantes.

A Tabela 5, apresenta os parametros analiticos para os trés antioxidantes.
Foi observado um comportamento linear: na faixa de concentragdo de 5,0x10° a
9,0x10* mol L para BHT segundo a equacdo Ipa = 7,7 + 2,7x10%, e coeficiente de
correlacédo de 0,996; na faixa de concentracédo 7,5x10° a 8,0x10 mol L para TBP,
segundo a equacéo Ipa = 6,8 + 2,5x10%«, correlacdo 0,995; e na faixa de concentragéo
de 5,0x10° a 9,0x10* mol L* para BPA, segundo a equacéo Ipa = 6,1 + 2,9x10*x mol
L1, coeficiente de correlagcdo 0,997.
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Tabela 5: Pardmetros analiticos para os antioxidantes BHT, TBP e BPA no GCE/rGO-AuNPs em NaOH 0,1 mol

L7.n=3
Intervalo linear LD
o r2 RSD
Antioxidantes (mol L) (mol L)
BHT 5,0x10°a 9,0x10* 3,0x10° 0,996 1,2
TBP 7,5x10° a 8,0x10* 2,8x10° 0,995 1,9
BPA 5,0x10° a 9,0x10* 3,7x10° 0,997 3,5

Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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5.1.6. Comportamento cromatografico

Visando o desenvolvimento de um novo método cromatografico com
deteccdo eletroquimica, os principais parametros foram estudados. Cromatografia
liquida de fase reversa (RP-HPLC) foi escolhida para a analise dos antioxidantes
devido a sua precisdo, versatilidade e sensibilidade [48,153]. Os estudos foram
conduzidos com uma coluna C18 que permitiu a separacdo adequada dos trés
antioxidantes (BPA, TBP e BHT). Estudos envolvendo a fase mével foram realizados,
empregando metanol, acetonitrila e isopropanol em misturas com agua ultrapura. Os
melhores resultados foram obtidos na mistura composta por acetonitrila e agua
ultrapura. Uma bomba pés-coluna foi usada com hidréxido de sddio (pés-coluna), para
manter a forca idnica no detector constante durante a analise. As condicfes de
separacdao, incluindo a forca de eluicéo do solvente e taxa de fluxo foram investigados
no modo isocratico. Adicdo de &cido acético foi investigada visando melhorar a
simetria dos picos dos antioxidantes durante a separacao.

Por meio da técnica de amperometria pulsada (PAD), a aplicacdo de uma
sequéncia de pulsos, evita a adsor¢do de produtos oriundos de reacdes de oxidacao,
sem prejudicar a analise [154]. Portanto, a deteccdo amperométrica, empregando o
GCE/rGO-AuNPs, foi estudada. Estudos anteriores empregando essa estratégia tém
demonstrado uma estabilidade superior, por longos periodos, 0 que a torna o método
bastante adequado para determinacdes rotineiras [137-140].

No método proposto, foi utilizado uma sequéncia de trés potenciais. O
primeiro pulso de potencial (E1 = 0,35 V por 400 ms) foi utilizado para condicionar o
GCE/rGO-AuNPs e medir a oxidag&o dos antioxidantes. O segundo pulso de potencial
(E2=0,75V por 150ms) & empregado para oxidar as espécies presentes na superficie
do eletrodo modificado e impedir que sejam adsorvidas. O terceiro pulso de potencial
(Es =-0,10 V por 275ms) foi aplicado para reduzir a superficie oxidada do eletrodo, e
restabelecer o sinal eletroquimico (Figura 16).

As condi¢des de separacao cromatografica com eluicdo isocratica foram
otimizadas levando-se em consideracdo: resolucdo, simetria de pico, sensibilidade e
tempo de retencdo. Primeiramente, foi avaliada a composicdo da fase mével, com
acetonitrila (ACN) e 4gua. Esses resultados indicaram que uma fase movel constituida
de 100% de acetonitrila ndo possibilita a separacado dos antioxidantes, onde os trés

analitos foram eluidos muito rapido, e no mesmo tempo de retencao (Figura 17-A). No
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entanto, a medida que diminuiu-se a for¢ca eluente, com adicdo de 5% de agua
ultrapura, houve uma separacao parcial dos dois primeiros picos, referentes aos
antioxidantes BPA e TBP, enquanto o terceiro foi separado adequadamente, porém
com assimetria. Um aumento no teor de agua na fase movel para 10% embora tenha
aumentado o tempo de andlise, possibilitou uma boa separacéo dos trés antioxidantes
e valores de area de pico maiores (Figura 17-B). Quantidades de agua mais elevadas
resultaram em picos bastante distorcidos, portanto, a propor¢cao de 90% ACN e 10%
de H:0 foi definida como a mais adequada, em termos de &rea, definicdo de picos e
tempo de retencao dos analitos.
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Figura 16 - Sequéncia de pulsos aplicada na detec¢do amperométrica dos antioxidantes. Fonte: elaborado pelo
autor, 2019

Estudos anteriores tém relatado a adicdo de acido acético na fase movel,
visando melhorar a separacdo cromatografica [45-47]. Nesse sentido, foram
realizados estudos com a adi¢ao de acido acético em até 1,5% na fase mével (Figura
18-A). Esses resultados demonstraram que baixos teores de acido acético na fase
movel tém pouca influéncia na resolucdo dos dois primeiros picos. Todavia, 1,0% de
acido acético na fase movel promoveu melhor separacdo dos antioxidantes,

principalmente no que se refere a simetria do pico referente ao BHT. Valores acima
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de 1,0% ocasionam uma diminuicdo da area, e distorcdo dos picos. Optando-se,

portanto, por acidificar a agua da fase mével com 1,0% de acido acético, Figura 18-B.
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Figura 17 - (A) Cromatogramas da otimiza¢éo da fase movel (ACN), variado de 100 a 85%. (B) influéncia da
acetonitrila na area dos picos e (C) no tempo de reten¢do. Condigbes experimentais: Coluna C18, fase mével:
ACN:H20, e NaOH 0,3 mol L' (pbs-coluna), potencial de detecgdo 0,35 V versus Pd, fluxo 0,5 mL min-'. Picos: (1)
BPA (2) TBP (3) BHT 1,0x10-° mol L-'. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Estudos do fluxo da fase movel foram realizados, a fim de verificar esse
efeito sobre os tempos de retengdes dos antioxidantes. Os cromatogramas da Figura
19-A demonstram que valores de fluxo muito pequenos resultam em uma separagao
muito lenta, indicando que os compostos estdo mais retidos na coluna. Com o fluxo

de 0,1 mL min? o tempo de separacéo foi superior a 20 minutos, enquanto que com
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0,3 mL min* a separacéo foi completa no tempo de 13 minutos, Figura 19-B. Todavia,
fluxos mais elevados (0,5 e 0,75 mL min't) prejudicaram a separacéo, em que todos
0s compostos foram eluidos em tempos muito proximos (Figura 19-A). Portanto, o
fluxo mais adequado foi 0,3 mL min-*. A eluicdo dos compostos ocorreu sob condi¢cdes

otimizadas de temperatura: 30 °C (coluna) e 35 °C (detector).
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Figura 18 - (A) Cromatogramas da otimizagdo do teor de acido acético na agua que constitui a fase mével, variando
de (a) 0,5 a(c)1,5%. Coluna C18, fase movel : ACN:H20, e NaOH 0,3 mol L*, potencial de deteccao 0,35 V versus
Pd, fluxo 0,5 mL min-'. Picos: (1) BPA (2) TBP (3) BHT 1,0x10- mol L. (B) Influéncia do acido acético na area dos
picos. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

O potencial 6timo para determinacdo amperométrica dos antioxidantes foi
avaliado sob condi¢cdes hidrodinamicas, Figura 20-A. As solucdes padrdo dos
antioxidantes foram injetada no HPLC, e as medi¢cdes foram feitas com diferentes
potenciais (0,25 a 0,50 V). As areas de pico obtidas (nA mint) foram relacionadas com
0s potenciais de deteccdo, e os voltamogramas hidrodindmicos foram construidos
(Figura 20-B). Os resultados mostram que o potencial aplicado desempenha um papel
fundamental na oxidac&o dos antioxidantes. Estes resultados monstraram, ainda que,
valores de potenciais muito baixos (até 0,35 V) foram incapazes de oxidar totalmente
os analitos. No entanto, potenciais acima de 0,45 V levaram a uma estabilizagdo nos
valores de corrente. Com base nesses resultados, 0,40 V foi selecionado como o
potencial de trabalho. A separacédo cromatografica isocratica dos antioxidantes BPA,

TBP e BHT foi completada em 10 minutos.
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Figura 19: (A) Estudos da velocidade da fase movel, variando de (a)0,1 a (d)0,7 mL min-'. (B) Influéncia
da taxa de fluxo no tempo de retengéo (tr) dos picos. Condigbes experimentais: fase mével: ACN:H20
acidificada (90:10%) e NaOH 0,3 mol L, potencial de detecgéo de 0,35 V versus Pd. Picos: (1) BPA, (2)
TBP e (3) BHT 1,0x10- mol L. Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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obtidos para (a) BHT, (b) BPA e (c) TBP usando GCE/rGO-AuNPs. Condigbes experimentais: Fase maovel:
ACN:H20 (90:10%) e NaOH 0,3 mol L', HAc 1%; fluxo 0,3 mL min-'. Temperatura da coluna e do detector: 30 °C
e 35°C, respectivamente. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Um cromatograma tipico de uma mistura dos trés antioxidantes detectados

no eletrodo de GCE/rGO-AuNPs é mostrado na Figura 21. Os resultados monstram
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gue o eletrodo GCE/rGO-AuNPs exibiu uma resposta eletrocatalitica relativamente
maior em meio alcalino, comparado ao eletrodo de ouro ndo modificado.

Parametros cromatograficos como: tempo morto, tempo de retencao,
tempo de retencao ajustado, resolucéo, fator de retencao (k) e fator de separagao (a)
apresentaram resultados dentro do esperado para um bom desempenho
cromatografico, os dados podem ser vistos na Tabela 6. Em HPLC obter uma
resolucédo (Rs) 6tima, em tempo minimo, é muito importante, os resultados obtidos
demonstram valores entre 1,2 e 1,4, estes resultados séo satisfatérios, considerando
gue a faixa de 1,0 a 2,0 representa as condi¢cbes de separagao para a maioria dos
sistemas cromatograficos, onde 1,5 € considerado o valor ideal de Rs [155]. A
retencdo da amostra na eluicdo isocratica € controlada pela composicdo da fase
movel, portanto os valores de k ndo devem ser muito pequenos ou muito grandes,
podendo variar entre 1 e 10 [156]. A resolu¢cdo dos picos depende do fator de
separacdao, fator de retencédo e numero de pratos teéricos (N), este ultimo caracteriza
a eficiéncia da coluna, esta eficiéncia é otimizada quando N € maximizado [155,156].
Com base nesses parametros, os resultados obtidos estdo dentro do esperado para

um bom desempenho cromatogréfico para todos os antioxidantes.
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Figura 21 - Cromatogramas de uma mistura de trés antioxidantes, picos: (1) BPA, (2) TBP e (3) BHT 1,0x10-% mol
L-". (a) Eletrodo Au nédo modificado e (b) GCE/rGO-AuNPs. Condicdes experimentais: fase mével: ACN:H.0
acidificada (90:10%) e NaOH 0,3 mol L, Eletrododo de ouro (Jli) e GCE/GO-AuNPs (). E = 0,4 V vs Pd. Fonte:
elaborado pelo autor, 2019
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Tabela 6: Parametros cromatogréficos para a separagdo de BPA, TBP e BHT.

Parametro BPA TBP BHT
Tempo de retencao (min) 7,6 8,0 8,4
Tempo de retencao ajustado (min) 4,6 5,0 54
Resolucéo 1,3 1,4 1,2
Numero de pratos tedricos (N) 4446 4408 5016
Fator de retencéo (k) 1,53 1,66 1,8
Fator de separacéo (a) 1,17 1,08 1,0

Fonte: elaborado pelo autor, 2019

5.1.7. Curvas analiticas

O desempenho analitico do GCE/rGO-AuNPs, usado como detector
amperomeétrico, foi avaliado com base nas condi¢bes cromatogréficas otimizadas.
Solucdes padrdo foram preparadas com concentracdes variando de 5,0x107 a
5,010 mol L. As areas dos picos variaram linearmente com a concentracéo (mol
L'Y) dos antioxidantes investigados, Figura 22. Curvas analiticas foram construidas
relacionando as concentracdes das solucbes dos padrdoes com as respectivas areas
de pico (nA x mint): BPA (Equacédo: y = 13,2 + 1,5x10°x, r: 0,999), TBP (Equacéo: y
= 13,1 + 1,3x10%x, r: 0,998) e BHT (Equacéo: y = 15,1+ 3,4x10%, r: 0,999). Os
parametros analiticos, incluindo a faixa linear, limite de deteccado, sensibilidade
amperomeétrica e desvio padréo relativo, sdo mostrados na Tabela 7. Os limites de
deteccéo obtidos foram: 2,4x10" mol L™* para BHT; 2,5x10" mol L™* para TBP e 2,2x10"
"mol L para BPA.

A repetibilidade do método foi analisada por meio de injecdes (dez vezes)
de uma mistura de 5,0x10° mol L dos trés antioxidantes nas mesmas condicdes
experimentais. Os desvios padrao relativos das areas de pico foram de 2,7, 1,8 € 2,9%
para TBP, BHT e BPA, respectivamente. Os desvios padréo relativos dos tempos de

retencao para os trés antioxidantes foram inferiores a 1,0%.
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Figura 22 - (A) Cromatogramas obtidos para diferentes concentragdes dos antioxidantes. (B) Curvas analiticas
relacionando area de pico versus concentragdo. Detector amperométrico GCE/rGO-AuNPs. Fase mével: ACN:H20

acidificada (90:10%) e NaOH 0,3 mol L-*; fluxo 0,3 ml min-'. Potencial de deteccéo 0,40 V. Picos: (1) BPA, (2) TBP
e (3) BHT. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Tabela 7 - Desempenho analitico do GCE/rGO-AuNPs como detector amperométrico para antioxidantes (n=3)

Analito Faixa linear Eqg. da LD SA r? RSD
(mol L) regressao (mol L) (nA mol?) (%)
BPA 5,0x10°% a y=0,51+ 2,4x10°7 2,9x10’ 0,998 2,1
1,1x10* 28,9x108x
TBP 5,0x10°% a y=0,98 + 2,5x107 2,1x107 0,999 1,6
1,1x10* 21,3x10%
BHT 5,0x10° a y=0,63 + 2,2x10”7 4,7x10° 0,998 3,2
1,1x10* 47,0x106x

Fonte: elaborado pelo autor, 2019

5.1.8. Determinagao de antioxidantes em bioquerosene por RP-HPLC-PAD

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacdo simultanea de
BHT, TBP e BPA em amostras de bioquerosene. A identificacdo dos picos foi baseada
no tempo de retencdo dos antioxidantes, sendo confirmada pela adicdo de padrbes
dos analitos nas amostras diluidas. A Figura 23 mostra 0os cromatogramas
representativos da amostra de bioguerosene, antes e depois da adicdo de solucdes
padréo dos analitos. Dois conjuntos de picos foram observados no cromatograma; um
desses conjuntos de picos foi identificado, mas o outro conjunto nao foi identificado.

Os picos identificados estdo relacionados ao TBP e BHT. A presenca de picos nao
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identificados no cromatograma implica existéncia de alguns compostos
desconhecidos na amostra de bioquerosene. No entanto, estes picos ndo exerceram
gualquer influéncia significativa sobre a determinac&o dos antioxidantes, uma vez que
o0 método de separacgdo por HPLC produziu eficientes resultados.

Os antioxidantes foram quantificados na amostra usando o método de
adicado de padrao, com adicdo de quatro niveis de concentracdo de cada analito. As
equacOes de regressédo para as curvas de adicao padrao de TBP, BHT e BPA foram
y = 86,7 + 2,7x10% (r = 0,999); y = 132,6 + 2,7x10% (r = 0,998); e y = 6,8 + 4,9x105x
(r = 0,998), respectivamente. A analise foi realizada em triplicata; as concentracfes
obtidas para TBP e BHT foram 3,1(+0,6)x10° mol L e 3,3(x0,3)x10° mol L7,
respectivamente (equivalente a 6,5 mg L* e 6,8 mg L, respectivamente). Nao foi
possivel a quantificacdo de BPA; isto mostra que o analito ndo estava presente na
amostra.

Vale ressaltar que, embora o fabricante tenha declarado a presenca de
antioxidantes sintéticos na amostra analisada, nenhuma informacdo foi fornecida
guanto ao tipo de antioxidante e seu nivel de concentracdo. Os resultados indicam
gue as concentracdes de BHT e TBP estdo de acordo com os niveis de concentracao
esperados neste tipo de amostra [6].

As recuperacdes médias obtidas para as quatro inje¢cdes cromatograficas
de cada amostra enriquecida variaram entre 97,3% para TBP e 101,5% para BHT; isto
confirma a precisdo do método proposto. A precisdo do método foi estimada com base
no desvio padrao relativo (RSD); os valores obtidos variaram entre 1,5 e 2,1% para

todos os compostos (Tabela 8).
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Figura 23 - Separagdo cromatografica da amostra de bioquerosene diluida 1:100 com ACN. Picos: 1-
espécies ndo identificadas, 2- BPA, 3- TBP e 3- BHT. Condigées: eluigéo isocratica com ACN:H20

90/10% (v/v), com 1,0% de HAc, e NaOH 0,3 mol L, potencial de detecg¢do de 0,40 V vs Pd. Fonte:
elaborado pelo autor, 2019

Tabela 8 - Valores de recuperagéo obtidos para o método empregado na quantificagdo de antioxidantes
na amostra de bioquerosene por RP-HPLC-PAD. n=3

Parametros BPA TBP BHT
Conc. determinada (mol L?) - 3,1x10° + 5,5x10°® 3,3x107° + 2,9x10°®
Quant. adicionada (mol L™) 7,5x10° 1,5x10° 2,5x10°
Recuperagao (%) 98,4 97,3 101,5
RSD (n=3) (%) 1,7 1,5 2,1

Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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5.2. CONCLUSOES PARCIAIS:

O presente trabalho relatou o desenvolvimento de um detector para a
analise de antioxidantes em amostras de bioquerosene, baseado na técnica de RP-
HPLC-PAD, utilizando GCE/rGO-AuNPs como detector. A separacdo dos
antioxidantes, realizada no modo isocratico, durou menos de 10 minutos e contribuiu
para a obtencdo de uma boa resolucao dos picos. O método apresentou baixos limites
de deteccdo: 2,4x10" mol Lt (BHT), 2,5x107 mol L'* (TBP) e 2,2x10" mol L (BPA),
com seletividade e precisdo adequadas. O detector foi aplicado com sucesso na
determinacdo de antioxidantes na amostra de bioquerosene, obtendo: 3,1x10° mol L-
1(TBP) e 3,3x10° mol L (BHT), o antioxidante BPA né&o foi detectado na amostra. O
detector desenvolvido neste estudo mostrou-se uma excelente alternativa para a
determinacdo rotineira de antioxidantes em matrizes complexas, como O0sS

biocombustiveis de aviacdo, com uma simples diluicdo da amostra.
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CAPITULO VI: DETERMINAGAO AMPEROMETRICA DE ANTIOXIDANTES EM
BIOQUEROSENE DE AVIAGAO POR CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA,
UTILIZANDO ELETRODOS MODIFICADOS COM OXIDO DE GRAFENO REDUZIDO E
NANOPARTICULAS DE NiQUEL

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1.1. Estudos de otimizacao do eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido
de grafeno reduzido (GCE/rGO) e nanoparticulas de niquel (GCE/rGO-NiNPs)

Os parametros que influenciam na resposta eletroquimica do eletrodo
modificado foram estudados, tais como: concentragcdo da suspensdo de GO,
concentracéo de NaxSOs4, potencial e tempo de deposicédo do GO.

O estudo de concentracdo do GO na superficie do GCE foi realizado com
diferentes concentracdes (0,1 a 1,0 mg mL%, preparadas em solugéo Na2S040,10 mol
L'1). A eletrodeposicdo do GO na superficie do eletrodo foi realizada a um potencial
constante de -1,5 V (vs. Ag/AgCl) por 500 s.

Os eletrodos GCE e GCE/rGO foram caracterizados por voltametria ciclica,
em Ks[Fe(CN)s] 1,010 mol L' em KCI 0,10 mol L* e velocidade de varredura de 50
mV s (Figura 24-A). Observou-se um aumento significativo nas correntes de pico
anddicas (Ipa), esse aumento foi verificado até o valor de concentragdo 0,5 mg mL?
de GO em Na2S04 0,1 mol L, concentracdes maiores apresentaram uma diminuicdo
nas lpa, Seguida de uma estabilizacdo na resposta, Figura 24-B. Esse comportamento
pode estar associado a fatores como aumento da area eletroativa do eletrodo, e
aumento da condutividade elétrica do GCE modificado com rGO, ocorrido pela
restauracéo das ligacdes sp? do grafite. No entanto, suspensdes mais concentradas
de GO podem ter produzidos filmes de espessura maior, dificultando a transferéncia
de elétrons. As areas superficiais efetivas dos eletrodos (Ae) foram calculadas em
termos de corrente de pico (lp) e velocidade de varredura (v) a partir da equagéao de
Randle-Sevcik (Equacéao 5) [150]:

Ip = 2,69 x 10°AcD?n%2 y 12C (Equacdo 5)

Onde: Ip = corrente de pico (MA); n = n° de elétrons, Ae = area eletroativa do eletrodo

(cm?), D = coeficiente de difusdo; C = concentracédo da espécie eletroativa (mol L?); e
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v velocidade de varredura (mV st). Os parametros conhecidos para o par redox
Fe(CN)e*/4 sdo: n=1; D =7,1x10%cm? s e C = 1,0x10° mol L.

Os valores de Ae encontrados foram: 1,6x10“ cm? e 4,2x10** cm? para GCE
e GCE/rGO, respectivamente. O valor de Ae para GCE/rGO foi 2,7 vezes maior do que
para GCE, indicando desempenho eletroquimico superior em razdo da maior

guantidade de sitios ativos disponiveis para o par [Fe(CN)e]*’*, Tabela 9.

Tabela 9 - Parametros voltamétricos para GCE e rGO-GCE. Diferentes concentracdes de GO

Eletrodo/[GO] Epa (V) Epc (V) lapA)  lpc (MA)  lallpc(HA)  Ae (cm?)
GCE 0,52 0,39 80,56 65,85 1,22 1,58x10™
GCENGO (0,5mgmlY) 0,51 0,38 214,78 168,52 1,27 4,24x10*
GCENGO (1,0 mgmlY) 0,53 0,38 174,45 123,68 1,41 3,84x10"

Fonte: elaborado pelo autor, 2019

O efeito da concentragdao de Na2S0a4 (Figura 24-C), do potencial aplicado
(Figura 24-D), e do tempo de eletrodeposicdo do GO (Figura 24-E), também foram
investigados.

Concentragbes de Na2SO4 muito baixas produziram baixos valores de
corrente de pico, indicando que o eletrélito suporte influencia na eletrodeposi¢do do
GO. Um aumento da concentracédo até 0,1 mol L* produziu um ganho significativo de
corrente anddica, e solugbes mais concentradas apresentaram tendéncia de
estabilizacdo nos valores de corrente (lpa), indicando, portanto, que concentragdes
muito baixas podem desestabilizar a suspenséo.

Os potenciais de eletrodeposicdo estudados variaram de -1,3 a -1,7 V,
Figura 24-D. Pode ser observado um aumento da corrente (lpa) em funcéo do potencial
de deposicéo, obtendo-se um valor de corrente 6timo com potencial de -1,5 V, valores
superiores apresentaram uma estabilizacdo na Ipa. ESse comportamento pode estar
associado com a espessura do filme de GO depositado na superficie do eletrodo, em
gue a partir de -1,5 ocorre saturacao da resposta do eletrodo.

O tempo de eletrodeposicao afetou significativamente a corrente de pico
anddica. Observa-se na Figura 24-E um aumento progressivo nos valores de corrente
(Ipa), até o tempo de 500 s, tempos superiores apresentaram um decaimento dos
valores de corrente, indicando saturacao da superficie do eletrodo, que pode estar

associada a formacao de um filme mais espesso.
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Os fatores que influenciam na formagé&o das nanoparticulas de niquel foram
estudados, tais como: concentracdo de NiSOas; potencial e tempo de eletrodeposicao.

Os estudos de concentracéo do sulfato de niquel demonstraram que ha um
ganho significativo de corrente de pico anddica a medida que a concentragdo é
aumentada, porém a partir de 5,0x102 mol L a corrente de pico anddica (Ipa)
estabiliza, Figura 25-A. Foi também observado que conforme as concentragdes séo
aumentadas os potenciais deslocam significativamente para valores mais positivos,
tendendo a estabilizar a partir de 1,0x102 mol L1, Figura 25-B. os resultados indicam
gue 5x10° mol L? é a concentracdo mais adequada para a formacdo das
nanoparticulas, em termos de ganho de corrente (lpa). Esse comportamento pode
estar associado a distribuicdo das nanoparticulas na superficie do eletrodo, em que
concentragcbes menores propiciam uma melhor distribuicdo, e concentragcdes maiores
levam a formacéo de aglomerados na superficie do eletrodo.

Quanto ao potencial de eletrodeposicéo, foram realizados estudos entre -
0,9 e -1,4 V. Observou-se que os valores de corrente de pico anddica diminuem
progressivamente, a partir de -1,0 V, indicando que o potencial influencia
significativamente na atividade eletrocatalitica. O valor de -1,0 V foi escolhido para os
estudos posteriores por proporcionar maior valor de corrente (Ipa) (Figura 25-C).

Além da concentracdo do sulfato de niquel e potencial, o tempo de
eletrodeposicao influencia na cobertura do eletrodo. Os resultados mostram que a
corrente de pico anddica aumenta significativamente até 90 s, em tempos maiores,
houve diminui¢c&o da corrente, possivelmente em razdo da formacéo de aglomerados
na superficie do eletrodo, ocasionando a perca das caracteristicas de nanomateriais
(Figura 25-D).

As melhores condicbes de modificacdo para preparacdo do GCE/rGO-
NiNPs foram: concentracéo da suspenséo de GO 0,5 mg ml* eletrodepositada a -1,5
V por 500s; NiSO45,0x10 mol L eletrodepositada a -1,0 V e 90 s.
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Figura 25 - Estudo dos fatores que influenciam na formag&o das nanoparticulas de niquel: concentragdo de NiSO4
versus Ipa; (B) concentragdo de NiSOs versus Epa; (C) Eeletrodeposicao VErsus lpa; (D) teietrodeposicio. FONte: elaborado

pelo autor, 2019

6.1.2. Comportamento eletroquimico do eletrodo de carbono vitreo modificado com

oxido de grafeno reduzido e nanoparticulas de niquel

O eletrodo de carbono vitreo foi modificado com rGO, nas condicdes
otimizadas de potencial, tempo de eletrodeposicdo e concentracdo de GO. Em
seguida, foi utilizada uma solucdo de NiSO4 5,0x10° mol L para modificacdo do
GCE/rGO, utilizando a técnica de cronoamperometria, a potencial constante de -1,0 V
durante 90 s. A modificacdo do eletrodo foi estudada por voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). O comportamento eletroquimico
do eletrodo, modificado e ndo modificado com rGO e NINPs, foi investigado em NaOH
0,1 mol L' (Figura 26-A). Os voltamogramas mostram dois picos de corrente,

correspondentes ao par redox Ni(Il)/Ni(lll), esse processo redox € representado pela
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Equacéo 6 [157-159]. O pico observado em 0,56 V é atribuido a oxidagédo de Ni(ll) a
Ni(lll), e em 0,26 V atribuido a reducao de Ni(lll) a Ni(ll).

Ni(OH)2 + OH" = NiO(OH) + H20 + e” (Equacao 6)

Os valores de AEp foram calculados para GCE/NINPs e GCE/rGO-NiNPs,
obtendo-se 0,27 V e 0,30 V, respectivamente. Apesar dos AEp apresentarem valores
proximos, verifica-se que a corrente de pico anddica do GCE/rGO-NiNPs é
aproximadamente 2,5 vezes maior. Esse ganho de corrente € atribuido ao aumento
de area superficial proporcionado pelo 6xido de grafeno reduzido.

Estudos de impedancia eletroquimica (EIS) foram realizados, do GCE/rGO-
NiNPs em solucéo de 1,0x10“ mol Lt Ks[Fe(CN)s] em KCI 0,10 mol L. A Figura 26-
B apresenta os espectros de impedancia (diagramas de Nyquist) caracterizados por
um arco capacitivo em altas frequéncias, que corresponde ao processo de
transferéncia de carga; um segundo comportamento em baixa frequéncia é observado
(0,10 Hz a 100 kHz), essa regido linear é atribuida a controle difusional [150,160]. O
circuito elétrico equivalente proposto (Inser¢cdo na Fig. 26-B) é baseado nas
caracteristicas dos espectros de impedancia, onde Rs corresponde a resisténcia da
solucdo, Q € a capacitancia elétrica da dupla camada, Rct é a resisténcia de
transferéncia de carga, e W é a impedéancia de Warburg [150,152].

Os resultados de EIS foram avaliados em termos de Rct, que correspondem
ao segundo intercepto do semicirculo na Figura 26-B. Os valores de Rct obtidos foram
significativamente menores, apos as modificacfes: GCE (1221 Q), GCE-rGO (678 Q)
e GCE/rGO-NINPs (317 Q). Os resultados confirmam a modificacdo do eletrodo com
rGO e NiNPs, em que as modificagdes proporcionaram significativa diminuicdo na

resisténcia a transferéncia de carga e aumento da condutividade.
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A Figura 27-A apresenta os voltamogramas ciclicos do GCE/rGO-NiNPs
em solucdo de NaOH 0,10 mol L1, no intervalo de velocidade de varredura de 10 a
750 mV st. Os resultados demonstram um aumento nas correntes de pico anddicas
(Ipa) e catddicas (Ipc), e um aumento na separacdo dos potenciais de pico a medida
gue a velocidade de varredura aumenta, essa caracteristica pode estar associada a
limitacBes na cinética de transferéncia de carga, decorrente de interacdes quimicas
entre os ions do eletrolito e a modificagéo, e predominancia de fatores eletrostaticos
[150]. A Figura 27-B mostra que lpa € Ipc S80 proporcionais a raiz quadrada da
velocidade de varredura, indicando um processo de eletro-oxidagéo controlado por
difusao [150].
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Figura 27 - (A) Voltamogramas ciclicos do GCE/rGO-NiNPs em NaOH 0,1 mol L. Velocidades de varredura: 10
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6.1.3. Caracterizagao morfologica do eletrodo modificado com éxido de grafeno

reduzido e nanoparticulas de niquel

As morfologias do GCE/rGO e GCE/rGO-NiNPs foram caracterizadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de for¢ca atomica (AFM). A
Figura 28 mostra as imagens MEV dos eletrodos ndo modificados e modificados com
rGO e NiNPs. A figura 28-A apresenta uma superficie rugosa tridimensional;
confirmando a modificacdo do GCE com rGO. A Figura 28-B, apresenta a imagem de
MEV ap6s modificagcdo com NiNPs, podem ser vistas nanoparticulas de formato
esférico dispersas na superficie do GCE/rGO. A Figura 28-C mostra os espectros de
EDX confirmando a presenca de nanoparticulas de niquel na superficie do GCE/rGO,
em que picos de carbono (C), oxigénio (O) e niquel (Ni) podem ser observados. O
histograma apresentado na Figura 28-D mostra que o diametro meédio das
nanoparticulas foi de 60 + 18 nm.

A andlise morfologica realizada por AFM permitiu analisar fatores
relacionados a espessura e rugosidade da modificacdo. Na Figura 29-A, observa-se
gue o eletrodo foi homogeneamente modificado por rGO, obtendo-se uma espessura
de 12,9 nm e rugosidade de 2,5 nm. Ap6s a modificacdo com NiNPs, observa-se
alteracdes nas caracteristicas da modificacdo, os valores de espessura e rugosidade

obtidos foram 80,3 nm e 13,0 nm, respectivamente (Figura 29-B). Estes resultados
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mostram que a eletrodeposi¢céao de NiNPs sobre GCE/rGO foi realizada com sucesso,

e que a modificacao obtida foi fina e compacta.
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Figura 28 - Imagens MEV de: (A) GCE/rGO, (B) GCE/rGO-NiNPs, (C) Analise EDX da superficie de GCE/rGO-
NiNPs. (D) Histograma do didmetro das nanoparticulas. Fonte: elaborado pelo autor, 2019.

Figura 29 - Imagens de AFM: (A) eletrodo modificado com rGO, (B) eletrodo modificado com NiNPs/rGO. Fonte:
elaborado pelo autor, 2019
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6.1.4. Comportamento eletroquimico dos antioxidantes

A eletrooxidacdo dos antioxidantes utilizando GCE/rGO-NiNPs em NaOH
0,1 mol L? foi estudada por voltametria ciclica. Voltamogramas ciclicos foram
registrados na auséncia e na presenca de 5,0x10* mol L* dos antioxidantes BHT,
BPA, BPH e BMP, observa-se um ganho significativo na corrente de pico anddica, em
potenciais 0,77; 0,82; 0,75 e 0,80 V vs Ag/AgCI, respectivamente (Figura 30). Na
varredura reversa, uma corrente de oxidacdo nas mesmas regides de potencial pode
ser observada, que podem ser atribuidas a oxidacdo de espécies adsorvidas na
superficie do eletrodo.

Os voltamogramas do GCE/rGO-NiNPs na presenca dos antioxidantes sao
caracterizados por um aumento nas correntes de pico anddicas, atribuido a oxidacéo
dos antioxidantes, e diminuicdo das correntes de pico catodicas, atribuida ao consumo
das espécies NiOOH, Figura 30. Esse comportamento pode estar associado as
NiNPs, gue em meio alcalino geram espécies NiOOH, que possuem elevada atividade
eletrocatalitica. O mecanismo de oxidacdo dos antioxidantes por GCE/rGO-NiNPs,
pode estar associada a uma etapa eletroquimica, por meio da eletrooxidacdo das
espécies Ni** a Ni** (Equacdo 7), e uma etapa quimica de reacdo das espécies Ni®*
com os antioxidantes (Equacao 8, para o BHT). Os demais compostos apresentam

comportamento semelhante.

Ni(OH)2 + OH" — NIiO(OH) + H20 + e (Equacgéo 7)
3NIO(OH) + CisH240 — 3Ni(OH)2 + C15H220 + H20 (Equacgéo 8)

Estudos de velocidade de varredura foram realizados com o GCE/rGO-
NiNPs em NaOH 0,1 mol L?, na presenca dos antioxidantes, no intervalo de
velocidade de 10 a 750 mV s? (Figura 31). Observou-se que os aumentos das
velocidades de varreduras sdo seguidos por um aumento nas correntes lpa € lIpc.
Também foram observados deslocamentos dos Epa para mais positivo e Epc para mais
negativo, que podem estar associados a limitacdes devido a cinética de transferéncia
de carga [150]. As correntes de pico anddicos responderam linearmente com a raiz

guadrada da velocidade de varredura, indicando um processo eletrédico controlado
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por difusdo [150]. Os parametros obtidos a partir das correlagdes lineares estdo

apresentados nas Tabela 10.
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Figura 30 - Voltamogramas ciclicos do GCE/rGO-NiNPs na (1) auséncia e (I1) presenca de 5,0x10- mol L de:
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0,1 mol L, antioxidantes 5,0x10- mol L-'. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Tabela 10: Pardmetros obtidos a partir das correlagbes lineares de corrente de pico anddica e raiz quadrada da

velocidade, para os antioxidantes BHT, TBP, BMP e BPA, obtidas a partir da Figura 31.

Antioxidante Faixalinear EqQ. daregressdao linear Coef. de
(mV sh12 correlacdo

BHT y = 2,9x10“x + 7,2x10°® 0,999

TBP y =6,9x10x + 1,8x10° 0,998

BMP 32a204 | 855104+ 1,5x10° 0,994

BPA y =5,0x10“x + 3,2x10°° 0,995

Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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6.1.5. Estudos da concentragao de antioxidantes

Foram realizados estudos de variacdo da concentracdo dos antioxidantes
no intervalo de concentracdo de 5,0x10° a 8,0x10° mol L por voltametria ciclica,
utilizando GCE/rGO-NiNPs em 0,1 mol L* de NaOH, a 50 mV s?. A Figura 32-A
apresenta os voltamogramas do estudo de concentracdo do BHT, observou-se um
comportamento linear no intervalo de concentracéo de 1,0x10“ mol L'* a 1,6x10-3 mol
L1, segundo a equagdo da regresséo lpa =6,1x10%x + 3,1x10°, com coeficiente de

correlagao 0,999 (Figura 32-B).
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Figura 32 - (A) Voltamogramas ciclicos dos estudos de concentragdo de BHT sobre o GCE/fGO-NINPs
em NaOH 0,1 mol L, velocidade 50mV s-'. (B) Curva analitica para BHT, n=3. Fonte: elaborado pelo
autor, 2019

A Figura 33-A apresenta os voltamogramas da variacdo da concentracao
de TBP em NaOH 0,1 mol L, utilizando o GCE/rGO-NiNPs. Os resultados monstram
gue o comportamento é linear no intervalo de concentragdo de 1,0x10* a 1,5x103 mol
L, segundo a equacdo da regressao lpa = 6,4x10x + 6,5x10°, por meio da qual se
obteve coeficiente de correlagéo 0,997 (Figura 33-B).

Os voltamogramas da Figura 34-A demonstram que a variagdo da
concentracdo de BPA em NaOH 0,1 mol L, utilizando o GCE/rGO-NiNPs, também
apresenta comportamento linear. O intervalo de concentracéo foi de 1,0x10# a 1,0x10
3 mol L, segundo a equacgédo da regressao lpa = 8,7x10%x + 4,9x10%, de coeficiente
de correlagdo 0,998 (Figura 34-B). Concentragcdes acima desses valores
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apresentaram desvio da linearidade, provavelmente em razdo de processos de

adsorcao de produtos de oxidacao.
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Figura 33 - (A) Voltamogramas ciclicos dos estudos de concentragdo de TBP sobre 0 GCE/rGO-NiNPs em NaOH
0,1 mol L, velocidade 50mV s-'. (B) Curva analitica para TBP, n=3. Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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Figura 34 - (A) Voltamogramas ciclicos dos estudos de concentragéo de BPA sobre 0 GCE/rGO-NiNPs em NaOH
0,1 mol L', velocidade 50mV s-'. (B) Curva analitica para BPA, n = 3. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Um estudo da concentracdo de BMP em NaOH 0,1 mol L também foi

realizado, utilizando GCE/rGO-NiNPs. A Figura 35-A apresenta os voltamogramas,

apos sucessivas adi¢cdes do antioxidante, observa-se um comportamento linear no
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intervalo de concentracdo de 1,0x10“ a 1,5x10° mol L, segundo a equacdo da

regressao lpa = 6,3x10“x + 1,8x10°®, e coeficiente de correlagdo 0,997 (Figura 35-B).
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Figura 35 - (A) Voltamogramas ciclicos dos estudos de concentragdo de BMP sobre 0 GCE/rGO-NiNPs em NaOH
0,1 mol L, velocidade 50mV s-'. (B) Curva analitica para BMP, n = 3. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

6.1.6. Resposta amperométrica dos antioxidantes em GCE/rGO-NiNPs

Visando a proposi¢cdo do GCE/rGO-NiNPs como detector em HPLC, foram
realizados estudos de amperometria para estudo da resposta do eletrodo modificado
frente aos antioxidantes: BHT, BPH, BPA e BMP em meio NaOH 0,1 mol L. Os
estudos foram realizados no modo pulsado, com o objetivo de regeneracdo da
superficie do eletrodo apos oxidacdo dos compostos de interesse.

Uma sequéncia de pulsos de potencial foi empregada, com pulsos
sucessivos e alternados de 0,75 V (vs. Ag/AgCl) por 0,1 s para a oxidagdo dos
analitos; 0,40 V (vs. Ag/AgCl) por 0,1 s para a regeneracao da superficie do eletrodo,
sob agitacdo mecanica da solucdo. A sequéncia de pulsos foi adotada com base nos
estudos de voltametria ciclica, em que os antioxidantes sdo oxidados em potenciais
préximo a 0,70 V e em potenciais de 0,40 V ocorre a reducéo das espécies Ni* para
Ni2*.

Utilizando o GCE/rGO-NiNPs nas condicOes otimizadas, foram feitas
sucessivas adicées de BHT, TBP, BPA e BMP, em NaOH 0,1 mol L* sob agitacédo

mecanica, utilizando a técnica de amperometria pulsada com a sequéncia de pulsos
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0,75V e 0,40 V (vs. Ag/AgClI) por 0,1 s. A Figura 36 mostra os amperogramas € a
relacdo entre corrente e concentracdo dos antioxidantes, sendo observado uma
relacdo linear da resposta amperométrica para cada composto estudado. Na Tabela

11 sdo apresentados os parametros analiticos: intervalo linear; limite de deteccéo;

sensibilidade e coeficiente de correlagao.
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Figura 36 - Amperogramas de adigdes sucessivas de: (A) BHT; (B) TBP; (C) BMP e (D) BPA, em NaOH 0,1 mol
L, utilizando GCE/rGO-NiNPs, potencial constante de 0,75 V sob agitagdo. Gréficos da corrente em fungdo da
concentragdo para os respectivos antioxidantes, inseridos. Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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Tabela 11: Figuras de mérito para os antioxidantes utilizando a técnica de amperometria pulsada com eletrodo de
GCE/rGO-NiNPs. n=3

Antioxidante Faixa linear LD SA r RSD
(mol L) (mol L) (WA mol?tL) (%)
BHT 1,0x10° a 1,4x10* 2,6x10° 1,8x10° 0,997 2,5
TBP 1,0x10° a 1,4x10* 6,6X10° 5,2x10° 0,995 2,0
BPA 1,0x10° a 1,3x10* 5,2x10°® 4,8x10° 0,996 3,6
BMP 1,0x10° a 1,1x10* 1,0x10°® 6,1x10° 0,997 1,8

Fonte: elaborado pelo autor, 2019

6.1.7. Comportamento cromatografico

Visando a otimizagdo das condi¢cbes experimentais em RP-HPLC, foi
utilizada uma coluna C18, e a fase movel utilizada foi composta por acetonitrila/agua
e acido acético, definida com base nos estudos para 0os mesmos antioxidantes,
Capitulo V. Uma bomba po6s-coluna foi usada com hidréxido de sédio para manter a
forca idnica no detector constante.

A fim de verificar o comportamento eletroquimico do GCE/rGO-NiNPs nas
condi¢des cromatograficas, realizou-se uma voltametria ciclica, em fluxo, no HPLC no
intervalo de potencial de 0 a 0,55 V (vs. Pd), Figura 37. Foi utilizado como eletrdlito, a
fase movel composta pela mistura de acetonitrila/agua (90:10 v/v) com fluxo de 0,5
mL min-t; e NaOH 0,30 mol L* (bomba p6s coluna) com fluxo de 0,3 mL min. Com
base no voltamograma da Figura 37, e no comportamento voltamétrico dos
antioxidantes (Figura 30), € possivel inferir que a oxidagdo dos antioxidantes BHT,
BPH, BPA e BPM deve ocorrer na regido de potencial compreendida entre 0,45 e 0,55
V vs. Pd.
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Figura 37 - Voltamograma ciclico obtido em fluxo (HPLC), empregando como eletrdlito acetonitrila:agua (90:10%
v/v) com fluxo 0,5 ml min-'; e NaOH 0,30 mol L-* (pds coluna), fluxo de 0,3 mL min'. Utilizando GCE/rGO-NiNPs,
no intervalo de potencial 0 a 0,55 V e velocidade 50 mV s-'. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

6.1.8. Otimizagao do sistema de detec¢ao cromatografica

A deteccdo amperométrica dos antioxidantes, empregando o GCE/rGO-
NiNPs, foi realizada aplicando uma sequéncia de pulsos, a fim de evitar a adsorcéo
de produtos de oxidacdo, que podem interferir na resposta eletroquimica. Os estudos
foram conduzidos empregando deteccdo amperométrica pulsada (PAD).

No método desenvolvido, foi utilizado uma sequéncia de quatro potenciais,
baseada nas respostas do eletrodo modificado (Figura 37) e dos antioxidantes (Figura
30). O primeiro pulso de potencial (E1 = 0,40 V por 300 ms) foi utilizado para
condicionar o GCE/rGO-NiNPs (200 ms) e medir a oxidag&o dos analitos (100 ms). O
segundo pulso de potencial (E2 =-0,10 V por 50ms) foi empregado para reducao total
das espécies na superficie do eletrodo. O terceiro pulso de potencial (Es = 0,75 V por
100ms) foi aplicado para oxidar as espécies de niquel na superficie do eletrodo e
formacao de espécies NiOOH, responsaveis por catalisar a oxidacao dos analitos. Por
ultimo, o quarto pulso de potencial (E4 = 0,40 V por 200ms) foi utilizado para estabilizar
e restabelecer o sinal eletroquimico do eletrodo, para posterior oxidacdo dos

antioxidantes (Figura 38).
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Figura 38: Sequéncia de pulsos aplicada na detec¢do amperométrica dos antioxidantes. Fonte: elaborado pelo
autor, 2019

6.1.9. Otimizagao da separa¢ao cromatografica

As condicles de separacdo cromatografica foram otimizadas com sistema
de eluicdo isocrética, visando maximizar a resposta eletroanalitica. O detector
empregado foi o GCE/rGO-NiNPs, e a técnica amperometria pulsada. As condi¢cdes
experimentais foram otimizadas: composicdo e fluxo da fase movel, parametros
referentes ao detector e coluna cromatografica. Esses estudos levaram em
consideracao fatores como: resolucado, simetria, sensibilidade e tempo de retencdo
dos picos.

A proporc¢éo de acetonitrila:dgua (ACN:H20) na fase movel foi investigada,
variando-se de 70:30 (v/v); 80:20 (v/v); 90:10 (v/v) a 100% ACN (Figura 39-A). Os
resultados indicaram que uma fase mével constituida de 100% de acetonitrila nédo
possibilita a separacéo total de todos os antioxidantes, os picos foram eluidos em
tempos de retencdo muito proximos. A medida que a forca eluente foi diminuida pela
adicdo de agua, houve uma melhora na separacdo entre os picos. Um aumento do
teor de agua na fase movel para 20%, possibilitou uma boa separacdo dos quatro

antioxidantes, e uma melhora significativa na resposta do detector, em termos de area
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dos picos. Quantidades de agua mais elevadas resultaram em picos muito bem
separados e simétricos, todavia, a resposta do detector diminuiu bastante, indicando
gue os compostos estavam mais retidos na coluna, Figura 39-B. Cabe destacar, que
houve um aumento significativo no tempo de retencao dos antioxidantes & medida que
a quantidade de 4gua na fase mével foi aumentada. Portanto, a composicéo da fase
movel foi estabelecida como 80:20 (ACN:H20 v/v), em razdo de caracteristicas como:
melhor separacdo dos picos, menor tempo de retencdo, e maior intensidade de
corrente.

Visando melhorar a resolugdo e sensibilidade, foram realizados estudos
com a adicdo de acido acético, entre 0,5 a 1,5% na fase movel (Figura 40-A). Esses
resultados demonstraram pouca influéncia na resposta do detector, principalmente
guando em baixos teores. Todavia, 1,0% de acido acético promoveu uma melhora na
separacao dos antioxidantes, no que se refere a simetria dos picos e intensidade de
corrente (Figura 40-B). Valores acima de 1,0% ocasionaram uma diminuicdo da
corrente e alargamento dos picos, optando-se, portanto, por adicionar 1,0% de acido

acético na fase movel.
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Figura 39 - (A) Cromatogramas do estudo de composigéo da fase mével ACN:H20: (a- 100% ACN), (b-
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pelo autor, 2019
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de (a)0,5 a (c)1,5% (a até c). (B) Relagéo entre area de pico versus teor de acido acético. Coluna C18,
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autor, 2019

Para manter constante a for¢a idnica no detector amperométrico, uma
solucdo de NaOH foi empregada. Nesse sentido, realizou-se um estudo da
concentracdo dessa solugcdo que passa pelo detector (pOs-coluna). Os
cromatogramas da Figura 41-A demonstram uma pequena influéncia dessa
concentracéo, que pode ser observada pela distorgcdo em alguns picos, e em alguns
casos, uma dificuldade de estabilizar a linha de base dos cromatogramas. Outro fator
investigado diz respeito a influéncia desse fator na area dos picos, como mostra a
Figura 41-B, concentragées de 0,1 e 0,2 mol L' produzem éareas de pico bem

menores. O valor de concentracdo 6timo de NaOH foi 0,3 mol L.
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Figura 41: (A) Cromatogramas referentes ao estudo de concentralgao de NaOH (pés-coluna), variagéo
de (a)0,1 mol L-" a (d)0,4 mol L- . (B) Relagéo entre area de pico dos antioxidantes e concentragéo de
NaOH. Coluna C18, fase mével ACN:H20 (80:20%, v/v), HAc 1%, Detector: GCE/rGO-NINPs, E=0,40 V
vs Pd. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Estudos de velocidade da fase movel foram realizados, a fim de verificar o
efeito desse parametro sobre os tempos de reten¢gdes. Os cromatogramas da Figura
42-A demonstram que fluxos muito baixos resultam em uma 6tima separagao entre 0s
picos, todavia com tempos prolongados de andlise. Fluxo de 0,2 mL min*? resultou
uma separacao cromatografica superior a 25 minutos, enquanto que fluxo de 0,3 mL
min' a separacdo completa ocorreu em 18 minutos, Figura 42-B. Fluxos mais
elevados, 0,5 e 0,6 mL mint também possibilitaram uma execelente separacéo entre
0s picos dos antioxidantes, no entanto, verificou-se uma diminuigéo significativa na
area dos picos, Figura 42-C. Portanto, o fluxo mais adequado foi o de 0,4 mL min,
gue garantiu uma excelente separacao entre os picos dos antioxidantes, com tempo

de analise inferior a 15 minutos, e resposta satisfatoria em termos de area dos picos.
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Figura 42: (A) Cromatogramas referentes ao estudo do fluxo da fase mével, variando de (a)0,2 a (e)0,6 mL min-*,
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2019

Foram realizados estudos para verificar a influéncia da temperatura do
forno da coluna e do detector na separagcao cromatografica, em termos de tempo de
retencdo e area dos picos. Esses estudos indicaram pouca influéncia no tempo de
retencdo dos analitos. No entanto, como observado na Figura 43-A, houve uma
variacdo significativa nas areas dos picos, temperaturas abaixo e acima de 30°C
apresentaram menor resposta (em termos de corrente), 0 que sugere que essas

temperaturas influenciam na interacdo dos antioxidantes com a coluna cromatografica
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(podendo estar mais ou menos retidos), esse estudo apontou a temperatura de 30°C
como valor 6timo. Do mesmo modo, também se verificou uma influéncia expressiva
da temperatura no detector, o estudo demonstrou que temperaturas de 25 e 40°C
apresentam valores de corrente muito baixos, quando comparado a 35°C, sendo este
ultimo o valor 6timo de temperatura (Figura 43-B). Portanto, a eluicdo e deteccdo dos

compostos ocorreu sob condi¢des 6étimas de 30 ° C (coluna) e 35 ° C (detector).
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Figura 43 - Estudos de temperatura para: (A) Coluna, variando de 25 a 40°C; (B) Detector, variando de 25 a 40°C.
CondigOes experimentais: coluna C18, fase movel ACN:H20 (80:20%, viv), HAc 1%, Detector: GCE/rGO-NiNPs,
E=0,40 V vs Pd. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

A fim de obter a melhor resposta do GCE/rGO-NiNPs como detector
amperomeétrico em HPLC para os antioxidantes, foram estudados cinco potenciais de
deteccdo, entre 0,30 e 0,55 V vs. Pd, Figura 44-A. Os resultados obtidos
demonstraram que potenciais muito baixos (<0,40 V) foram insuficientes para oxidar
0S compostos de interesse, resultando em picos mais largos e com baixa resolucgao.
Semelhantemente, quando valores de potenciais de deteccdo maiores (>0,45 V)
foram empregados, observou-se uma diminuicdo na resposta do detector, e a
resolucéo dos picos dos antioxidantes foi prejudicada, Figura 44-B. Com base nesses
estudos, observou-se que o valor 6timo de potencial foi 0,45 V, sendo escolhido para

0s demais estudos.
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Figura 44: (A) Cromatogramas referente ao estudo de potencial de detecgdo dos antioxidantes (a- 0,30 até f-
0,55 V), fase mével ACN:H20 (80:20 v/v) e HAc 1,0%, fluxo 0,3 ml min-', NaOH 0,3 mol L (pds-coluna). (B)
Relagéo da area de pico versus potencial de detecgdo empregado. Coluna C18. Detector: GCE/rGO-NINPS. teouna
30°C e toetector 35°C. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

ApGs otimizadas as condi¢cdes cromatograficas, as identidades dos picos
foram confirmadas por meio de corridas cromatograficas, injetando cada antioxidante
individualmente. Em geral, a sequéncia de eluicdo dos componentes da matriz é
relativo ao valor do pKa, ao nUmero de grupos ionizaveis presentes na estrutura e
polaridade dos compostos. Os antioxidantes apresentam valores proximos de pka,
gue variam entre 11 a 12,75, e estruturas bastante similares em termos de grupos
ionizaveis, caracteristicas que podem explicar a relativa dificuldade na separacéo
seletiva destes compostos. Todavia, as condi¢cdes otimizadas por cromatografica de
fase reversa possibilitaram uma excelente separacdo dos quatro antioxidantes, em
gue a ordem de eluigéo foi: BPA (tr = 3,81 min), BMP (tr = 7,28 min), TBP (tr = 11,43)
e BHT (tr = 13,67), Figura 45.

Os parametros cromatograficos: tempo de retencdo, tempo de retencao
ajustado, resolucéo, fator de retencdo e fator de separacdo foram calculados, os
dados podem ser vistos na Tabela 12. Os valores de resolucéo obtidos demonstram
valores entre 1,45 e 1,60, os quais sao muito satisfatérios, considerando que a faixa
aceitavel é de 1,0 a 2,0 [155]. Os fatores de retencao apresentaram valores entre 1,01
e 3,55, esses valores sdo adequados considerando que a faixa aceitavel € de 1 a 10
[156]. A resolucao de dois picos depende do fator de separacéao, fator de retencéo e
namero de pratos tedricas (N), e caracteriza a eficiéncia da coluna, esta eficiéncia é
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otimizada quando N é maximizado [155,156]. Com base nesses parametros, 0s

resultados obtidos estdo dentro do esperado para um bom desempenho

cromatografico para todos os antioxidantes.
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Figura 45 - Cromatogramas referente a inje¢do dos antioxidantes na fase mével, em condi¢bes otimizadas. Coluna
C18, fase movel ACN:H20 (80:20%, viv), HAc 1%, Detector: GCE/rGO-NiNPs, E=0,45 V vs Pd. tcouna 30°C € taetector

35°C. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Tabela 12 - Parametros cromatograficos para separagao dos antioxidantes. Detector: GCE/rGO-NiNPs

Parametro BPA BMP TBP BHT
Tempo de retencao (min) 3,81 7,28 11,43 13,67
Tr ajustado (min) 0,81 421 8,23 10,67
Resolucéo 1,54 1,60 1,45 1,52
Numero de pratos tedricos 11277 10508 13246 15471
Fator de retencéo (k) 1,01 14 2,81 3,565
Fator de separagéo (a) 1,38 2,01 1,26 1.0

Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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6.1.10.Curvas analiticas

Apés a otimizacdo das condicBes cromatogréficas, curvas analiticas dos
guatro antioxidantes foram construidas. Esse estudo foi realizado com solucdes
padrdes dos compostos nas concentracdes de 1,0 x 10°® mol Lt a 5,0 x 10* mol L.
A Figura 46-A mostra os cromatogramas obtidos em diferentes concentracdes dos
quatro compostos. Por meio deste estudo, observa-se um aumento proporcional das
intensidades de pico com o aumento a concentracdo dos padrdes. A Figura 46-B
apresenta as curvas analiticas para os antioxidantes BPA, BMP, TBP e BHT. A partir
desses estudos, foram obtidos os parametros analiticos para o método proposto (faixa

linear, limite de deteccao e sensibilidade), Tabela 13.
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Figura 46 - (A) Cromatogramas dos antioxidantes para diferentes concentragdes. (B) Relagéo das areas de pico
versus concentragdo dos antioxidantes: BPA, BMP, TBP e BHT. Coluna C18, fase mdvel ACN:H-0 (80:20%, v/v),
HAc 1%, Detector: GCE/rGO-NINPs, E=0,45 V vs Pd. touna 30°C e tustector 35°C. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Tabela 13: Figuras de mérito para os antioxidantes utilizando RP-HPLC-PAD e GCE/rGO-NiNPs. n=3

Antioxidante Faixa linear LD SA r2 RSD

(mol L) (molL1)  (nAL mol?) (%)

BPA 3,1x107 1,1x107 0,999 2,9

BMP 7,1x107 6,0x10° 0,997 3,6
5,0x10% a 1,8x10*

TBP 6,5x1077 4,7x10° 0,997 1,5

BHT 5,1x107 3,5x10° 0,998 1,2

Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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6.1.11.Determinagao dos antioxidantes em bioquerosene de aviagao

O GCE/rGO-NiNPs foi utilizado como detector amperométrico em RP-
HPLC na determinacéo de antioxidantes sintéticos em uma amostra de bioquerosene
de aviacao, obtida de uma industria local. Segundo informagfes do fabricante, o
bioquerosene foi obtido a partir do hidroprocessamento de agucares fermentados. O
preparo da amostra envolveu uma etapa de filtragem para retirada de possiveis
impurezas, seguido de uma simples diluicdo em acetonitrila. Foram realizadas
diluicdes na ordem de 100 vezes em razdo das caracteristicas da amostra.

As andlises foram efetuadas nas condi¢des otimizadas, e a identificacdo
dos picos foi baseada nos tempos de retenc¢éo, e confirmada por meio da adicdo das
solucbes padrbes dos compostos. Os antioxidantes foram quantificados na amostra
utilizando o método de adicdo de padrdo, por meio de cinco niveis de concentracao
(Figura 47). A andlise foi efetuada em triplicata, e as curvas de adi¢cdo padrao foram
obtidas em termos de area do pico em funcdo da concentracdo adicionada. Os
resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 14, e indicaram a presenca de trés
antioxidantes na amostra de bioquerosene: BMP, TBP e BHT. As concentracoes
obtidas foram: 3,1 (+0,17) x 10°®> mol L't (BMP); 2,9 (+0,13) x 10° mol L (TBP) e 5,4
(#0,17) x 10° mol L1 (BHT). O antioxidante BPA n&o foi detectado.

A validacdo do método foi realizada através de estudos de recuperacao dos
guatro antioxidantes. As recuperacdes meédias variaram de 95,3 a 103,5%, e os

desvios padrao relativos entre 2,3 e 4,5%, para todos os antioxidantes, Tabela 14.
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Figura 47 - Cromatogramas representativos da amostra de bioquerosene (diluicao 1:100), antes e ap6s adi¢do
dos padrdes. Condigdes: coluna C18. Detector: GCE/rGO-NiNPs; fase mével ACN:H20 (80:20 viv) e HAc 1,0%,

fluxo 0,4 ml min'. E =0,45 V. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Tabela 14 - Valores de recuperagdo obtidos para 0 método empregado na quantificagdo de antioxidantes na
amostra de bioquerosene por RP-HPLC-PAD. n= 3

Parametros BPA BMP TBP BHT
Conc. determinada 3,1x10° + 2,9x10° + 5,4x10° +
(mol L) 1,7x10°® 1,3x10°® 1,6x10°
Quant. adicionada (mol

L'“) 5,5x10° 7,5x10° 1.5x10° 5,0x10°
Recuperacao (%) 96,7 95,3 103,5
RSD (n=3) (%) 2,3 2,6 4,5

Fonte: elaborado pelo autor, 2019



113

6.2. CONCLUSOES PARCIAIS
O eletrodo modificado (GCE/rGO-NiNPs), apresentou atividade

eletrocatalitica para a eletro-oxidacdo de quatro antioxidantes (BHT, BPA, BMP e
TBP). Um detector amperométrico para uso em HPLC de fase reversa foi desenvolvido
visando a determinacdo dos antioxidantes em amostras de bioquerosene. O método
cromatografico empregou uma fase mével composta de acetonitrilla:agua (80:20 v/v)
e 1,0% de acido acético, e possibilitou uma excelente separacdo de misturas dos
guatro antioxidantes com sistema de eluicdo isocratica, em tempos inferiores a 15
minutos. O método desenvolvido apresentou limites de detecgdo: 3,1x10" mol L*
(BPA); 7,1x107 mol L1 (BMP); 6,5x107 mol L (TBP): 5,1x107 mol L (BHT). O
GCE/rGO-NIiNPs foi utilizado com sucesso como detector amperométrico em RP-
HPLC-PAD para determinacdo de antioxidantes em bioquerosene, sendo possivel
quantificar trés antioxidantes na amostra: 3,1x10° mol L (BMP); 2,9x10° mol L*
(TBP) e 5,4x10° mol L'* (BHT). O antioxidante BPA néo foi detectado. Parametros tais
como elevada sensibilidade, boas recuperacdes, sem interferéncia de outros
compostos, indicam que o método pode ser utilizado para determinacdes rotineiras de

antioxidantes em matrizes complexas, sem tratamento exaustivo da amostra.
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CAPITULO VII: DETERMINAGAO AMPEROMETRICA DE ANTIOXIDANTES EM
BIOQUEROSENE DE AVIAGAO POR CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA,
UTILIZANDO ELETRODOS MODIFICADOS COM OXIDO DE GRAFENO REDUZIDO E
NANOPARTICULAS DE PRATA

7.1. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1.1. Estudo eletroquimico das nanoparticulas de prata sobre o eletrodo de

carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido

O eletrodo de carbono vitreo foi modificado com uma suspensao de 6xido
de grafeno (OG) 0,5 mg mL?, preparada em solucdo de Na2S04 0,10 mol L. A
modificacao foi realizada por cronoamperometria, a potencial constante de -1,5V (vs.
Ag/AgCl) por 500 s, condicdes previamente otimizadas (Capitulo VI).

Um estudo do comportamento eletroquimico do GCE/rGO foi realizado por
CV em solucdo de AgNOs 1,0x102 mol L%, preparada em HNO; 0,1 mol L%, Figura
48. O voltamograma € caracterizado por um par de picos redox bem definido: na
varredura catddica, o pico |, a 0,31 V vs Ag/AgCl, é atribuido a reducédo de Ag*
(Equacédo 9); na varredura anodica, o pico Il, a 0,54 V vs Ag/AgCI, é atribuido a
oxidacéo de Ag® (Equacéo 10) [161,162]. Um ombro é observado depois do processo
principal de reducédo, atribuido a reducdo de Ag?* e deposicdo de Ag sobre

nanoparticulas de prata adsorvidas na superficie do eletrodo [162].

Agt+e — Ag (Equacéo 9)
Ag —> Ag'+e (Equacéo 10)
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Figura 48 - Voltamograma ciclico do GCE/rGO em solugdo de AgNQO3 1,0x10-* mol L'* em HNOs 0,1 mol L.
Velocidade 50 mV s, Fonte: elaborado pelo autor, 2019

O eletrodo de carbono vitreo foi modificado com uma suspenséao de 6xido
de grafeno 0,5 mg ml%, preparada em Na2SOa4 0,1 mol L, por meio da aplicagéo de
1,5V (vs. Ag/AgCl) por 500 s. Em seguida, os parametros que influenciam a formacéo
das nanoparticulas de prata foram otimizados: concentracdo de AgNOs e HNOsg;
potencial e tempo de eletrodeposicédo da prata.

Com base nos estudos de voltametria ciclica (Figura 48), o GCE/rGO foi
modificado com uma solucdo de AgNO3z 1,010 mol L' em HNOz 0,1 mol L para
eletrodeposicdo de AgNPs, empregando a técnica de cronoamperometria a potencial
constante 0,3 V vs Ag/AgCIl. ApOs a etapa de eletrodeposicédo, as AgNPs foram
oxidadas em NaOH 0,1 mol L%, no intervalo de potencial de -0,1 a 0,9 V e velocidade
de varredura de 100 mV st (Figura 49, voltamograma apés 30 ciclos). Em seguida o
eletrodo foi lavado e seco a temperatura ambiente.

O voltamograma da Figura 49 é caracterizado por quatro picos principais:
picos Il e IV, observados na varredura anodica, a 0,38 V e 0,75 V vs. Ag/AgCl; e V e
VI, registrados na varredura catédica, a 0,38 V e 0,05 V vs. Ag/AgCl. Os picos lll e IV,
correspondem a formacéo de Ag:0 (Equacédo 11) e AgO (Equacao 12 ou Equacéo

13), respectivamente. O pico catddico V, pode ser atribuido a reducdo de AgO para
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Ag20, e o pico catddico VI é devido a reducédo de Ag20 para Ag® na superficie do
eletrodo [163,164].

Equacgdo 11: 2Ag + 20H — AQ20 + H20 + 2e”

Equacédo 12: Ag20 +20H —>» 2AgO + H20 + 2e ou

Equacédo 13: Ag+20H — AgO + H20 + 2e°

O pico Il tem uma estrutura composta de picos sobrepostos: O pico I, pode
estar associado a formacao de espécies de AgOH (Equacédo 14); e o pico Il, a
formacdo de uma monocamada de Ag:0, que em seguida leva a formacéo de
multicamadas desse Oxido [163,165].

Equacédo 14: Ag+20H —» Ag(OH)2 + e~

Um ombro ap6s o pico IV foi observado, que pode estar associado a
oxidacdo das espécies AgO, formando Ag-03 (Equagédo 5). Um pequeno pico de
oxidacdo, a 0,62V, apareceu durante a varredura catédica, mais provavelmente
devido a oxidacao de Ag20 para AgO [165].

Equacdo 15: 2AgO + 20H° —  AQ203 + H20 + 2e-

Para avaliar os parametros gue influenciam a formacao das nanoparticulas,
um estudo na auséncia e presenca do antioxidante BHT foi realizado, Figura 50. No
voltamograma do GCE/rGO-AgNPs na presenca de BHT observou-se um aumento
bastante pronunciado na intensidade de corrente de pico, no potencial 0,38 V, que
pode ser atribuida a oxidacdo do BHT. Portanto, este pico foi utilizado para avaliar a

resposta do eletrodo frente aos parametros otimizados.
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Figura 49 - Voltamograma ciclico do GCE/rGO-AgNPs em 0,10 mol L-* NaOH, v = 50 mV s'. Fonte:
elaborado pelo autor, 2019
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Figura 50 - Voltamogramas ciclicos referente a oxidagéo de 1,0 x 10-3 mol L-* de BHT em NaOH 0,10
mol L para GCE/rGO-AgNPs, na auséncia (linha preta) e na presenca (linha vermelha) do BHT. v = 50
mV s, Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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O primeiro parametro estudado foi o potencial de eletrodeposicdo das
nanoparticulas. A Figura 51-A mostra que a resposta do GCE/rGO-AgNPs para
oxidac&do do BHT aumentou significativamente até o potencial de eletrodeposi¢céo 0,30
V, acima desse valor, a corrente diminuiu. Indicando, portanto, que até 0,30 V ha
formacdo de nanoparticulas mais homogéneas e bem distribuidas; e em potenciais
acima desse valor pode ocorrer a formacao de aglomerados. Assim, o potencial de
0,30 V foi o escolhido para a eletrodeposi¢cdo das nanoparticula de prata.

O tempo de eletrodeposicédo influencia diretamente na quantidade de
nanoparticulas depositadas na superficie do eletrodo. Esse parametro foi estudado, e
os resultados da Figura 51-B demonstram aumento da corrente de pico até 60 s,
seguido de um peqgueno decréscimo e estabilizacdo da corrente em tempos maiores.
Esse comportamento pode ser decorrente da aglomeracado das nanoparticulas sobre
a superficie do eletrodo.

Foram avaliados os efeitos das concentracbes de AgNOzs no intervalo de
1,0x10* a 5,5x10° mol L1, e de HNOz de 1,0x102 a 5,0x102 mol L. A Figura 51 (C)
relaciona a concentracdo de AgNOs com a corrente de pico da oxidacdo de BHT,
observa-se um aumento da corrente de oxidacdo até o valor de 2,5x10°° mol L?,
indicando que a medida que a concentragcdo do metal em solucdo aumenta, as
nanoparticulas estdo mais dispersas na superficie do eletrodo, aumentando também
a relacao superficie/volume.

A Figura 51-D, relaciona a concentracédo do acido nitrico com a resposta do
eletrodo, observa-se um aumento do valor de corrente até 5,0x10* mol L7,
concentracbes maiores apresentaram diminuicdo da corrente de oxidacdo do BHT.
Os valores 6timos para a formacéo das nanoparticulas de prata foram: AQNOs 2,5x10
3 mol L1, preparada em HNO3 5,0x10* mol L, potencial de eletrodeposicédo 0,3 V,

por 60 s.
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Figura 51 - Otimizacdo da eletrodeposicdo das AgNPs sobre a superficie do GCE/rGO. (A) Resposta
eletrocatalitica para BHT em fungdo do potencial de eletrodeposi¢do; (B) tempo de eletrodeposigéo; (C)
Concentragdo de AgNO3; (D) Concentragéo de HNOs. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

A fim de verificar o comportamento da formacdo dos éxidos de prata na
superficie do eletrodo, o efeito da velocidade de varredura no perfil do voltamograma
foi avaliado. A Figura 52-A apresenta voltamogramas ciclicos do GCE/rGO-AgNPs em
solugédo de NaOH 0,10 mol L, no intervalo de velocidade de varredura de 10 a 750
mV s1. Um aumento na velocidade de varredura de potencial ndo altera a forma dos
perfis de voltamogramas, mas leva a um aumento consideravel nas correntes de pico
anddico e catédico e um deslocamento dos picos para potenciais mais positivos ou
mais negativos, respectivamente. Os picos responderam linearmente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura (Figura 52-B), indicando um processo de eletro-

oxidacao controlado por difusédo [150]. Na Tabela 15, sdo apresentados os parametros
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obtidos das correntes de picos anddicos e catdédicos com a raiz quadrada das

velocidades de varredura.
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Figura 52 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de velocidade de varredura no intervalo de 10 a 750
mV s do GCE/rGO-AgNPs em solugdo de NaOH 0,10 mol L-'. (B) Correlagdo das correntes de pico
anddicas (Ipa) e catddicas (Ipc) versus raiz a quadrada da velocidade (V)'2. Fonte: elaborado pelo autor,
2019

Tabela 15: Pardmetros obtidos a partir das correlagées lineares da Figura 52-B.

Pico Faixa linear Equacéo daregressao Coeficiente de
(mV s1)12 correlagédo
I 55a27,4 y =-3,3x10° + 4,7x10%x 0,974
Il 3,2a274 y =-1,4x10° + 4,9x10%x 0,995
1] 3,2a274 y = -3,3x10° + 9,6x106x 0,997
\Y, 12,3a27,4 y =-1,4x10° + 3,6x10°x 0,977
\Y 32a274 y =-8,5x10° — 1,1x107"x 0,998
VI 3,2a27,4 y = -4,9x10° — 19x10°x 0,998

Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Estudos de espetroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS) foram
realizados utilizando uma solucédo de 1,0x10“ mol Lt Kz[Fe(CN)s] em KCI 0,10 mol L
!, A Figura 53 apresenta os diagramas de Nyquist, caracterizados por um arco
capacitivo, seguido por um segundo comportamento de baixa frequéncia (0,10 Hz a
100 kHz), atribuido a fenébmenos difusionais [54]. O circuito elétrico equivalente
proposto (Insercdo na Fig. 57) é baseado nas caracteristicas dos espectros de

impedancia, onde Rs corresponde a resisténcia da solucao, Q é a capacitancia elétrica
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de camada dupla, Rct € a resisténcia de transferéncia de carga, e W é a impedancia
de Warburg [150,152].

Os resultados de EIS foram avaliados em termos de R, Figura 53. Os
valores obtidos foram significativamente menores apds as modificagdes: GCE (0,78
KQ), GCE-rGO (0,67 KQ) e GCE / rGO-AgNPs (0,55 KQ). Estes resultados confirmam
a modificacdo do eletrodo com rGO e AgNPs, em que a modificacdo contribuiu para

aumento da condutividade, representadas nos diagramas pelas respectivas Rect.

2,0
Q
2 @—H—@—@l
o—’\/\/\,@)L}/\'X}\/ w C
©-®_]
1,5-
S (a)
5 104 @, )
g o
X
N
0,5
004 {f"’\
0,0 0,5 1,0 1,5 2.0

Z' (kQecm™)

Figura 53 - Diagramas de Nyquist do GCE (a); GCE/rGO (b) e GCE/rGO-AuNPs (c), potencial de circuito aberto.
Circuito elétrico equivalente inserido. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

7.1.2. Caracterizagao de superficie do eletrodo modificado com éxido de grafeno

reduzido e nanoparticulas de prata (GCE/rGO-AgNPs)
Os eletrodos modificados e ndo modificados com éxido de grafeno reduzido
e nanoparticulas de prata foram caracterizadas por MEV, EDX e AFM. Na Figura 54,
sdo apresentadas as imagens MEV dos eletrodos, antes e apds as modificagfes. A
Figura 54-A, apresenta uma superficie rugosa tridimensional, provocada pela
modificacdo do GCE com rGO. A Figura 54-B apresenta a imagem do GCE/rGO apés
modificacdo com AgNPs, nanoparticulas de forma esférica altamente dispersas sobre

a superficie do eletrodo podem ser observadas. Um histograma do diametro das
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AgNPs sobre o GCE/rGO foi construido, a partir do qual se obteve um diametro médio
de 10 £ 2 nm, Figura 54-C.

Andlises de EDX foram realizadas para investigar a composicao elementar
da superficie do eletrodo modificado. O espectro obtido é apresentado na Figura 54-
D, os resultados confirmam a presenca de picos de carbono (C), oxigénio (O) e prata
(Ag) na superficie do eletrodo, confirmando o sucesso da modificacao.

A superficie do eletrodo modificado também foi caracterizada por
microscopia de forga atdmica. Os resultados permitiram relacionar a espessura e
rugosidade da modificagdo. Na Figura 55-A, observa-se que a modificacdo do GCE
com rGO ocorreu de forma compacta, apresentando espessura de 19,0 nm e
rugosidade de 3,01 nm. ApO6s a modificacdo com AgNPs, alteracbes foram
observadas, os valores obtidos foram 143,1 nm e 20,9 nm, respectivamente (Figura
55-B). Estes estudos mostram que a eletrodeposicao de AgNPs sobre GCE/rGO foi

realizada com sucesso, obtendo-se uma modificagcdo uniforme e compacta.
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Figura 55 - Imagens AFM: (A) eletrodo GCE/rGO e (B) GCE/rGO-AgNPs. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

7.1.3. Eletro-oxidagao dos antioxidantes

A atividade eletrocatalitica do GCE/rGO-AgNPs foi investigada na presenca
de 1,0x10* mol L* dos antioxidantes em NaOH 0,10 mol L, por meio da técnica de
voltametria ciclica. Os voltamogramas ciclicos do GCE/rGO-AgNPs na auséncia e
presenca dos antioxidantes estdo apresentados na Figura 56. Foi observado um
aumento substancial na corrente de pico anédico do GCE/rGO-AgNPs na presenca
dos analitos de interesse, em potenciais: 0,39 V; 0,40 V; 0,43 V e 0,41 V para BHT,
BMP, BPA e BPH, respectivamente. Estes resultados indicam a ocorréncia de um
processo tipico de oxidacdo eletrocatalitica dos antioxidantes mediado por espécies
Ag(OH), conforme Equacdo 17 para o BHT. Os demais antioxidantes apresentam

comportamento semelhante.

Ag + 20H —> Ag(OH):2 + e” (Equacéo 16)
Ag(OH)2 + C1sH240 —>» Ag + CisH220 + 2H20 (Equacéo 17)

A corrente catalitica resultante do processo de oxidacdo dos antioxidantes
em GCE/rGO-AgNPs, pode ser atribuida as AgNPs que em meio basico geram
espécies Ag(OH)z ancoradas em rGO. Uma vez que este Ultimo atua como substrato
de grande area superficial, aumentando a quantidade de sitios para eletrodeposicao

de nanoparticulas de prata.
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Figura 56 - Voltamogramas ciclicos do GCE/rGO-AgNPs na presenga de 1,0x10-4 mol L'* de: (A) BHT; (B) BMP;
(C) BPA e (D) TBP em NaOH 0,1 mol L*, v =100 mV s'. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

7.1.4. Estudos da concentragao dos antioxidantes

Os comportamentos dos antioxidantes no GCE/rGO-AgNPs foram
avaliados através de voltametria ciclica. AdicGes suscessivas de BHT, TBP, BPA e
BMP em NaOH 0,1 mol L foram realizadas, no intervalo de concentracdo de 5,0x10
5 a 5,0x10° mol L*. Os voltamogramas das Figuras 57-A, 57-B, 57-C e 57-D
apresentam similaridade, em termos de comportamentos dos antioxidantes nas
condicBes otimizadas. Um aumento na concentracdo de BHT, BMP, BPA e BPH
provocaram um aumento gradual da corrente de pico anddico (curvas analiticas

inseridas, Figura 57). Estes estudos foram importantes para compreender o
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comportamento e interacdo dos antioxidantes com o eletrodo modificado, visando o
desenvolvimento de um método cromatografico com deteccéo eletroquimica, que

permita determinar simultaneamente 0s quatro compostos.

400
B
200-
‘
0_
< 200
-4001
-600 -
'500 - :i ! 00 02 04 06 9‘8 10 ! 00 02 04 06 08 10
. . . — -800 . . . e
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgCl)
400 4
200
0_
< -200-
-400 4 240
-400 - g™
-600 ‘
-600 - v ool ¥
-800 - 00 02 04 06 08 10 o0 o Fépu]o;imgfﬁ_" o
[BPA] mMol L T T T T T
02 00 02 04 06 08 10 02 00 02 04 06 08 10

E (V vs Ag/AgCl) E (V vs Ag/AgC)

Figura 57: Voltamogramas ciclicos do estudo de concentragdo dos antioxidantes sobre 0 GCE/rGO-AgNPs em
NaOH 0,1 mol L'; v = 50 mV s*'. Figuras inseridas: curvas analiticas obtidas para os antioxidantes: (A) BHT; (B)
BMP; (C) BPA e (D) TBP. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Estudos de velocidade de varredura foram realizados com o GCE/rGO-
AgNPs em NaOH 0,1 mol L, na presenca dos antioxidantes, no intervalo de 10 a 750
mV s (Figura 58). Observou-se que os aumentos das velocidades de varreduras sdo
seguidos por um aumento nas correntes de pico anddicas (lpa) € catddicas (lpc).

Também foram observados deslocamentos dos Epa para valores mais positivos e Epc
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para valores mais negativos, que podem estar associados a uma limitacdo devido a
cinética de transferéncia de carga [150].

Na Figura 58, insercdes, séo apresentadas as relacdes lineares da corrente
de pico com a raiz quadrada da velocidade. As correntes de pico anddicos
responderam linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando
um processo eletrodico controlado por difusdo [150]. Os parametros obtidos a partir

das correlacdes lineares estéo apresentados nas Tabela 16.
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Figura 58: Voltamogramas do estudo de velocidade do GCE/rGO-AgNPs em NaOH 0,1 mol L', na presenca de
antioxidantes 1,0x10-# mol L-'. Efeito da raiz quadrada da velocidade de varredura (v'”2) nas correntes de picos
anddicos, Figuras inseridas: (A) BHT; (B) BMP; (C) BPA e (D) TBP. Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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Tabela 16: Pardmetros obtidos a partir das correlagdes lineares de corrente de pico anddica e raiz quadrada da
velocidade, para os antioxidantes BHT, TBP, BMP e BPA, obtidas a partir da Figura 58.

Antioxidante Faixa linear Equacéo da Coeficiente de
(mV s1)12 regressao correlagéo
BHT y = -4,6x10° + 1,9x10°x 0,999
BMP 32227 y =-2,5x10° + 7,5x105x 0,995
BPA y =-6,7x10° + 2,9x10°x 0,999
TBP y =7,8x10° + 3,1x10°x 0,997

Fonte: elaborado pelo autor, 2019

7.1.5. Comportamento cromatografico

Os antioxidantes BHT, BMP, BPA e TBP apresentam comportamento
eletroquimico muito semelhantes, com oxidacdes em regides de potenciais muito
proximas no GCE/rGO-AgNPs. Dessa forma, a determinacdo simultdnea desses
compostos é viavel somente apdés separacdo cromatografica, principalmente em
matrizes complexas em que ha mais de um antioxidante presente. Visando a
otimizacao da separacao cromatografica, estudos foram conduzidos com uma coluna
cromatografica C18, e fase mével composta por acetonitrila/agua e acido acético,
definida com base nos estudos anteriores para 0s mesmos antioxidantes (Capitulos
V e VI). Uma bomba pos-coluna foi usada com hidréxido de sédio para manter a forca
iOnica constante no detector.

A fim de estudar o comportamento eletroquimico do GCE/rGO-AgNPs nas
condi¢des cromatogréficas, realizou-se uma voltametria ciclica no HPLC no intervalo
de potencial de -0,2 a 0,9 V vs. Pd, Figura 59. A fase mével foi composta por uma
mistura de acetonitrila/agua (90:10 v/v) com fluxo de 0,5 mL mint; e NaOH 0,30 mol
Lt (p6s coluna) com fluxo de 0,3 mL mint. Com base no voltamograma da Figura 59,
e no comportamento voltamétrico dos antioxidantes (Figura 56), € possivel inferir que
a oxidacdo dos antioxidantes BHT, TBP, BPA e BPM deve ocorrer na regido de

potencial compreendida entre 0,30 e 0,50 V vs. Pd.
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7.1.6. Otimizagao do sistema de detec¢ao cromatografica

No método desenvolvido, a deteccdo dos antioxidantes foi realizada por
cronoamperometria pulsada, aplicando uma sequéncia de quatro potenciais. O
primeiro pulso de potencial (E1 = 0,40 V por 300 ms) foi utilizado para condicionar o
GCE/rGO-AgNPs (200 ms) e medir a oxidacao dos antioxidantes (100 ms). O segundo
pulso de potencial (E2 = -0,10 V por 50ms) foi empregado para reducdo das espécies
na superficie do eletrodo. O terceiro pulso de potencial (E3 = 0,75 V por 100ms) foi
aplicado para oxidar as espécies de prata na superficie do eletrodo. Por ultimo, o
guarto pulso de potencial (E3 = 0,40 V por 200ms) foi aplicado para estabilizar e
restabelecer o sinal eletroquimico do eletrodo, para posterior oxidacdo dos

antioxidantes (Figura 60).
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Figura 60 - Sequéncia de pulsos aplicada na detec¢do amperométrica dos antioxidantes. Detector: GCE/rGO-
AgNPs. Condigbes: coluna C18. Fase mével: ACN:H-0 (90:10% v/v) com fluxo 0,5 ml min-'; e NaOH 0,3 mol L
(pds coluna) fluxo 0,3 ml min-'. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

7.1.7. Otimizagao da separagao cromatografica

As condicdes de separacdo cromatografica foram otimizadas no modo de
eluicdo isocratica, empregando como detector o GCE/rGO-AgNPs, e a técnica de
cronoamperometria pulsada. Foram estudados a composi¢éo e fluxo da fase movel,
bem como os parametros referentes ao detector e coluna cromatogréafica. Esses
estudos levaram em consideracéo fatores como: resolucéo, simetria, sensibilidade e
tempo de retencdo dos picos.

Inicialmente, foi estudado a propor¢do de acetonitrila:agua (ACN:H20) na
fase movel, variando-se a porcentagem de acetonitrila de 70 a 100% (Figura 61-A).
Esses resultados mostraram que, a fase moével constituida de 100% de acetonitrila
nao possibilita a separacdo adequada dos dois primeiros picos, que foram eluidos em
tempos de retengdo muito proximos. A medida que agua foi adionada a fase mével
houve uma melhora na separacéo entre o0s picos, todavia, houve aumento no tempo

de eluicdo, Figura 61-B. Esse comportamento, pode estar associado a interacdo dos
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antioxidantes com a fase estacionéria, podendo estar mais ou menos retidos. A fase
mével quando constituida de 80% de acetonitrila e 20% de agua possibilitou uma boa
separacdo dos quatro antioxidantes, e uma melhora significativa na resposta do
detector, Figura 61-C. Quantidades de 4gua maiores resultaram em picos muito bem
separados e simétricos, porém, a resposta do detector diminuiu consideravelmete
(Figura 61-C). Portanto, a composicdo da fase movel foi estabelecida como 80:20
(ACN:H20 v/v), em razao de caracteristicas como: melhor separagéo dos picos, menor

tempo de retencdo, e maior area.
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Figura 61: (A) Cromatogramas do estudo de composicao da fase mével ACN:H20 — (a)100 a (d)70% ACN. (B)
Relagdo ACN:H:0 versus tempo de retengéo e (C) ACN:H20 versus area de pico. Coluna C18; fluxo 0,5 ml min*';
detector GCE/rGO-AgNPs. E = 0,40 V vs Pd. Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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Foram realizados estudos com a adigdo de acido acético, variando de 0,5
a 1,5% na fase movel (Figura 62-A). Os resultados demonstraram que 1,0% de acido
acético promoveu uma melhoria na separacédo dos antioxidantes, no que se refere a
simetria dos picos e intensidade de corrente (Figura 62-B). Valores acima de 1,0%
ocasionaram uma diminui¢cdo da &rea e alargamento dos picos, optando-se, portanto,

por adicionar 1,0% de &cido acético na fase movel.
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Figura 62 - (A) Cromatogramas obtidos para o estudo do teor de acido acético na fase mével, variado de: (a)0,5
a (c)1,5%. (B) Relac&o entre area de pico versus teor de acido acético. Coluna C18; fase movel ACN: H-0 (80:20,
v/v) fluxo 0,5 ml min“*; detector GCE/rGO-AgNPs. E = 0,40 V vs Pd. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

O estudo da concentracdo da solucdo de NaOH que passa pelo detector
foi realizado. Os resultados monstraram que houve distorcdo em alguns picos, quando
a concentracdo de NaOH foi muito baixa (< 0,2 mol L), e uma dificuldade de
estabilizar a linha de base dos cromatogramas, Figura 63-A. Outro fator investigado
diz respeito a influéncia desse fator na area dos picos, como mostra a Figura 63-B.
Os resultados obtidos demostraram que concentracdes baixas (0,1 e 0,2 mol L)
resultam em areas de pico bem menores que concentra¢cdes mais elevadas. Assim, 0
valor escolhido de concentracédo de NaOH foi de 0,3 mol L.

Estudos de velocidade da fase mével foram realizados, a fim de verificar o
efeito desse parametro sobre os tempos de retencdes, resolucéo e simetria dos picos.
Os cromatogramas da Figura 64-A demonstram que fluxos muito baixos (0,2 e 0,3 mL
min) resultam em uma 6tima separacdo entre os picos, no entanto, tempos de

retencao prolongados (> 25 minutos) foram observados. Fluxos mais elevados de 0,5
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e 0,6 mL min* também possibilitaram uma execelente separacéo entre os picos dos
antioxidantes, porém, verificou-se uma diminui¢do significativa na area dos picos
(Figura 64-B). Portanto, o fluxo mais adequado foi o de 0,4 mL mint, que garantiu uma
excelente separacdo dos antioxidantes, com tempo de analise inferior a 15 minutos, e

resposta satisfatéria em termos de &rea, resolucéo e simetria dos picos.
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Figura 63 - (A) Cromatogramas referentes ao estudo da concentragéo de NaOH (p6s-coluna), variagao de (a)0,1
mol L' a (d)0,4 mol L'. (B) Relag@o entre area de pico dos antioxidantes e concentragdo de NaOH. Coluna C18;
fase mdvel ACN: H20 (80:20, v/v) e HAc 1%; fluxo 0,5 ml min-'; detector GCE/rGO-AgNPs. E = 0,40 V vs Pd.
Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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Figura 64 - (A) Cromatogramas referentes ao estudo do fluxo da fase mével, variando de (e)0,2 a (a)0,6 mL min-
1. (B) Relagao entre area de pico e fluxo. Coluna C18; fase mével ACN: H20 (80:20, v/v) e HAc 1%; detector
GCE/rGO-AgNPs. E = 0,40 V vs Pd. Fonte: elaborado pelo autor, 2019



133

Estudos foram realizados para investigar a influéncia da temperatura do
forno da coluna e do detector na separacdo cromatografica. Os resultados néo
indicaram influéncia no tempo de retencéo dos analitos. No entanto, como observado
na Figura 65-A, houve uma variacao significativa nas areas dos picos. Temperaturas
abaixo e acima de 30°C apresentaram menor resposta (em termos de corrente), o que
sugere gque essas temperaturas influenciam na interacdo dos antioxidantes com a
coluna cromatografica (podendo estar mais ou menos retidos), esse estudo apontou
a temperatura de 30°C como valor 6timo. Do mesmo modo, também se verificou uma
influéncia da temperatura no detector, o estudo demonstrou que temperaturas de 25
e 40°C apresentam valores de corrente muito baixos, quando comparado a 35°C,
sendo este ultimo o valor de 6timo de temperatura no detector, Figura 65-B. Portanto,

a eluicdo dos compostos ocorreu sob condi¢des 6timas de 30 °C (coluna) e 35 ° C

(detector).
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Figura 65 - Estudos de temperatura: (A) Coluna, variando de 25 a 40°C. (B) Detector, variando de 25 a 40°C.
Coluna C18; fase moével ACN: H20 (80:20, viv) e HAc 1%; fluxo 0,4 ml min-'; detector GCE/rGO-AgNPs. E = 0,40
V vs Pd. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Visando otimizar as condi¢cGes de deteccdo, cinco potenciais de deteccao
foram investigados, entre 0,20 e 0,50 V vs. Pd, em condi¢des hidrodinamicas (Figura
66-A). Voltamogramas hidrodinamicos foram construidos, relacionando potencial de
deteccédo com a area dos picos (nA min't). Os resultados obtidos demonstraram que
potenciais muito baixos (< 0,40 V) foram insuficientes para oxidar os compostos de
interesse, resultando em picos mais largos, com baixa resolucdo e menor area (Figura

66-B). Quando valores de potenciais de deteccdo maiores foram empregados,
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observou-se uma melhora na resposta do detector e na resolugéo dos picos. Desse
modo, com base nesses estudos, o valor 6timo de potencial foi obtido em 0,40 V.

Apoés a otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas, as identidades dos
picos foram confirmadas injetando cada antioxidante individualmente, Figura 67. A
sequéncia de eluicdo dos componentes da matriz € relativo ao valor do pKa (entre 11
a 12,75), ao numero de grupos ionizaveis presentes na estrutura, e a polaridade dos
compostos. Os cromatogramas da Figura 67, monstram que as condi¢des otimizadas
por cromatografica de fase reversa e eluicdo isocratica possibilitaram uma excelente
separacao dos quatro antioxidantes, em que a sequéncia de elui¢céo foi: BPA (tr = 4,16
min), BMP (tr = 7,21 min), TBP (tr = 11,27) e BHT (tr = 13,48).
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Figura 66 - (A) Cromatogramas referente ao estudo do potencial de detec¢do dos antioxidantes, (a)0,2 V a (€)0,5
V. Condigbes: fase mével ACN:H-0 (80:20 v/v) e HAc 1,0%, fluxo 0,4 ml min-', NaOH 0,3 mol L* (pés-coluna). (B)
Relagéo da area de pico versus potencial de detec¢do dos antioxidantes. (a) 0,3 V até (f) 0,5 V. Fonte: elaborado

pelo autor, 2019

Os parametros cromatograficos: tempo de retencdo, tempo de retencao
ajustado, resolucéo, fator de retencédo e fator de separacdo foram calculados, os
dados obtidos podem ser vistos na Tabela 17. Os valores de resolugdao obtidos
monstram valores entre 1,04 e 1,75, estes resultados sdo muito satisfatorios,
considerando a faixa aceitavel de 1,0 a 2,0 [155]. Os fatores de reten¢éo apresentaram
valores entre 1,01 e 3,01, esses valores sdo adequados considerando a faixa aceitavel

de 1 a 10 [156]. A resolucéo de dois picos depende do fator de separacgéao, fator de
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retencdo e numero de pratos tedricas (N), e caracteriza a eficiéncia da coluna, esta

eficiéncia € otimizada quando N €& maximizado [155,156]. Com base nesses

parametros, os resultados obtidos estdo dentro do esperado para um bom

desempenho cromatografico para todos os antioxidantes.

BPA

BMP
TBP
BHT
2250 nAJ & /\
0 2 4 6 8 10 12 14
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Figura 67: Cromatogramas referente a injecdo dos antioxidantes na fase mével, em condi¢des otimizadas.
Empregando GCE/rGO-AgNPs. Condiges: coluna C18; fase mével ACN: H20 (80:20, v/v) e HAc 1,0%; fluxo 0,4

ml min‘'; detector GCE/rGO-AgNPs. E = 0,40 V vs Pd. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Tabela 17: Parametros Cromatograficos para separag¢éo de antioxidantes. Detector: GCE/rGO-AgNPs

Parametro BPA BMP TBP BHT
Tempo de retencdo (min) 4,16 7,21 11,27 13,48
Tr ajustado (min) 13 2,5 7,3 6,4
Resolucéo 1,04 1,9 1,75 1,32
NuUmero de pratos tedricos 10177 11511 12136 15260
Fator de retencéo (k) 13 1,6 3,01 2,6
Fator de separagéo (a) 1,8 2,3 1,6 1,0

Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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7.1.8. Curvas analiticas

Apés a otimizacdo das condicbes cromatogréficas, curvas analiticas dos
guatro antioxidantes foram construidas para avaliar os parametros analiticos do
método. Esse estudo foi realizado com sucessivas adicdes dos padrdes dos
compostos, na faixa de concentracdo de 1,0 x 10° mol L* a 5,0 x 10 mol L. A Figura
68-A apresenta os cromatogramas obtidos para misturas dos quatro antioxidantes em
diferentes concentracées. Um aumento proporcional das areas de pico em funcdo do
aumento da concentracdo dos padrdes foi observado. A Figura 68-B apresenta as
curvas analiticas para os antioxidantes BPA, BMP, TBP e BHT. Os parametros
analiticos para o método (faixa linear, limite de detecc¢éo, sensibilidade e coeficiente
de correlacao) sédo apresentados na Tabela 18.

A repetibilidade do método também foi analisada por meio de injecdes
repetitivas (dez vezes) de uma mistura de 5,0x10° mol L dos quatro antioxidantes
nas mesmas condi¢des experimentais. Os desvios padrdo relativos das areas de pico
variaram de 3,8% a 4,2% para TBP, BHT, BMP e BPA. Os desvios padrao relativos

dos tempos de retencéo para os quatro antioxidantes foram inferiores a 1,0%.

2000
(A)  BPA (B)

1600 -

1200

800 +

BMP

400

Area de pico (nA.min'1)

17000 nA

04

5,0x10° 1,0x10* 1,5x10* 2,0x10™

t (min) 1
[Antioxidantes] mol L

Figura 68: (A) Cromatogramas das misturas dos antioxidantes em diferentes concentragdes. (B) Relagdo das
areas de pico versus concentragdo dos antioxidantes: BPA, BMP, TBP e BHT. Coluna C18; Fase mével ACN:H20
(80:20% viv) e 1,0% HAc, fluxo 0,4 ml min-'; e NaOH 0,3 mol L (pds coluna) 0,3 ml/min. Detector amperométrico
GCE/rGO-AgNPs. Potencial de detecgéo 0,40 V vs. Pd. Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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Tabela 18: Figuras de mérito obtidas a partir da detecgcdo dos antioxidantes utilizando RP-HPLC-PAD, com
eletrodo GCE/rGO-AgNPs. n=3

Antioxidante Faixa linear LD SA r RSD
(mol L) (mol L) (nA L mol?) (%)

BPA 2,9x107 9,0x10° 0,999 1,9
BMP 5,0x10° a 4,2x10°7 6,7x10° 0,998 2,3
TBP 1,8x10* 6,1x1077 4,8x10° 0,997 1,7
BHT 3,8x1077 3,4x10° 0,998 3,0

Fonte: elaborado pelo autor, 2019.

7.1.9. Determinagao dos antioxidantes em bioquerosene de aviagao

O GCE/rGO-AgNPs foi utilizado como detector amperométrico em RP-
HPLC para determinacdo de antioxidantes sintéticos em uma amostra de
bioguerosene de aviacao. O preparo da amostra envolveu uma etapa de filtragem para
retirada de possiveis impurezas, seguido de uma simples diluicdo em acetonitrila.

As analises cromatogréaficas foram efetuadas nas condi¢des otimizadas, e
a identificacdo dos picos foi baseada nos tempos de retencdo dos compostos, e
confirmada por meio de adi¢cdo de solucbes dos padrdoes dos compostos. O método
utilizado para quantificacdo dos antioxidantes foi adicdo de padrdo, em quatro niveis
de concentragao, Figura 69. Os resultados obtidos indicaram a presenca de trés
antioxidantes na amostra de bioquerosene: BMP, TBP e BHT. As seguintes equacoes
de regresséao foram obtidas: y = -60,5 + 1,8x107x, r = 0,999 (BPA); y =9,9 + 1,2x107X,
r=0,998 (BMP); y = 1,3 + 9,1x10%, r = 0.999 (TBP); e y = 5,6 + 6,4x10% (BHT). As
concentragBes obtidas foram: 2,0 (+0,4) x10° mol L*; 3,8 (£0,2) x 10° mol L e 2,7
(£0,3) x10° mol L, Tabela 19. O antioxidante BPA néo foi detectado na amostra.

A validacdo do método foi realizada através de estudos de recuperacao dos
guatro antioxidantes. As recuperacbes médias variaram de 96,7% a 102,8%, e 0s
desvios padrao relativos entre 1,2 e 4,5% para todos os antioxidantes, confirmando a

precisdo do método.
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Figura 69: Cromatogramas representativos da amostra de bioquerosene (diluicao 1:100), antes e ap6s adi¢do dos
padrdes. Condicdes: coluna C18; fase mével ACN:H20 (80:20 v/v), fluxo 0,4 ml min-* e NaOH 0,3 mol L' (p6s
coluna) fluxo 0,3 mol L', Detector amperométrico GCE/rGO-AgNPs. E = 0,40 V. Fonte: elaborado pelo autor, 2019

Tabela 19: Valores de recuperagdo obtidos para o método empregado na quantificagdo de antioxidantes na
amostra de bioquerosene por RP-HPLC-PAD. Detector: GCE/rGO-AgNPs.

Parametros BPA BMP TBP BHT

2,0x10° 3,8x10° + 2,7x10°

Conc. determinada (mol L?)

4,0x10° 2,0x10°® 3,0x10°®
Quant. Adicionada (mol L™") 8,5x10° 1,5x10° 2,5x10° 3,0x10°
Recuperacao (%) 99,4 96,7 97.3 102,8
RSD (n=3) (%) 1,2 45 3,6 1,9

Fonte: elaborado pelo autor, 2019
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7.2. CONCLUSOES PARCIAIS

Os estudos eletroquimicos para o eletrodo modificado, GCE/rGO-AgNPs,
monstraram que AgNPs exibe atividade eletrocatalitica para os quatro antioxidantes
(BHT, TBP, BMP e BPA). O eletrodo modificado foi estudado como detector
amperomeétrico para a determinacdo de antioxidantes por cromatografia liquida de
fase reversa. Os limites de deteccdo obtidos foram: 2,9x107 mol L* (BPA); 4,2x10”7
mol L't (BMP); 6,1x10" mol Lt (TBP) e 3,8x10" mol L* (BHT). O método, empregando
GCE/rGO-AgNPs como detector amperométrico em HPLC, demonstrou ser sensivel,
seletivo e reprodutivel, e foi utilizado com sucesso para determinar antioxidantes na
amostra de bioquerosene. As concentragcdes determinadas nesse tipo de amostra
foram: 2,7x10° mol L (BHT); 2,0x10°°> mol L* (BMP) e 3,8x10° mol L (TBP). O
antioxidante BPA n&o foi detectado na amostra analisada. A sensibilidade,
seletividade e precisdo do método o tornam uma alternativa viavel para aplicacdes

analiticas, ndo s6 em bioquerosene como também em outras matrizes.
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CAPITULO VII: CONCLUSOES

Eletrodos de carbono vitreo foram modificados com Oxido de grafeno
reduzido, e suas propriedades eletroquimicas frente a quatro antioxidantes sintéticos
foram investigadas. O GCE/rGO néo apresentou atividade eletrocatalitica frente aos
antioxidantes. Este eletrodo foi modificado com nanoparticulas de 6xidos metélicos
(ouro, niquel e prata), que proporcionaram elevada atividade eletrocatalitica para os
antioxidantes BHT, BMP, TBP e BPA.

Trés métodos foram desenvolvidos para a determinacdo dos antioxidantes
sintéticos em bioquerosene de aviacdo. Os métodos empregaram eletrodos
modificados (GCE/rGO-AuNPs, GCE/rfGO-NINPs e GCE/rGO-AgNPs) como
detectores amperométricos em HPLC. Os métodos utilizaram um sistema de
separacdo RP-HPLC, em modo de eluicdo isocréatica, e deteccdo amperométrica
pulsada. A fase movel consistiu de: acetonitrila/agua e NaOH (p6és coluna). Os limites
de deteccao obtidos nos trés sistemas de detecgdo para quatro antioxidantes foram
inferiores a 2,8x107" mol L1. Sendo que o GCE/rGO-AuNPs apresentou os menores
valores de LD, na ordem de 2,0x10 e melhor sensibilidade.

Os detectores foram utilizados com sucesso na analise de antioxidantes
em uma amostra de bioquerosene, com uma simples diluicAo em acetonitrila. As
andlises por RP-HPLC-PAD demonstraram a presenca de trés antioxidantes na
amostra de bioquerosene, os quais foram identificados e quantificados: BMP, TBP e
BHT. O antioxidante BPA n&o foi identificado na amostra por nenhum dos trés
métodos.

Os eletrodos modificados GCE/rGO-AuNPs, GCE/rGO-NiNPs e GCE/rGO-
AgNPs podem ser utilizados como detectores amperomeétricos para determinacéo
rotineira de antioxidantes sintéticos em bioquerosene, empregando RP-HPLC com

boa precisdo e sem tratamento exaustivo da amostra.
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