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RESUMO

A atual expansdo do setor de aviagdo tem aumentado a dependéncia das
companhias aéreas ao querosene de aviacdo e a outros derivados fésseis. A
dependéncia desse setor para com esses combustiveis se reflete em grandes
indices de poluicdo atmosférica devido a emissdo do CO, proveniente da queima
dessas substancias. Tendo em vista a necessidade de reduzir esse poluente, tém-se
desenvolvido novas tecnologias para a producdo de querosenes alternativos de
aviacao (bioquerosenes de aviacdo). Uma das formas de obtencdo do bioquerosene
de aviacdo é a partir da fermentacédo de acucares. O biocombustivel obtido através
dessa rota tecnolégica € composto basicamente pelo farnesano e possui como
principal contaminante o hexahidrofarnesol. A preocupacdo com a presenca do
hexahidrofarnesol no bioguerosene de aviacdo se deve principalmente a sua
solubilidade em agua e a degradacdo dos componentes do sistema de combustivel.
Diante disso, se fazem necessarias metodologias analiticas simples, sensiveis,
seletivas e de baixo custo para determinar esse contaminante no bioquerosene de
aviagdo. Uma vez que essas caracteristicas sdo encontradas nos sensores
eletroquimicos, o objetivo deste trabalho consiste no desenvolvimento de um sensor
eletroquimico baseado em polimero molecularmente impresso para a determinacao
de hexahidrofarnesol em bioquerosene de aviacdo. O sensor proposto foi preparado
pela eletropolimerizacdo da o-fenilenodiamina sobre um eletrodo de carbono vitreo
na presenca da molécula de hexahidrofarnesol pela técnica de voltametria ciclica. O
eletrodo modificado foi caracterizado por varias técnicas, tais como voltametria
ciclica, espectroscopia de impedancia eletroquimica, microscopia eletrbnica de
varredura, espectroscopia RAMAN e microscopia de for¢ca atdbmica. Os parametros
que influenciam o desempenho do sensor impresso, como a razdo molar entre o
mondémero funcional e a molécula molde, o numero de ciclos utilizados na
eletropolimerizacdo, o pH da solucdo utilizada durante a eletropolimerizagéo, o
tempo de extracdo da molécula molde e o tempo de religagdo da molécula de
hexahidrofarnesol nas cavidades impressas do sensor foram otimizados. O sensor
desenvolvido apresentou duas faixas lineares de trabalho, de 5,0x10° a
1,5x107 mol L™ e de 1,5x107 a 1,5x10° mol L. As constantes de dissociacéo
aparente (Kd) para a primeira e a segunda faixa linear desse dispositivo foram
calculadas pela isoterma de adsorcdo de Langmuir como sendo 4,8x107 e
9,1x10° mol L™ respectivamente. As figuras de mérito, tais como sensibilidade, limite
de deteccao e limite de quantificacdo foram obtidas utilizando a primeira faixa linear
e foram estimadas em 67 A L mol™; 1,2x10®% mol L e 4,1x10®° mol L™
respectivamente. Na presenca de moléculas potencialmente interferentes que
compdem o bioquerosene de aviacdo, o sensor GCE-MIP demonstrou-se seletivo
para o reconhecimento da molécula de hexahidrofarnesol. Além disso, esse sensor
apresentou consideravel repetibilidade inter-dia e intra-dia, com valores de
RSD < 4,8%, e teve 96% de sua corrente inicial preservada apds ser armazenado
por 10 dias em contato com o ar a temperatura ambiente. O método desenvolvido foi
aplicado com sucesso na determinacdo de hexahidrofarnesol em bioquerosene de
aviacao. As recuperacfes médias variaram de 97,6% a 105,8%, com RSDs entre
1,7% a 3,9%, indicando que o método desenvolvido possui uma boa exatidao para a
determinacao de hexahidrofarnesol.

Palavras-chave:  Sensor eletroquimico. Eletrodo  modificado.  Polimero
molecularmente impresso. o-fenilenodiamina. Hexahidrofarnesol. Bioquerosene de
aviagao.



ABSTRACT

Current expansion of the aviation sector has increased the dependence of airlines to
aviation kerosene and other fossil derivatives. Dependence of this sector to such
fuels is reflected in high rates of air pollution due to the emission of CO, originated
from burning of these substances. In view of the need for lower emissions these
pollutants, new technologies have been developed for the production of alternative
aviation kerosene (aviation biokerosene). One of the ways of get the aviation
biokerosene is from the fermentation of sugars. The biofuel obtained through this
technological route is basically composed of farnesane, and it has as main
contaminant the hexahydrofarnesol. The concern with the presence of
hexahydrofarnesol in aviation biokerosene is mainly due to its solubility in water and
the degradation of fuel system components. Thus, the developments of simple,
sensitive, selective and low cost analytical methodologies to determine such
contaminant in the aviation biokerosene are necessary. Once these characteristics
are found in the electrochemical sensors, the objective of this work consists in the
development of an electrochemical sensor based on molecularly imprinted polymer
for the determination of hexahydrofarnesol in aviation biokerosene. The proposed
sensor was prepared by electropolymerization of the o-phenylenediamine on a
glassy carbon electrode in the presence of the hexahydrofarnesol molecule by the
cyclic voltammetry technique. The modified electrode was characterized by several
techniques, such as cyclic voltammetry, electrochemical impedance spectroscopy,
scanning electron microscopy, RAMAN spectroscopy, and atomic force microscopy.
Parameters that influence the performance of the imprinted sensor, such as the
molar ratio between the functional monomer and the template molecule, the number
of cycles used in the electropolymerization, the pH of the solution used during the
electropolymerization, the extraction time of the template molecule and the time of
rebinding of the hexahydrofarnesol molecules in the imprinted cavities were
optimized. The developed sensor presented two linear ranges of work, 5.0x10® to
1.5x107 mol L* and 1.5x107 to 1.5x10° mol L™ Apparent dissociation
constants (Kd) for the first and second linear range of this device were calculated by
Langmuir adsorption isotherm as being 4.8x10" and 9.1x10° mol L™ respectively.
Figures of merit, such as sensitivity, limit of detection and limit of quantification were
obtained using the first linear range and were estimated in 67 A L mol™:;
1.2x10® mol L™ and 4.1x10® mol L™ respectively. In the presence of potentially
interfering molecules that compose the aviation biokerosene, the GCE-MIP sensor
showed up selective for recognition of the hexahydrofarnesol molecule. In addition,
this sensor showed considerable inter-day and intra-day repeatability, with
RSD values < 4.8%, and had 96% of its initial current preserved after to be stored for
10 days in contact with the air at room temperature. The developed method was
successfully applied in the determination of hexahydrofarnesol in aviation
biokerosene. Average recoveries varied from 97.6% to 105.8%, with RSDs between
1.7% and 3.9%, indicating that the developed method had good accuracy for the
determination of hexahydrofarnesol.

Keywords: Electrochemical sensor. Modified electrode. Molecularly imprinted
polymer. o-phenylenediamine. Hexahydrofarnesol. Aviation biokerosene.
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ipa — CcOrrente de pico anddica

ipc — corrente de pico catddica

ix — corrente final

Kp — constante de dissociagcéo aparente

kg — quilograma

kHz — quilohertz

km? — quildmetro quadrado

kQ — quiloohm

L — litro

m> — metro clbico



M — média das recuperacdes
m — sensibilidade

mg — miligrama

mL — mililitro

m:m— relagéo massa:massa

mV — milivolt
MQ — megaohm
n° — namero

n — numero de repeticdes

Ne — NUmero de elétrons

nm — nanémetro

ppm — parte por milhdo

Q —carga

r — coeficiente de correlacéo de Pearson
Rec.% — quantidade percentual recuperada
Rec.1000 — recuperacéao percentual desejada
S — segundo

S — desvio-padréo

Syy — desvio padréo residual

v — raiz quadrada da velocidade de varredura
V —Volt

Vv — relacao volume:volume

VS. — versus

a — fator de impressao

B — fator de seletividade

Ai — diferenca de corrente

MA — microampére

Mg — micrograma

MM — micrémetro

[' — excesso superficial

6 — grau de cobertura
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1 INTRODUCAO
1.1 Bioquerosene de aviacao

A necessidade de locomoc¢éo das pessoas € uma caracteristica marcante da
populacdo mundial. Atualmente, a tendéncia é que essa necessidade aumente com
o desenvolvimento de paises emergentes como Africa do Sul, Brasil e india. Os
principais meios de transporte utilizados pelas pessoas na atualidade séao
abastecidos por combustiveis fosseis derivados do petrdleo, tais como gasolina,
diesel e querosene (1). Devido a agilidade e a seguranca, o transporte aéreo,
abastecido pelo querosene de aviacdo, tem sido um dos meios de transporte mais
utilizados pela populacdo em geral.

O querosene de aviacdo € um combustivel obtido através do refino
do petréleo, composto basicamente por alcanos de cadeias saturadas contendo
entre 9 e 15 carbonos. Tais hidrocarbonetos possuem uma taxa lenta de evaporacéao
e um baixo ponto de congelamento, além de serem insoliveis em agua (2). O
consumo atual de querosene de aviac&o no Brasil é em torno de 8 milhdes de m® por
ano e a estimativa é que esse valor se eleve para 12 milhées em 2020 (3).

A forte dependéncia do setor aéreo para com o0 querosene de aviacdo
contribui com a poluicdo atmosférica devido a liberacdo de CO,. De acordo com
Araujo (2), o transporte aéreo, com a queima de combustiveis fosseis, produz cerca
de 2% de todo o CO; liberado para a atmosfera, sendo que esse valor pode atingir
cerca de 3% em 2050, caso as companhias aéreas continuem a crescer em uma
taxa constante de 5% ao ano. Embora o percentual de CO; liberado pelas aeronaves
seja considerado pequeno, segundo o IPCC (Painel Intergovernamental de
Mudancas Climaticas) (4), esses niveis sdo mais prejudiciais quando comparados
com outras fontes emissoras, uma vez que o CO, emitido pelos avibes € langcado
proximo a camada de o0zonio, intensificando o efeito estufa, e consequentemente, o
aguecimento global.

Diante da necessidade de se reduzir as emissdes de poluentes, as empresas
aéreas associadas a IATA (Associacdo Internacional de Transportes Aéreos) se
comprometeram a diminuir em 50% as emiss6es de CO, até 2050, tendo como

referéncia os niveis emitidos em 2005 (5). Além disso, novas tecnologias estao
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sendo desenvolvidas para a producdo de querosenes alternativos de aviagao,
também conhecidos como bioguerosenes de aviagao.

Os bioquerosenes de aviacdo pertencem a classe dos biocombustiveis de
segunda geracdo, os quais sdo produzidos a partir de matérias-primas renovaveis
gue nao sejam utilizadas como fontes de alimentacdo humana (2). Além de nao
concorrer com a industria alimenticia, a matéria-prima de um biocombustivel de
segunda geracdo ndo deve ameacar 0 ecossistema em que esta inserida, ndo deve
necessitar de grandes quantidades de &gua para sua producdo, deve agregar
valores socioecondmicos a regido em que esta sendo cultivada, deve ser produzida
em terras inapropriadas para a producdo de alimentos, e claro, proporcionar a
reducdo de emissédo de poluentes e fornecer contetdo energético igual ou superior
ao apresentado pelos combustiveis fosseis (6-7). Dessa forma, a literatura tem
destacado algumas potenciais matérias-primas para producdo de bioquerosenes de
aviacao, como os 0leos de pinhdo-manso (8), macauba (9), babacu e carmelina (10).
Neste ambito, o Brasil por apresentar o quinto maior territorio do mundo com
aproximadamente 8.511.965 km? e por possuir uma industria aeronautica com varias
companhias aéreas é reconhecido como um espacgo propicio para o cultivo dessas
matérias-primas e para o desenvolvimento de novas tecnologias para a producéo de
bioguerosene de aviacdo (11,12).

Outro fator importante a ser considerado no cenario brasileiro de transportes
aéreos € a logistica de producéo e distribuicdo de biocombustiveis de aviacao para
os aeroportos. De acordo com Oliveira (13), o Brasil possui 108 aeroportos que
recebem voos nacionais e internacionais, representando cerca de 1 milhdo de voos
anuais dentro do espaco aéreo brasileiro, além desses voos, outros 62 mil voos
internacionais anuais saem do Brasil com destino 58 aeroportos em 35 paises.
Nesse cenario, apenas 0s voos internacionais representam o consumo de 60% de
todo o querosene de aviacdo consumido no pais (13). Essas caracteristicas
demostram o futuro promissor que o Brasil possui dentro do setor de
biocombustiveis de aviacéo.

De modo geral, o bioquerosene de aviagdo ou querosene parafinico
sintético (SPK) é constituido essencialmente por isoparafinas, n-parafinas e
cicloparafinas. Atualmente, existem trés principais rotas tecnolégicas para a

obtencdo de bioquerosene de aviacdo: processo Fischer-Tropsch (FT),
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hidroprocessamento de ésteres e 4cidos graxos (HEFA) e fermentacdo de agucares
para a obtencado de isoparafinas sintéticas (SIP) (15).

O querosene alternativo SPK-FT € um biocombustivel obtido a partir do
processo Fischer-Tropsch, utilizando um catalisador de ferro (Fe) ou cobalto (Co). O
processo Fischer-Tropsch € um processo quimico para a produgdo de
hidrocarbonetos liquidos utilizando compostos gasosos como materiais de partida.
Nesse processo, a biomassa € gaseificada em altas temperaturas e 0s principais
produtos gasosos de sua decomposicdo sdo os gases hidrogénio e o monoxido de
carbono, que por sua vez, se combinam na superficie de um catalisador de Fe ou Co
para a producao de hidrocarbonetos liquidos e agua (15).

O querosene alternativo SPK-HEFA é um biocombustivel obtido através de
uma reacao de transesterificacdo, semelhante a da producéo de biodiesel, onde um
acido graxo reage com um alcool em presenca de um catalisador para a formacao
de ésteres. Em comparacdo com a producao de biodiesel, essa rota de producao
necessita de uma etapa adicional para a purificacéo e a separacao das fracdes mais
leves dos ésteres produzidos, uma vez que sao 0s ésteres mais leves que possuem
caracteristicas adequadas para serem utilizados como bioquerosene de
aviagao (15).

O querosene alternativo SIP € um biocombustivel que é produzido utilizando
leveduras geneticamente  modificadas para transformar aclUcares em
hidrocarbonetos liquidos a partir do processo de fermentacdo. Esse processo é
semelhante a producdo de etanol, entretanto, ao invés de produzir etanol, a
fermentacdo utilizando essas leveduras produz farneseno, que apds sofrer uma
reacdo de hidrogenacdo € transformado em farnesano (2,6,10-trimetildodecano),
uma molécula que possui caracteristicas adequadas para ser utilizada como
bioquerosene de aviagdo (13). A Figura 1 apresenta as estruturas das moléculas de

farneseno e farnesano:

ch HGC
= = = NS CH2 \l/\/\lNY\CHz

CH, CH, CH; CH, CH; CH;
farneseno farnesano

Figura 1 - Representacéo estrutural das moléculas de farneseno e farnesano.
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O bioquerosene de aviacdo precisa ser aprovado por 6rgaos reguladores para
gue possa ser produzido e distribuido para o abastecimento do mercado aéreo. No
cenario internacional, o bioquerosene de aviacao € regulamentado pela Sociedade
Americana para Testes e Materiais (ASTM) através da norma D7566 (16), que
contém as especificacfes para os combustiveis alternativos de aviagdo. J& no Brasil,
seguindo as recomendacdes da ASTM, o bioguerosene de aviacao € regulamentado
pela Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), através
da resolugdo n° 63, de 05/12/2014 (14).

Por apresentar condicbes favoraveis para o desenvolvimento de novas
tecnologias para a producdo de bioquerosene de aviacdo e pela existéncia de uma
regulamentacao vigente para esse biocombustivel, varias empresas estédo investindo
no Brasil para a producéo de querosenes alternativos para a aviagao.

Dentre as iniciativas nacionais para o desenvolvimento de tecnologias para a
producdo de bioquerosene de aviacdo, destaca-se a JETBIO, empresa
especializada em projetos para biocombustiveis. A empresa com sede no estado de
Sdo Paulo, possui uma parceria com a multinacional SG Biofuels para o
desenvolvimento de bioquerosene de aviacdo, utilizando como matéria-prima o 6leo
de pinhdo-manso. De acordo com estudos realizados na Universidade Tecnoldgica
de Michigan, quando comparado com o0 querosene de aviacdo convencional
derivado do petroleo, o bioquerosene de aviagao produzido a partir do pinhdo-manso
reduz em cerca de 65% a 80% as emissdes de gases do efeito estufa (17).

Além da parceria com a SG Biofuels, a JETBIO € lider de uma iniciativa que
conta com outras empresas que estao interessadas na producao de bioquerosene
de aviacdo a partir do pinhdo-manso, como a Airbus, o Banco Interamericano de
Desenvolvimento (BID), a Bioventures Brasil, a Rio Pardo Bioenergia, a Air BP e a
TAM Linhas Aéreas (17).

As caracteristicas do mercado aéreo brasileiro também tém motivado
empresas multinacionais de bioenergia a se instalarem no Brasil e a investirem no
desenvolvimento de tecnologias para a producéo de bioquerosene de aviacao. Entre
as tecnologias mais avancadas em desenvolvimento no pais, estdo as instalacdes
das empresas Solazyme e Amyris.

A Solazyme é uma empresa fundada em 2003 na Califérnia nos Estados
Unidos e produz bioquerosene de aviacdo a partir de microalgas alimentadas com

acucares. O primeiro voo comercial utilizando o bioquerosene produzido pela
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Solazyme aconteceu em 2011 entre as cidades de Houston e Chicago nos Estados
Unidos. De acordo com dados da prépria empresa, este voo de 1700 quildmetros
deixou de emitir entre 10 a 12 toneladas de CO, para a atmosfera. A Solazyme atua
no Brasil desde 2011 em parceria com a empresa Bunge, onde construiram uma
unidade para a producdo de bioquerosene de aviagéo no interior do Estado de Sao
Paulo, no municipio de Orinditva (13).

Também de origem americana, a Amyris € uma empresa fundada em
Berkeley no ano de 2003 por pesquisadores da Universidade da Califérnia. A Amyris
se instalou no Brasil em 2007 no municipio de Brotas (SP) e, desde 2012, em
parceria com a multinacional francesa Total (a maior distribuidora de querosene de
aviacdo da Europa), produz farnesano a partir do caldo de cana-de-acucar,
utilizando uma linhagem de leveduras Saccharomyces cerevisiae geneticamente
modificadas para realizar o processo de fermentacéo (13).

O primeiro voo teste no Brasil utilizando uma mistura de querosene de
aviacdo convencional com o bioquerosene produzido pela Amyris foi realizado em
2012 durante a Conferéncia Rio+20. O voo realizado entre os aeroportos de
Viracopos (SP) e Santos Dumont (RJ) em um jato da Azul Linhas Aéreas contou
com a presenca de 60 pessoas, dentre elas jornalistas, autoridades politicas e
executivas das empresas envolvidas. O teste demonstrou que o biocombustivel
utilizado teve uma avaliacdo positiva, uma vez que apresentou um desempenho
similar ao combustivel féssil e reduziu as taxas de emissdes de poluentes (18).
Ainda dentro da Rio+20, a Unido Brasileira do Biodiesel e Bioquerosene (Ubrabio)
lancou a Plataforma Brasileira de Bioquerosene com o objetivo de afirmar a
importancia socioeconémica e ambiental da utilizacdo dos biocombustiveis e

demonstrar que esta pratica ja pode ser uma realidade para o setor de aviacdo (19).

1.2 Hexahidrofarnesol

Durante o processo de conversdo de acucares em hidrocarbonetos para a
obtencdo de isoparafinas sintéticas (SIP), além do farneseno, outro isoprendide
produzido é o farnesol, que apds sofrer uma reacdo de hidrogenacéo € transformado
em hexahidrofarnesol (HHF) (3,7,11-trimetil-1-dodecanol), que é o principal
contaminante do querosene alternativo SIP. A Figura 2 apresenta a estrutura das

moléculas de farnesol e HHF:
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CH;

CH, CH, CHs CHs; CHs

farnesol hexahidrofarnesol

Figura 2 - Representagéo estrutural das moléculas de farnesol e hexahidrofarnesol.

De acordo com a norma D7566 da ASTM (16), a composicao requerida para o

guerosene alternativo de aviacdo obtido através da fermentacdo de acUcares €

apresentada pela Tabela 1.

Tabela 1 - Composicéo do querosene alternativo SIP.

Composicéao Unidade Limite Método
Hidrocarbonetos saturados, min. % (m:m) 98 D7974
Farnesano, min. % (m:m) 97 D7974
Hexahidrofarnesol, max. % (m:m) 1,5 D7974
Olefinas, méx. mgBr,:100g 300 D2710/1P 299
Aromaticos, max. % (m:m) 0,5 D2425
Carbono e hidrogénio, min. % (m:m) 99,5 D5291
Nitrogénio, méx. mg:kg 2 D4629/1P 379
Agua, max. mg:kg 75 D6304/IP 438
Enxofre, max. mg:kg 2 D5453/D2622F
Metais (Al, Ca, Co, Cr., Cu, Fe, K, 0,1 por
Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, Pd, ppm ety D/111/UOP 389
Pt, Sn, Sr, Ti, V e Zn), max.
Halogénios mg:kg hallogZ:]io D7359

Fonte: Adaptado de ASTM (16).

Conforme observado na Tabela 1, o querosene alternativo SIP deve ser
composto por no minimo 97% em massa de farnesano e no maximo 1,5% em massa

de HHF. Em virtude do HHF ser o principal contaminante do farnesano, que € o
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componente majoritario do bioquerosene de aviagdo, concentracdes superiores a
1,5% na mistura podem afetar consideravelmente o desempenho das aeronaves. A
preocupacdo com a presenca do HHF no bioquerosene de aviacdo se deve
principalmente a sua solubilidade em &gua e a degradacdo dos componentes do
sistema de combustivel, uma vez que esse contaminante pode formar cadeias
poliméricas e sedimentar-se nas estruturas que compdem esse sistema. Diante
disso, se fazem necessarias metodologias analiticas capazes de permitir a
determinacdo da concentracdo deste contaminante no bioquerosene de aviacéo,

garantindo assim a qualidade deste biocombustivel.

1.3 Métodos de determinacao de hexahidrofarnesol

Conforme estabelece a norma D7974 da ASTM (20), a determinacédo de HHF
em bioquerosene de aviacdo deve ser realizada pela técnica de GC-FID. Enquanto
gue, na literatura, as metodologias descritas para a determinacdo dessa molécula
em diversas matrizes séo baseadas na técnica de GC-MS.

Rodriguez-Solana et al. (21) identificaram a presenca da molécula de HHF em
extratos de erva-doce, utilizando a técnica de GC-MS, porém, neste trabalho, néo
houve a quantificacdo deste analito.

Yang et al. (22) quantificaram a molécula de HHF durante um estudo sobre a
mudanca da composicdo do aroma do suco de framboesa durante o
armazenamento por 20 dias, utilizando a técnica de GC-MS. Neste trabalho, os
autores determinaram uma concentracéo de 26 pg L™ para a molécula de HHF no
inicio do armazenamento e observaram que, apos 15 dias de armazenamento, a
concentracéo desta molécula no aroma do suco de framboesa era de 2,4 ug L™.

Peng et al. (23) determinaram a concentragédo de HHF e de outros compostos
volateis presente em folhas de tabaco por GC-MS utilizando diferentes técnicas de
extracdo: destilacdo a vapor (SD), destilacdo e extracdo simultanea (SDE) e
codestilacdo headspace (HCD). As concentracdes de HHF obtidas utilizando as
técnicas de extracbes SD, SDE e HCD foram 0,57; 0,76 e 0,61 pg L™
respectivamente.

Embora a técnica de cromatografia gasosa possua um alto poder de
resolucdo, necessite de uma pequena quantidade de amostra e seja considerada

uma excelente metodologia quantitativa, permitindo a deteccdo de concentracdes da
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ordem de picogramas (102 g) a miligramas (102 g), essa técnica possui alguns
inconvenientes, como a analise de apenas substancias volateis e termicamente
estaveis, limitacbes nos aspectos qualitativos das separacdes, dificuldade de ser
utiizada como uma técnica preparativa e a necessidade de uma etapa de
pré-tratamento da amostra, que aumenta consideravelmente o custo e o tempo de
duracédo das analises (24,25).

Devido as limitagcdes apresentadas pela técnica de cromatografia gasosa,
torna-se interessante o desenvolvimento de novas metodologias que permitam a

determinacao da concentracdo de HHF no bioquerosene de aviacéo.

1.4 Sensores eletroquimicos

A utilizacdo de sensores eletroquimicos tem aumentado consideravelmente
nos ultimos anos devido a algumas caracteristicas vantajosas apresentadas por
esses dispositivos, como portabilidade, possibilidade de automacéo, obtencdo de
informacdes in situ, sensibilidade, seletividade, pequenos limites de deteccédo e
guantificacdo e baixo custo dos equipamentos (26).

Os sensores eletroquimicos podem ser constituidos por eletrodos nao
modificados (convencionais), tais como carbono, ouro, platina e mercurio
e por eletrodos modificados. O termo eletrodo quimicamente modificado (do inglés,
chemically modified electrode — CME) foi introduzido na eletroquimica por
Murray et al. (27) para caracterizar os eletrodos que possuiam algum tipo de espécie
eletroativa imobilizada em sua superficie. O principal objetivo dessa modificacdo é
estabelecer um maior controle da natureza fisico-quimica da interface
eletrodo/solucdo, de modo a alterar a reatividade e a seletividade do eletrodo em
relacdo a espécie de interesse, possibilitando assim, a producdo de eletrodos para
diversas aplica¢des analiticas (28).

O primeiro relato da utilizacdo de um CME foi realizado em 1973, quando
Lane e Hubbard (29) adsorveram na superficie de eletrodos de platina varias
olefinas funcionalizadas. Este trabalho propiciou a investigacdo da capacidade do
acido 3-alil-salicilico em se coordenar seletivamente com ions ferro em funcéo do
potencial aplicado.

Mais tarde, em 1975, Murray et al. (27) relataram a modificacdo de eletrodos

de SnO,, via organosilanos, com grupos amino, piridinio e etilenodiamino. Ainda em
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1975, Watkins et al. (30) desenvolveram CMEs para a eletrossintese de alcoois a
partir da reducdo de cetonas. Para a preparacdo desses CMEs, eletrodos de
carbono vitreo, via grupos carboxilas, foram modificados com aminoacidos
opticamente ativos por meio de ligacdes covalentes.

Atualmente, dentre os diversos materiais utilizados para se modificar a
superficie de eletrodos, pode-se destacar os polimeros molecularmente impressos
(do inglés, molecularly imprinted polymers — MIPs) devido a sua capacidade de agir
como receptores seletivos a molécula de interesse. A Figura 3 apresenta o esquema
geral de preparacéo dos MIPs.

S { -.~ ui‘ u
Monémero(s)

Molécula molde  Funcional(is)

Processo de
polimerizagéio

3 C—
‘ .y . h > / _
\ _o ‘/ Extragéo da Y /
" molécula molde - —

Figura 3 - Esquema geral de preparacédo dos MIPs. Adaptado de Malisteta et al. (31).

A sintese dos MIPs baseia-se em envolver uma molécula molde (MM) em
torno de uma matriz polimérica (que possui um monémero funcional (MF) como
percussor) através de um processo de polimerizacdo, de modo que as interacdes
entre a MM e o MF ocorram através dos grupos funcionais destas espécies em
posicdes complementares aos grupos funcionais da molécula de interesse. A
remocdo da MM proporciona a formacdo de cavidades seletivas ao analito.
Dependendo do tamanho da MM, tais cavidades podem até apresentar uma
capacidade enantiosseletiva (32), o que permite a aplicacdo destes dispositivos em
matrizes complexas que apresentem moléculas estruturalmente similares em sua

composicao.



27

A interacdo do analito com as cavidades do MIP pode produzir uma resposta
analitica direta ou indireta. A resposta analitica sera obtida diretamente quando o
analito for eletroativo na faixa de potencial utilizada durante a analise. Desta forma, o
sinal obtido ser& diretamente proporcional & concentracdo da espécie de interesse
gue ocuparad as cavidades impressas no polimero. Analogamente, a resposta
analitica sera obtida indiretamente quando o analito ndo for eletroativo na faixa de
potencial investigada. Desta forma, obtém-se a resposta analitica através de um par
redox conhecido, que atuara como uma “sonda eletroquimica”, tais como, 0s pares
[Fe(CNG)]"”'3 e [Fe(sz)]°’+1. Neste contexto, a resposta analitica obtida sera do par
redox que ocupard as cavidades impressas no polimero, de modo que a diminuicéo
da resposta do par redox sera proporcional ao aumento da concentracdo da espécie
de interesse.

Um dos métodos utilizados para a preparacdo de MIPs € o método de
eletropolimerizacdo, que consiste na mistura de uma solugdo contendo um MF com
uma solucédo contendo a MM em uma célula eletroquimica, e na aplicacdo de uma
programacdo de potencial caracteristica de eletropolimerizagdo do monémero
utilizado. Além disso, a eletropolimerizacdo possibilita um maior controle da
espessura do polimero através das condi¢des eletroquimicas empregadas (33).

Dentre os MFs utilizados para a preparacdao de MIPs, a o-fenilenodiamina
(o-PD) apresenta caracteristicas adequadas para estes fins, uma vez que essa
estrutura forma um polimero fino e compacto na superficie do eletrodo,
proporcionando um curto tempo de resposta para 0 sensor eletroquimico

desenvolvido (33). A Figura 4 apresenta a estrutura da molécula de o-PD:

NH»>

NH;

Figura 4 - Representacgdo estrutural da molécula de o-fenilenodiamina.

Na literatura, embora ndo se tenha registro de nenhum sensor para a
determinacdo de HHF, alguns trabalhos relatam a determinacdo de diferentes
alcoois utilizando sensores eletroquimicos baseados em MIPs com o-PD.
Pan et al. (34), realizaram a determinacdo de 4-nonilfenol em amostras de agua

utilizando um sensor eletroquimico baseado na copolimerizagdo dos mondmeros
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0-PD e o-toluidina sobre a superficie de um eletrodo de carbono vitreo (GCE)
modificado com nanofitas de grafeno dopadas com nitrogénio e com o liquido iénico
N-metil-piperidinio bis((trifluorometil)sulfonil)imida. Esse sensor apresentou uma
faixa linear de 4,0x10% a 6,0x10° mol L* e um limite de deteccdo de
8,0x10° mol L™.

Beluomini et al. (35), desenvolveram um sensor eletroquimico baseado em
um filme de o-PD eletropolimerizado sobre a superficie de um GCE modificado com
oxido de grafeno reduzido e nanoparticulas de ouro para a determinacdo de
D-manitol (2R,3R,4R,5R-hexano-1,2,3,4,5,6-hexol) em vinhaca de cana-de-agucar.
O sensor apresentou duas faixas lineares em um intervalo de concentracdo de
1,0x10*? a 3,0x10™° mol L. O sensor apresentou um limite de deteccdo de
7,7x10™ mol L™*, um limite de quantificacéio de 2,6x10™** mol L™ e uma sensibilidade
amperométrica de 3,9x10'° uA L mol™.

Peng e Chen (36), desenvolveram um sensor eletroquimico para a
determinacao de bisfenol A em amostras de agua baseado na eletropolimerizacéo
de um filme de o-PD sobre a superficie de um GCE modificado com nanotubos de
carbono de paredes multiplas. O sensor apresentou uma faixa linear de
4,0x10" a 8,0x10™ mol L™ e um limite de deteccéo de 6,0x10® mol L™.

Como se pbde observar, a literatura relata a possibilidade de utilizacdo de
MIPs com o0-PD na preparacdo de sensores eletroquimicos para a determinacéo de
diferentes alcoois (desde cadeias curtas com varios grupos -OH, até cadeias longas
com apenas um grupo -OH, como o HHF). O largo emprego do monémero 0-PD no
preparo de MIPs para essas moléculas se deve a interacdo que € estabelecida entre
0 atomo de nitrogénio do grupo -NH, da o-PD e o atomo de oxigénio do grupo -OH
gue esta presente na estrutura dessas espécies. Essa interacdo é de fundamental
importancia para a sintese dos MIPs, pois esta possibilita o aprisionamento da
molécula molde na matriz polimérica durante o processo de polimerizacdo, e a sua
posterior ruptura permite a formacdo das cavidades impressas para o0
reconhecimento da molécula de interesse.

Diante da possibilidade da utilizacdo de MIPs com 0-PD para a determinacao
de alcoois e a inexisténcia de metodologias eletroanaliticas descritas na literatura
para a determinacdo de HHF, torna-se propicio o desenvolvimento de um sensor
eletroquimico baseado em MIP (utilizando o monémero funcional o-PD) para a

determinacao de HHF em bioquerosene de aviagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um sensor eletroquimico baseado em um eletrodo modificado
com MIP (utilizando o monémero funcional 0-PD) para a determinacdo de HHF em

bioguerosene de aviacao.

2.2 Objetivos especificos

Estudar o comportamento eletroquimico do HHF em eletrodo de

carbono vitreo.

Preparar eletrodos de carbono vitreo modificados com MIP (utilizando o
mondmero funcional o-PD) para a detec¢do de HHF.

Caracterizar os eletrodos modificados através de técnicas eletroquimicas,

microscopicas e espectroscopicas.
Desenvolver uma metodologia voltamétrica para a quantificagdo de HHF.

Determinar HHF em bioquerosene de aviagdo utilizando o sensor

desenvolvido.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Instrumentacao

Todas as medidas eletroguimicas foram realizadas em um
Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB — PGSTAT 30 controlado pelo software
NOVA 1.11 utilizando uma célula eletroquimica convencional composta por trés
eletrodos: um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (3,0 mol L™), um fio de platina
(d=03 mm e c = 4,0 cm) como eletrodo auxiliar e um GCE (d = 3,0 mm e
A, = 7,1x10 cm?) modificado com MIP como eletrodo de trabalho.

Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente e todas as

medidas eletroquimicas foram realizadas em triplicata.
3.2 Reagentes e solucgdes

o-fenilenodiamina (0-PD) (CgHgN2, > 99%); acetonitrila (CoH3N, 99,9%); acido
sulfarico (H,SO4, 98%); ferricianeto de potassio (KsFe(CN)s, = 99%); perclorato de
litio (LICIO4, 99,99%); 2,6-di-terc-butil-4-metil-fenol (BHT) (CisH240, = 99%);
farnesano (CisHsz, 2 96%) e N,N’-bis(salicilideno)-1,2-propanodiamina (SALPN)
(C17H18N2O,, = 98%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Cloreto de potassio
(KCIl, = 99%), acetato de sodio anidro (C,H3O2Na, = 98%), acido acético glacial
(C2H40,, > 99%) foram adquiridos da Synth. Etanol absoluto (C,HsOH, > 99%) foi
adquirido da Merck e hexahidrofarnesol (HHF) (CisH3,0, 96%) foi adquirido da
ChemSampCo (Dallas, TX, EUA).

As solucées estoques de HHF 2,0x10° mol L™, farnesano 2,0x10° mol L™,
BHT 1,0x10™ mol L e SALPN 1,0x10° mol L™ foram preparadas em etanol. A
solucdo estoque de o-PD 1,0x10° mol L™ foi preparada em solucdo tampéo de
acetato 0,20 mol L™ (pH 4,8). Uma solucdo de etanol-acido acético 9:1 (v:v) foi
utilizada para extrair a molécula molde de HHF da matriz polimérica de o-PD. As
solucbes de HHF utilizadas durante os experimentos de religacado foram preparadas
em [Fe(CN)¢] ™ 5,0x10° mol L. Todas as solucdes foram preparadas utilizando agua

ultrapura (resistividade de 18,2 MQ cm) obtida de um sistema Milli-Q.
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3.3 Procedimento de limpeza do eletrodo de carbono vitreo

Primeiramente, o GCE foi polido em uma suspensdo de alumina de
granulometria 0,30 um. Apds o polimento, o eletrodo foi lavado com agua ultrapura.
Em seguida, a fim de garantir uma completa remocéo das impurezas adsorvidas na
superficie do eletrodo, utilizando o banho ultrassénico, o0 GCE foi imerso em etanol
durante 1 minuto para a remocao de possiveis particulas de alumina adsorvidas em
sua superficie. Para a ativacdo da superficie do eletrodo, o GCE foi submetido a 10
varreduras ciclicas em H,SO, 0,50 mol L™ em um intervalo de potencial de -0,50 a
1,5 V vs. Ag/AgCI (3,0 mol L™) utilizando uma velocidade de varredura de 50 mV s™.

3.4 Comportamento eletroquimico do HHF em eletrodo de carbono vitreo

Com o objetivo de investigar o comportamento eletroquimico do HHF no
eletrodo de carbono vitreo, o GCE foi imerso em uma solucdo hidroalcodlica de
etanol na proporcédo 1:1 (v:v) contendo KCI 0,50 mol L™ e HHF 1,0x10° mol L™
Através da técnica de voltametria ciclica foi realizada uma varredura de potencial em
uma faixa de 0 a 1,2 V vs. Ag/AgCI (3,0 mol L") empregando uma velocidade de
varredura de 50 mV s™.

O comportamento eletroquimico do HHF em eletrodo de carbono vitreo
também foi investigado em meio ndo aquoso, onde o GCE foi imerso em uma
solugdo de acetonitrila contendo LiCIO4 0,10 mol L™ e HHF 1,0x10® mol L™. Através
da técnica de voltametria ciclica foi realizada uma varredura de potencial em uma
faixa de 0,50 a 2,0 V vs. Ag/AgCI (3,0 mol L") empregando uma velocidade de
varredura de 50 mV s™.

3.5 Preparacao do sensor GCE-MIP

Para a preparacéo do sensor impresso, uma solucdo de o-PD 1,0x10° mol L™
(monémero funcional) em tamp&o acetato 0,20 mol L™ (pH 4,8) e uma solucdo de
HHF 2,0x10° mol L* (molécula molde) em etanol foram misturadas na
proporgéao 1:1 (v:v). A solucdo resultante foi estocada por 5 horas para a interagao
entre a 0-PD e o HHF. ApoOs esse periodo, a eletropolimerizacdo foi realizada

aplicando 25 ciclos voltamétricos consecutivos em um intervalo de potencial
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de -0,40 a 1,0 V vs. Ag/AgCl (3,0 mol L™) com velocidade de varredura de 50 mV s™.
Apés a eletropolimerizacéo, para remover a molécula molde da matriz polimérica de
0-PD, o eletrodo foi inserido em uma solucdo etanol-acido acético 9:1 (v:v) por
60 segundos a temperatura ambiente sob baixas velocidades de agitacéo
(entre 40-50 rpm). Para comparacdo, um sensor nédo impresso (GCE-NIP) foi

preparado sob as mesmas condi¢cdes na auséncia de HHF.
3.6 Caracterizacdo do sensor GCE-MIP

A caracterizacdo eletroquimica do sensor impresso foi realizada através das
técnicas de voltametria ciclica (CV) e de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS). Voltamogramas ciclicos foram obtidos durante as etapas de
preparacdo do sensor em uma faixa de potencial de -0,20 a 0,60 V vs. Ag/AgCl
(3,0 mol L™) utilizando uma velocidade de varredura de 50 mV s™. A técnica de CV
também foi utilizada para investigar como 0s processos eletroquimicos ocorrem na
superficie do sensor GCE-MIP com base no efeito da velocidade de varredura sobre
as correntes observadas para o sensor impresso em um intervalo de 10 a 500 mV s™
utilizando uma faixa de potencial de -0,30 a 0,90 V vs. Ag/AgCl (3,0 mol L™).

Os espectros de impedancia eletroquimica foram obtidos no potencial de
0,22 V em uma faixa de frequéncia de 100 kHz a 0,10 Hz utilizando uma amplitude
de potencial (RMS) de 10 mV vs. Ag/AgCl (3,0 mol L™Y). Todos os estudos de
caracterizagcdo eletroquimica foram realizados utilizando uma solugéo
[Fe(CN)g] ™ 5,0x10° mol L™ em KCI 0,50 mol L™,

A caracterizacdo morfologica do sensor GCE-MIP foi realizada utilizando um
microscoépio eletrénico de varredura com canhdo de emissédo de campo (SEM-FEG)
da marca JEOL, modelo JSM 7500F.

A especiacdo quimica do sensor GCE-MIP foi investigada utilizando um
espectrometro RAMAN, marca HORIBA JOBIN YVON, modelo LabRAM HR800,
empregando um laser de He-Ne em 633 nm.

As imagens topogréficas da superficie do sensor impresso foram obtidas pela
técnica de microscopia de forca atdmica (AFM) utilizando um microscépio comercial
(BRUKER, NanoScope V) no modo ‘“tapping” em uma velocidade de varredura

de 2 yms™.
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3.7 Medidas eletroquimicas

AplOs a extracdo da molécula molde, o sensor GCE-MIP foi imerso em
solucdes de diferentes concentracdes de HHF em [Fe(CN)g]™ 5,0x10 mol L™ por 15
minutos sob baixas velocidades de agitagédo (entre 40-50 rpm) para a religacéo das
moléculas de HHF em suas cavidades. Em seguida, o sensor foi inserido em uma
célula convencional de trés eletrodos, tendo o sensor GCE-MIP como eletrodo de
trabalho, um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (3,0 mol L™) e um fio de platina como
eletrodo auxiliar para a realizagdo das medidas eletroquimicas utilizando uma
solucdo de [Fe(CN)g] ™ 5,0x10° mol L™ em KCI 0,50 mol L™ .

A resposta do sensor impresso foi monitorada através da técnica de
voltametria de pulso diferencial (DPV) em uma faixa de potencial de -0,20 a 0,50 V
vs. Ag/AgCl (3,0 mol L™) utilizando uma velocidade de varredura de 10 mV s™, uma
amplitude de pulso de 50 mV, uma largura de pulso de 50 ms e um tempo de pulso
de 0,5 s. Os valores de corrente do sensor foram obtidos através da diferenca (Ai)
entre a corrente inicial (ip) e a corrente final (i), de modo que |y € a corrente obtida
guando a concentracdo de HHF € 0 e ix é a corrente obtida quando a concentracao
de HHF é X mol L™,

As figuras de mérito como sensibilidade (m), limite de deteccao (LOD) e limite
de quantificacdo (LOQ) foram obtidas mediante a analise da curva analitica: a
sensibilidade (m) foi obtida através do coeficiente angular da curva analitica,

3Sx/y
m

enquanto que o LOD foi calculado através da relacao e 0 LOQ foi calculado

2 ~ 108 . .
através da relacdo T"/y considerando que m e S,, representem respectivamente a

inclinacdo e o desvio padréo residual da curva analitica (n=3).
3.8 Estudo de seletividade

A capacidade de reconhecimento seletivo das cavidades impressas as
moléculas de HHF foi investigada utilizando outras moléculas que estao presentes
no bioguerosene de aviagcdo e que poderiam interferir na resposta do
sensor GCE-MIP, como farnesano, BHT e SALPN.

Apés a extragdo da molécula molde, o sensor impresso foi imerso em
solucdes de 1,0x107 mol L' de farnesano, BHT e SALPN em [Fe(CN)g]>
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5,0x10° mol L™ sob baixas velocidades de agitacao (entre 40-50 rpm) durante
15 minutos. A resposta do sensor GCE-MIP na presenca dessas moléculas foi
monitorada através da técnica de DPV utilizando uma solucdo de [Fe(CN)g|>
5,0x10% mol L™* em KCI 0,50 mol L™,

3.9 Determinacao de HHF em bioquerosene de aviagao

Para a aplicagdo do sensor desenvolvido, uma amostra de bioquerosene de
aviagdo (querosene alternativo SIP) foi adquirida da empresa AMYRIS. Para a
guantificacdo do HHF, uma aliquota de 6,6 mL de bioquerosene de aviacao foi
diluida em etanol na proporcao 2:1 (bioquerosene de aviagcdo:etanol, v:v). A solucéo
resultante foi novamente diluida 1000 vezes em uma solucdo de [Fe(CN)g]™>
5,0x10 mol L™* em KCI 0,50 mol L™ para a realizacdo das medidas voltamétricas.

A determinacao de HHF foi realizada através do método de adicdo de padrdo
e a validacdo da metodologia desenvolvida foi realizada através de ensaios de
recuperacao do analito. A quantidade percentual recuperada foi calculada através da

seguinte equacao:
C ~
Rec.% = C—xlOO (Equacéo 1)
1

Onde, Rec.% representa a quantidade percentual recuperada para n
repeticoes e C; e C, correspondem a concentracdo utilizada para fortificar a amostra
e a concentragado encontrada na amostra fortificada respectivamente.

O valor médio obtido através dos ensaios de recuperacdo para cada
concentracdo foi analisado utilizando o desvio padrédo residual (RSD) e o teste t de

Student ndo pareado. O RSD foi calculado através da seguinte equacao:
S ~
RSD = v X 100 (Equacéo 2)

Onde, S corresponde ao desvio-padrdo das recuperacdes e M corresponde a

média das recuperacoes.
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O teste t de Student ndo pareado foi calculado pela seguinte equacéo:

Rec.% — Rec. A
t = ( - 5 100%) (Equacéo 3)

Vn

Onde, Rec.% representa a quantidade percentual recuperada,
Rec.1p00, representa a recuperacdo percentual desejada, n representa o numero de

determinacdes (3) e S corresponde ao desvio-padréo das recuperacoes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Comportamento eletroquimico do HHF em eletrodo de carbono vitreo

Com o objetivo de investigar o comportamento eletroquimico do HHF no
eletrodo de carbono vitreo, o GCE foi imerso em uma solucédo hidroalcodlica de
etanol na proporcdo 1:1 (v:v) contendo HHF 1,0x10™ mol L™ e KCI 0,50 mol L™
Através da técnica de voltametria ciclica, foi realizada uma varredura de potencial
em uma faixa de 0 a 1,2 V vs. Ag/AgCl (3,0 mol L™") empregando uma velocidade de
varredura de 50 mV s™. Os perfis voltamétricos do GCE na auséncia e na presenca

do HHF séo apresentados na Figura 5:
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Figura 5 - Voltamogramas ciclicos do GCE na (A) auséncia e na (B) presenca de HHF 1,0x10° mol L°
em uma solug&o hidroalcodlica de etanol (1:1, v:v) em KCI 0,50 mol L™, utilizando uma velocidade de
varredura de 50 mV s™.

1

O voltamograma ciclico A corresponde ao eletrodo de carbono vitreo na
presenca da solucéo hidroalcodlica de etanol (1:1, viv) em KCI 0,50 mol L™?, onde
observa-se que o GCE apresentou seu comportamento caracteristico de

carregamento da dupla-camada elétrica, sendo observado uma descarga referente a
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oxidacao da agua (61). Ja o voltamograma ciclico indicado pela letra B foi obtido na
presenca de HHF 1,0x10° mol L™* em uma solucéo hidroalcodlica de etanol (1:1, v:v)
em KCI 0,50 mol L™, onde nota-se que os perfis voltamétricos obtidos apresentaram
comportamentos semelhantes, ndo sendo observado nenhum pico referente a
oxidacdo do HHF na faixa de potencial investigada.

A oxidacdo do HHF nao foi possivel de ser realizada na faixa de potencial
estudada devido a necessidade de altos potenciais anddicos para a ocorréncia de
sua oxidacdo, como mostra a Figura 6, onde os voltamogramas do GCE na
presenca e na auséncia do HHF foram obtidos em uma solugéo de acetonitrila em
LiClO, 0,10 mol L™

15
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E IV vs. Ag/AgCI (3,0 mol L)

Figura 6 - Voltamogramas ciclicos do GCE na (A) auséncia e na (B) presenca de HHF
5,0x10° mol L em uma solucéo de acetonitrila em LiClO, 0,10 mol L™, utilizando uma velocidade de
varredura de 50 mV s™.

Na Figura 6, o voltamograma ciclico A corresponde ao eletrodo de carbono
vitreo somente na presenca da solucéo de acetonitrila em LiClO, 0,10 mol L™, onde
observa-se que o GCE apresentou seu comportamento caracteristico de
carregamento da dupla-camada elétrica, conforme discutido na figura anterior. Ja o

voltamograma ciclico B foi obtido na presenca de HHF 5,0x10° mol L™ em uma
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solucdo de acetonitrila em LiCIO4 0,10 mol L™, onde é possivel observar um pico em
1,64 V vs. Ag/AgCl (3,0 mol L™) referente a oxidagéo do HHF. Contudo, a utilizacéo
de solventes organicos, como a acetonitrila, dificulta o processo de
eletropolimerizacdo da 0-PD, pois esses solventes promovem o intumescimento
desse polimero. Dessa forma, ndo se torna propicio o desenvolvimento de um
sensor impresso utilizando a 0-PD em meio ndo aquoso.

Como o potencial de oxidacdo do HHF é considerado relativamente alto,
utilizando a espécie [Fe(CNg)]® como sonda eletroquimica, optou-se pelo
desenvolvimento de uma metodologia indireta para a determinagcédo dessa molécula.
Neste contexto, quando o HHF esta em baixa concentracdo, algumas das cavidades
impressas ndo sdo ocupadas pelas moléculas de HHF, e permitem a difusdo da
sonda eletroquimica até as proximidades do eletrodo, de modo que a espécie
[Fe(CNg)]® é oxidada através de um mecanismo de esfera externa (55), produzindo
uma determinada resposta voltamétrica. Com o aumento da concentracdo, essas
cavidades passam a ser ocupadas pelas moléculas de HHF e a sonda eletroquimica
fica impedida de chegar até as proximidades da superficie eletrodica, resultando em
uma diminuigdo na resposta voltamétrica. Dessa forma, a diminuicdo da resposta
obtida para a espécie [Fe(CNg)]® é proporcional ao aumento da concentracao
do HHF.
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4.2 Preparacgéo e caracterizagdo do sensor GCE-MIP
4.2.1 Eletropolimerizacdo da o-PD na superficie do GCE

A eletropolimerizagdo da o-PD foi realizada na presenca da molécula
de HHF através da técnica de voltametria ciclica em um intervalo de potencial
de -0,40 a 1,0 V vs. Ag/AgCI (3,0 mol L") empregando uma velocidade de varredura
de 50 mV s™ durante 25 ciclos voltamétricos. A Figura 7 mostra os voltamogramas
ciclicos obtidos durante a etapa de eletropolimerizacdo da o-PD na superficie
do GCE utilizando uma solucdo composta por 5,0x10% mol L™ de o-PD em
tampdo acetato 0,20 mol L™ (pH 4,8) e por 1,0x10° mol L HHF em etanol na
proporgao 1:1 (v:v):
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E|lV vs. Ag/AgCl (3,0 mol L")

Figura 7 - Voltamo3gramas ciclicos para a eletropolimerizacdo de 5,0x10* mol L™ de o-PD na
presenca de 1,0x10™° mol L™ de HHF em uma velocidade de varredura de 50 mV s™.

Ao analisar a Figura 7, observa-se a presenca de dois picos anddicos
irreversiveis em 0,38 V vs. Ag/AgCl (3,0 mol L) e 0,63 V vs. Ag/AgCI (3,0 mol L™
respectivamente. O pico anddico mais intenso em 0,38 V vs. Ag/AgCl (3,0 mol L™)

corresponde a oxidacdo da o-PD para seu estado de dimero, que é um radical
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catidnico univalente, ja& o pico observado em 0,63 V vs. Ag/AgCl (3,0 mol L™
corresponde a oxidacdo desse radical catiénico univalente para um radical catiénico
divalente, que desencadeia todo o processo de eletropolimerizacdo da o-PD (37).
Conforme se pode observar na Figura 8, a reacao de eletropolimerizacdo da
0-PD ocorre a partir da condensacao do grupo amina de uma unidade de o-PD com
0 anel benzénico de outra unidade de o-PD subsequente, levando a formacédo de

cadeias poliméricas lineares (38).
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Figura 8 - Esquema geral da eletropolimerizagao da o-PD. Adaptado de Li et al. (38).
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Ainda na Figura 7, observa-se que as intensidades de corrente dos picos
anodicos em 0,38 e 0,63 V vs. Ag/AgCl (3,0 mol L™) diminuem com o aumento do
namero de ciclos, indicando a formacgédo de um filme menos condutor na superficie
do GCE durante o processo de eletropolimerizacdo. Apos o 1° ciclo de varredura,
observou-se 0 surgimento de um pico catédico e um pico anédico em 0 e 0,07 V vs.
Ag/AgCl (3,0 mol L™ respectivamente, que foram atribuidos aos processos de
reducdo e oxidacdo do filme de o0-PD presente na superficie do GCE (37,39,40). A
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reacdo redox ocorrida com o filme de o-PD durante o processo de

eletropolimerizacéo é apresentada pela Figura 9:
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Figura 92 - Reacao redox ocorrida com o filme de o-PD.

Durante a preparacado do sensor nao impresso (GCE-NIP), néo foi verificada
nenhuma diferenca significativa entre os voltamogramas ciclicos obtidos para a
eletropolimerizacdo da o-PD na presenca e na auséncia de HHF, indicando que
essa molécula ndo teve nenhum comportamento eletroativo na faixa de potencial
utilizada para a eletropolimerizacdo, logo, sua estrutura permaneceu inalterada
durante este processo, 0 que propiciou a formacdo de cavidades para o seu

posterior reconhecimento.
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4.2.2 Caracterizacao eletroquimica do sensor GCE-MIP

A caracterizacdo eletroquimica do sensor GCE-MIP foi realizada através das
técnicas de voltametria ciclica (CV) e espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS). A Figura 10 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos durante as etapas de
preparacao do sensor GCE-MIP:
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Figura 10 - Voltamogramas ciclicos em uma velocidade de varredura de 50 mV s™ para: (a) GCE,
(b) GCE-MIP antes da remocdo da molécula molde, (c) GCE-MIP apés a remocao da molécula
molde, (d) GCE-MIP apés a religacdo em uma solucdo de HHF 1,0x107 mol L™* em [Fe(CN)¢]™
5,0x10% mol L™ e (e) GCE-NIP, utilizando uma solucdo de [Fe(CN)¢® 5,0x10° mol L™ em
KCI 0,50 mol L™

Ao analisar a Figura 10, observa-se um par de picos redox bem definidos
caracteristicos das espécies [Fe(CN)g]® para o GCE (curva a). Esses picos redox
nao foram observados para o GCE-MIP antes da remoc¢ao da molécula molde e para
0 GCE-NIP (curvas b e e respectivamente), indicando a presenca de um filme pouco
condutor de 0-PD na superficie do GCE, que impediu a sonda eletroquimica de
se aproximar da superficie eletrédica. Apés a remogéo da molécula molde utilizando
uma solucao de etanol-acido acético 9:1 (v:v), foi novamente observado a presenca
do par de picos redox da espécie [Fe(CN)g]® (curva c), indicando que durante o

processo de extracdo do molde, as moléculas de HHF foram removidas da matriz
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polimérica de o-PD para a formacdo de cavidades que permitiram o0 acesso da
sonda eletroquimica até o eletrodo. Ao realizar o processo de religacdo utilizando
uma solucdo de HHF 1,0x10” mol L™* em [Fe(CN)g]® 5,0x10° mol L™, constatou-se
uma diminuicdo na intensidade do par de picos redox (curva d) em comparagao com
os resultados apresentados pela curva c, indicando que as moléculas de HHF
ocuparam as cavidades impressas do sensor e impediram que a sonda
eletroquimica se aproximasse da superficie eletrodica, confirmando que o processo
de formacédo de cavidades para o reconhecimento de HHF foi realizado com
sucesso.

A técnica de CV também foi utilizada para investigar como 0S processos
eletrodicos ocorrem na superficie do sensor GCE-MIP com base no efeito da
velocidade de varredura sobre as correntes de pico do sensor. As Figuras 11A e 11B
mostram a influéncia da velocidade de varredura sobre as correntes de pico anddica

e catodica do sensor GCE-MIP.
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Figura 11 - (A) Voltamogramas ciclicos para o sensor GCE-MIP utilizando uma solugdo de
[Fe(CN)e"™ 5,010 mol L™ em KCI 0,50 mol L™ em diferentes velocidades de varredura. (B) Relacdo
entre as correntes de pico anddica e catédica com a raiz quadrada da velocidade de varredura.

Como pode-se observar nas Figuras 11A e 11B, as correntes de pico
anodica (ipa) € catodica (ipc) aumentam com a velocidade de varredura em um
intervalo de 10 a 500 mV s?, de modo que ipa € ipc variam linearmente com a raiz
guadrada da velocidade e podem ser expressas como: ipa (A) = 3,79x10° v*? +
4,11x107 (r = 0,9994) e iy (A) = -3,05x10° v'? — 1,96x10™ (r = 0,9892), indicando
gue o sensor eletroquimico possui processo eletrédico controlado pela difusdo da
espécie [Fe(CN)g] > (41).
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A resisténcia de transferéncia de carga do sensor GCE-MIP foi investigada
através da técnica de EIS utilizando uma solucéo de [Fe(CN)g]™ 5,0x10° mol L™ em
KCI 0,50 mol L™ Os resultados obtidos pela EIS sdo representados pelos diagramas

de Nyquist apresentados na Figura 12:
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Figura 12 - Espectros de impedancia eletroquimica para: (a) GCE, (b) GCE-MIP antes da remocao da
molécula molde, (c) GCE-MIP apés a remogéo da molécula molde, (d) GCE-MIP apés a religagdo em
uma solugdo de HHF 1,0x107 mol L™ em [Fe(CN)¢]® 5,0x10™ mol L™ e (e) GCE-NIP, utilizando um
potencial de 0,22 V vs. Ag/AgCl (3,0 mol L™) e uma amplitude de potencial (RMS) de 10 mV vs.
Ag/AgCl (3,0 mol L'l) em uma faixa de frequéncia de 100 kHz a 0,10 Hz. Insercéo: Circuito
equivalente ao diagrama de Nyquist composto pela resisténcia da solucdo (Rs), pela resisténcia de
transferéncia de carga (R.), pelo elemento de constante de fase (CPE) e pelo elemento de difuséo de
Warburg (W).

A Figura 12 apresenta os diagramas de Nyquist obtidos durante as etapas de
preparacado do sensor GCE-MIP, que sdo compostos de uma parte semicircular em
altas frequéncias e uma parte linear em baixas frequéncias. Um circuito equivalente
a esses diagramas € mostrado na insercdo da Figura 12. Neste circuito, Rs
corresponde a resisténcia da solugcdo, enquanto que o CPE corresponde ao
elemento de constante de fase e 0 R representa a resisténcia de transferéncia de

carga. Em altas frequéncias, o CPE e 0 R sdo responsaveis pela formacédo de um
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semicirculo e a impedancia nesse intervalo é controlada pela cinética de
transferéncia de carga. A regiao linear observada em baixas frequéncias € atribuida
ao elemento de difusdo de Warburg (W), que esta conectado ao R, de modo que a
impedancia nessa regido € controlada pelo processo difusional. O valor do R
equivale ao diametro do semicirculo observado em altas frequéncias e possui uma
relacdo inversa com a difusdo das espécies até a superficie do eletrodo (42,43).
Desta forma, os resultados de EIS foram discutidos em funcéo dos valores de R,
visto que este é o0 elemento do circuito que descreve de forma mais simples a
transferéncia de carga ocorrida na interface eletrodo-solucdo durante as reacodes
eletroquimicas.

A Figura 12 mostra uma linha praticamente reta para o GCE (curva a),
indicando que quase ndo ha resisténcia a transferéncia de carga na superficie de
carbono vitreo. Entretanto, apos o processo de eletropolimerizacado, verificou-se uma
elevada resisténcia a transferéncia de carga para os eletrodos GCE-MIP
(Ret = 15,7 kQ) e GCE-NIP (Rt = 16,9 kQ) (curvas b e e) devido a formacdo de um
filme polimérico pouco condutor de o-PD, que restringiu a transferéncia de carga
entre a sonda redox e a superficie do eletrodo. Na curva c, observa-se uma
diminuicdo consideravel na resisténcia a transferéncia de carga (R¢: = 1,2 kQ) apds a
extracdo da molécula molde, indicando a formacédo de cavidades que permitiram a
difusdo da sonda até as proximidades do eletrodo. Contudo, a curva d mostra que a
resisténcia a transferéncia de carga aumentou apdés o processo de religacédo
(Ret = 2,6 kQ), indicando que as moléculas de HHF se recombinaram com as
cavidades impressas do sensor e reduziram os locais de acesso da sonda até o
eletrodo. Estes resultados sdo concordantes com os estudos de CV, indicado que as
cavidades de reconhecimento de HHF foram efetivamente formadas durante o

processo de eletropolimerizacéo.

4.2.3 Caracterizacdo da superficie do sensor GCE-MIP

A caracterizagdo morfolégica do sensor GCE-MIP foi realizada através da
técnica de microscopia eletrénica de varredura com canhdo de emissao de elétrons
por efeito de campo (SEM-FEG). A microscopia eletrénica de varredura é uma
técnica de caracterizagcdo microestrutural que permite a obtencdo de imagens

detalhadas da morfologia do material analisado. O principio de funcionamento de um
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microscopio eletrénico de varredura consiste na focalizacdo de um feixe de elétrons
sobre a superficie da amostra. A interacdo do feixe de elétrons com a superficie
analisada produz uma série de sinais que sao captados por um detector e
convertidos em imagens monocromaticas, onde os diferentes tons de cinza estdo
associados com as intensidades dos sinais registrados (44). A Figura 13 apresenta
as imagens de SEM-FEG obtidas para o GCE e para o sensor GCE-MIP:
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Figura 13 - Imagens de SEM-FEG para: (A) GCE e (B) GCE-MIP.

Na Figura 13A, pode-se observar uma superficie uniforme, praticamente lisa,
correspondente ao GCE sem modificagdo. J& na Figura 13B, é observada uma
superficie mais rugosa devido a presenca de um filme polimérico de o-PD sobre a
superficie do GCE. Ao analisar a Figura 13B, nota-se que o filme de o-PD se aderiu
de forma compacta sobre toda a extensdo do GCE. Além disso, é possivel observar
gue esse filme polimérico ndo se apresenta de forma homogénea sobre a superficie
do GCE, sendo possivel observar a presenca de aglomerados em algumas regides.

A especiacdo quimica da superficie do sensor GCE-MIP foi investigada
através da espectroscopia RAMAN. Essa técnica consiste na utilizacdo de uma
radiacdo laser que é focalizada sobre o material analisado. Ao incidir na superficie
do material, o laser é espalhado por todas as dire¢cdes, sendo que alguns feixes
desse laser sédo espalhados com uma frequéncia ou comprimento de onda diferente
da radiacdo incidente (espalhamento inelastico). A diferenca de energia entre a
radiacdo incidente e a espalhada corresponde a frequéncia de vibracdo dos atomos
presente na superficie da amostra. Essa frequéncia de vibracdo, por sua vez,

permite a obtencéo de informag¢des de como os atomos estdo interagindo entre si e
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quais ligacdes quimicas estdo sendo formadas na superficie analisada (45). O
grafico que representa a intensidade da radiacdo espalhada em funcdo de sua
energia € chamado de espectro RAMAN. A Figura 14 apresenta o espectro RAMAN
obtido para o sensor GCE-MIP:
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Figura 14 - Espectro RAMAN para o sensor GCE-MIP.

Na Figura 14, os picos mais intensos observados em 1330 e 1603 cm™
correspondem respectivamente as bandas D e G, caracteristicas das estruturas de
carbono. A banda G observada em 1603 cm™ é atribuida a todos os atomos de
carbono da estrutura do GCE com hibridizacdo sp?, enquanto que a banda D em
1330 cm™ é atribuida aos defeitos estruturais proveniente da ligacdo de grupos
oxigenados ao plano basal do carbono vitreo (46,47). Além destes, outros dois picos
menos intensos foram observados em 1410 e 1507 cm™. O pico em 1410 cm™ é
atribuido & flexdo no plano da ligacdo C=N e o pico em 1507 cm™ é atribuido ao
estiramento e a flexdo da ligacdo C=C do anel benzénico, confirmando a existéncia
de um filme de o-PD na superficie do GCE. Além disso, a presenca da ligacdo C=N
indica que esse filme polimérico se encontra em sua forma oxidada na superficie do
eletrodo (39,48,49).
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As andlises topogréficas da superficie do sensor GCE-MIP foram realizadas
através da técnica de microscopia de forca atbmica (AFM). O principio de
funcionamento de um microscopio de forca atdmica baseia-se no mapeamento da
superficie da amostra por uma agulha, normalmente de silicio, ao longo dos trés
eixos cartesianos (X, Yy, z) através de um braco de suporte (cantilever). As interacdes
entre os atomos que compde a extremidade da agulha com os atomos que compde
a superficie da amostra fazem com que o cantilever se aproxime ou se afaste da
superficie analisada. Durante o mapeamento, um feixe de laser é direcionado para o
cantilever, e as variagcbes na topografia da superficie provocam diferentes deflex6es
neste instrumento. As deflexbes sofridas pelo cantilever sdo captadas por um
detector de fotodiodo. Os dados obtidos pelo fotodetector sdo enviados para
um computador, que converte essas informacdes em imagens topogréficas 2D e
3D (50,51). As imagens de AFM permitem a obtenc¢&o de varias informagfes sobre a
superficie analisada, como topografia, rugosidade e espessura. As imagens
tridimensionais de AFM obtidas durante as etapas de preparacdo do sensor

GCE-MIP s&o apresentadas na Figura 15 e foram discutidas em termos da

espessura do filme polimérico de o-PD e da rugosidade média (R,) da superficie.

Figura 15 - Imagens de AFM para: (A) GCE-MIP apds a eletropolimerizagdo, (B) GCE-NIP apés a
eletropolimerizacédo, (C) GCE-MIP apés a remocao da molécula molde e (D) GCE-MIP apés a
religacdo em uma solucdo de HHF 1,0x10” mol L™ em [Fe(CN)g]™ 5,0x10° mol L™.
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Ao analisar a Figura 15A, obtida para o sensor GCE-MIP, nota-se que o
filme de o-PD na presenca da molécula de HHF apresenta uma espessura de
9,8 nm e uma rugosidade (R,) de 1,88 nm. Ja para a eletropolimerizacdo da o-PD
na auséncia de HHF (Figura 15B), observa-se a formacdo de um filme mais
compacto, com uma espessura de 15,5 nm. Durante a etapa de eletropolimerizacéo,
tudo indica que a molécula de HHF, por ter um tamanho relativamente grande,
atue como um interferente no processo de formacdo das cadeias poliméricas
lineares de 0-PD. Assim, a presenca da molécula de HHF ndo permite a formacéao
de uma matriz polimérica tdo compacta e espessa, como a observada para o
GCE-NIP.

Apoés a remocao da molécula molde (Figura 15C), o sensor GCE-MIP teve um
consideravel aumento em sua rugosidade (R, = 2,34 nm), indicando que as
moléculas de HHF foram removidas da matriz polimérica de o-PD para a formacéao
das cavidades impressas. Contudo, apdés o processo de religacdo (Figura 15D), o
sensor GCE-MIP apresenta uma diminuicdo em sua rugosidade (R, = 1,80 nm),
sendo esta comparavel com a rugosidade exibida ap6s a eletropolimerizacéo
(Figura 15A), indicando que as moléculas de HHF se recombinaram com as
cavidades impressas do sensor.

Os resultados obtidos pela caracterizacdo por AFM corroboram com os
resultados obtidos durante a caracterizacdo eletroquimica do sensor, indicado
gue realmente houve a formacdo de cavidades impressas para 0 reconhecimento
de HHF.

4.3 Otimizacdo dos parametros experimentais

A otimizacdo dos parametros experimentais é muito importante para o
desenvolvimento de uma metodologia analitica. Em sensores eletroquimicos
baseados em MIPs, parametros como a razdo molar entre 0 monémero funcional e a
molécula molde, o namero de ciclos utilizado na eletropolimerizacdo, o pH da
solucdo utilizada durante a eletropolimerizacdo, o tempo de extracdo da molécula
molde e o tempo de religacdo da molécula de interesse nas cavidades impressas do
polimero devem ser estudados para se obter uma melhor performance do sensor
desenvolvido. A influéncia dos parametros investigados na resposta do sensor

impresso foi monitorada atraves da técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV)
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utilizando uma solucdo de [Fe(CN)g]™® 5,0x10° mol L™ em KCI 0,50 mol L™ e os

resultados obtidos sédo discutidos a seguir:
4.3.1 Razéo molar entre o monémero funcional e a molécula molde

A razdo molar entre o mondémero funcional e a molécula molde influencia
diretamente na espessura do filme e na quantidade de cavidades impressas
formadas durante o preparo do sensor. Neste estudo, a concentracdo de o-PD foi
fixada em 5,0x10 mol L™ e a proporgdo molar entre o-PD:HHF foi investigada em

um intervalo de 1:1 a 1:3, como mostra a Figura 16:
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Figura 16 - Influéncia da razdo molar entre 0-PD:HHF no processo de formacdo das cavidades
impressas do sensor GCE-MIP durante a etapa de eletropolimerizagdo utilizando uma solugéo
composta por 5,0x10” mol L™ de o-PD em tampao acetato 0,20 mol L™ (pH 4,8) e por HHF em um
intervalo de concentracdo de 5,0x10™* a 1,5x10° mol L™ em etanol na proporcdo 1:1 (viv), quando
foram aplicados 25 ciclos voltamétricos em um intervalo de potencial de -0,40 a 1,0 V vs. Ag/AgCI
(3,0 mol L™") em uma velocidade de varredura de 50 mV s™.

Conforme observado na Figura 16, a resposta maxima do sensor foi obtida na
razdo molar 1:2. Em proporg¢des abaixo de 1:2, a resposta do sensor diminuiu até a
razdo 1:1 devido a diminuicdo da concentracdo de HHF, implicando na reducéo do

namero de cavidades formadas durante a etapa de eletropolimerizacéo e resultando
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em uma menor sensibilidade do sensor. N&o foi observada a formacéao de cavidades
em razdes inferiores a 1:1, uma vez que a concentracdo de HHF nao foi suficiente
para promover a impressao das mesmas na superficie do filme polimérico de o-PD.
Em razBes molares acima de 1:2, a resposta do sensor também apresentou um
decaimento de corrente, sendo este relacionado com a alta concentracdo de HHF,
de modo que a concentracao de 0-PD nessas proporc¢des foi pequena para interagir
com todas as moléculas de HHF e moldar as cavidades para o posterior
reconhecimento dessa molécula, diminuindo assim, a sensibilidade do sensor. Desta

forma, verificou-se que a razao molar 6tima entre o-PD:HHF foi de 1:2.

4.3.2 Efeito do numero de ciclos na eletropolimerizacéo

O numero de ciclos utilizados durante o processo de eletropolimerizacéo afeta
significativamente a sensibilidade e a espessura do filme impresso de o-PD. A
Figura 17 mostra a influéncia que o numero de ciclos possui ho desempenho do

sensor impresso:
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Figura 17 - Influéncia do ndmero de ciclos voltamétricos na resposta do sensor GCE-MIP durante a
etapa de eletropolimerizacdo utilizando uma solugdo composta por 5,0x10* mol L™ de 0-PD em
tamp&o acetato 0,20 mol L™ (pH 4,8) e por 1,0x10° mol L de HHF em etanol na proporcéo 1:1 (v:v),
quando foi empregado um intervalo de potencial de -0,40 a 1,0 V vs. Ag/AgCl (3,0 mol L") em uma
velocidade de varredura de 50 mV s™.
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Ao analisar a Figura 17, observa-se que a resposta do sensor teve um
aumento com o numero de ciclos voltamétricos até 25 devido ao aumento do
namero de cavidades formadas durante a etapa de eletropolimerizacdo. Apos 25
ciclos, o sensor apresentou uma diminuicdo acentuada de resposta com 0 aumento
do nimero de ciclos devido a formacédo de um filme impresso muito espesso. Filmes
espessos dificultam a transferéncia de massa, ocasionando uma menor difusdo da
sonda eletroquimica até as cavidades impressas em seu interior.
Consequentemente, essas cavidades apresentam baixa acessibilidade a religacao,
provocando a perda de sensibilidade do sensor impresso (43). Assim, o niumero de
ciclos 6timos para a eletropolimerizacdo de um filme impresso de o-PD sensivel para

o reconhecimento de HHF foi de 25 ciclos.
4.3.3 Efeito do pH no processo de eletropolimerizacéo

Outro fator que influéncia na performance do MIP € o pH da solucao utilizada
durante o processo de eletropolimerizacdo. Neste estudo, a eletropolimerizacéo de
5,0x10™ mol L™ de 0-PD na superficie do GCE, em presenca de 1,0x10°° mol L™ de
HHF, foi realizada com solugdes de o-PD preparadas em diferentes pHs utilizando
solucbes tampédo de acetato. A Figura 18 mostra a variacdo das intensidades de
corrente do sensor GCE-MIP com a utilizacdo de solucdes de o-PD em diferentes

valores de pHs durante a etapa de eletropolimerizagao:
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Figura 18 - Reposta de corrente obtida para o sensor GCE-MIP ap6s a etapa de eletropolimerizacéo
utilizando solugﬁes compostas por 5,0x10 mol L™ de o-PD em tampao acetato 0,20 mol L™ e por
1,0x10° mol L™ de HHF em etanol na proporcéo 1:1 (v:v) em diferentes valores de pHs, quando foram
aplicados 25 ciclos voltamétricos em um intervalo de potencial de -0,40 a 1,0 V vs. Ag/AgCl
(3,0 mol L™) em uma velocidade de varredura de 50 mv s™.

O pH da solucao utilizada no processo de eletropolimerizacdo influencia na
formacdo dos radicais que desencadeiam todo o processo de eletropolimerizacao da
0-PD. Durante este estudo, investigou-se um intervalo de pH entre 4,0 e 5,6 devido
ao fato de que, em pHs &cidos, os grupos -NH, promovem a condensacdo dos
monbémeros de o0-PD para a formacdo das cadeias poliméricas. Ao observar a
Figura 18, nota-se que no pH de 4,8 a resposta do sensor GCE-MIP atingiu o
maximo, indicando que esse pH maximiza a interacdo entre as espécies radicalares
da o-PD com a molécula de HHF. Em pHs elevados, a formacdo dos radicais
responsaveis pela condensa¢do dos mondémeros de o0-PD é gradualmente reduzida,
afetando o processo de eletropolimerizagdo, e consequentemente, a resposta do
sensor GCE-MIP. Assim, escolheu-se o pH de 4,8 como o pH 6timo para o preparo
da solucdo de o-PD utilizada durante o processo de eletropolimerizagéo, visto que

nesse pH as interacdes entre a 0-PD e o HHF séo favorecidas.
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4.3.4 Efeito do tempo de extracdo da molécula molde

A extracdo da molécula molde € um fator crucial para se garantir a
repetibilidade e a sensibilidade do sensor impresso. A extragdo por solvente € o
método mais utilizado para se remover a molécula molde e formar as cavidades
impressas de reconhecimento. Neste método, a interagdo com o solvente promove o
intumescimento do polimero, facilitando o enfraquecimento e a ruptura de suas
ligagcbes com a molécula molde (52). Para esse estudo, solugbes compostas em
diversas propor¢cbes de etanol, etanol-acetonitrila e etanol-4cido acético foram
usadas para a remoc¢ao da molécula de HHF utilizada como molde, uma vez que a
acetonitrila e o acido acético podem favorecer o intumescimento do filme polimérico
de 0-PD, enquanto que o etanol pode solubilizar a molécula de HHF. Os resultados
indicaram que a solugdo composta de etanol-acido acético 9:1 (v:v) apresentou um
melhor desempenho para a remoc¢ao da molécula de HHF, quando comparado com
as outras composicoes estudadas. O tempo de extracdo foi avaliado através da
comparacao da corrente do sensor GCE-MIP com a corrente do sensor GCE-NIP em

um intervalo de 20 a 100 segundos, conforme mostra a Figura 19:
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Figura 19 - Influéncia do tempo na performance do sensor GCE-MIP durante a extragdo da molécula
molde utilizando uma solugdo de etanol-acido acético 9:1 (v:v). Para comparacgdo, o desempenho do
sensor GCE-NIP também foi avaliado.
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Como pode ser observado na Figura 19, as correntes do sensor impresso
GCE-MIP sao superiores as correntes do sensor nao impresso GCE-NIP. Essa
diferenca de corrente indica que durante o processo de extracdo as moléculas de
HHF foram removidas com sucesso para a formacdo das cavidades impressas na
superficie do filme de o-PD. O sensor apresentou uma corrente maxima em 60
segundos, sendo observado um decréscimo em tempos superiores por causa do
blogueio das cavidades eletroativas devido ao intumescimento excessivo do
polimero (35). Logo, o tempo de 60 segundos utilizando uma solugdo de
etanol-a4cido acético 9:1 (v:v) foi o tempo 6timo para se realizar a extracdo da
molécula molde.

Ainda na Figura 19, ao analisar a curva obtida para o sensor GCE-NIP,
observa-se um maximo de corrente em 60 segundos, que pode ser atribuido a
ruptura da matriz polimérica de o-PD. Como o filme de o-PD para o sensor GCE-NIP
€ mais compacto, devido a auséncia da molécula de HHF, a exposi¢cdo ao solvente
provoca O intumescimento e, consequentemente, a ruptura de sua estrutura. A
Figura 20 mostra as imagens de SEM-FEG obtidas para o sensor GCE-NIP apés a

eletropolimerizacdo e apés a exposi¢do ao solvente por 60 segundos:
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Figura 20 - Imagens de SEM-FEG para: (A) GCE, (B) GCE-NIP apés a eletropolimerizacédo, e
(C) GCE-NIP apds a exposicao ao solvente por 60 segundos.

Na Figura 20A, pode-se observar uma superficie praticamente lisa e uniforme,
correspondente ao eletrodo de GCE sem modificacdo. JA4 a Figura 20B, que
corresponde ao eletrodo GCE-NIP apds a eletropolimerizacdo, € observado a
presenca de um filme compacto de 0-PD sobre a superficie do eletrodo de carbono
vitreo. Contudo, na Figura 20C, é possivel notar que a estrutura do filme polimérico
de o-PD foi fragmentada apdés a exposicdo ao solvente, corroborando com a
hipotese de intumescimento e ruptura da matriz polimérica de o-PD.

Em tempos acima de 60 segundos, a queda de corrente observada na
Figura 20 para o sensor GCE-NIP pode ser atribuida ao continuo intumescimento do
polimero, que por sua vez, promove o recobrimento da superficie do GCE que havia
sido exposta pela ruptura do filme de o-PD.
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4.3.5 Efeito do tempo de religacao

Assim como o tempo de extracdo, o tempo de religacdo € um parametro que
influéncia diretamente na performance do sensor impresso. Apds a extracdo da
molécula molde, o sensor foi imerso em uma solucéo de HHF 1,0x107 mol L™ em
[Fe(CN)g]® 5,0x10° mol L™ sob baixas velocidades de agitacéo (entre 40-50 rpm) em
um intervalo de tempo de 1 a 25 minutos. O efeito do tempo de religacéo foi avaliado
através da comparacao da corrente do sensor GCE-MIP com a corrente do sensor
GCE-NIP, conforme exibido na Figura 21:
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Figura 21 - Influéncia do tempo na performance do sensor GCE-MIP durante a religagdo em uma
solucdo de HHF 1,0x107 mol L™ em [Fe(CN)g]> 5,0x10° mol L. Para comparacao, o desempenho do
sensor GCE-NIP também foi avaliado.

Durante o processo de religacdo, as moléculas de HHF se recombinaram com
as cavidades impressas do sensor GCE-MIP. Como se pode observar na Figura 21,
as correntes do sensor GCE-MIP s&o superiores as correntes do sensor GCE-NIP.
Essa diferenca de corrente demonstra a inexisténcia de cavidades impressas no
filme de 0-PD do sensor GCE-NIP. A resposta do sensor aumentou com o tempo de

religacdo até 15 minutos, sendo observado um sinal estavel entre 15 a 25 minutos,
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indicando que o equilibrio de adsorcéao foi estabelecido. Desta forma, o tempo de 15
minutos foi escolhido como o tempo 6timo para se realizar a religacdo das moléculas
de HHF nas cavidades do sensor GCE-MIP.

4.4 Performance analitica do sensor GCE-MIP

A performance do sensor GCE-MIP na determinacdo de HHF foi investigada
por meio da DPV utilizando as condigdes experimentais otimizadas. Apos a remocao
da molécula molde para a formagédo das cavidades de reconhecimento de HHF na
superficie do filme polimérico de o-PD e a medida da corrente de fundo, o sensor
GCE-MIP foi submetido ao procedimento de religacdo utilizando solucbes de
diferentes concentracées de HHF em [Fe(CN)g]® 5,0x10° mol L™ por 15 min. sob
baixas velocidades de agitacdo (entre 40-50 rpm). A Figura 22 apresenta a curva

analitica obtida para o sensor GCE-MIP:
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Figura 22 - Curva analitica para o sensor GCE-MIP obtida em solu¢des de diferentes concentragfes
de HHF em [Fe(CN)¢]® 5,0x10° mol L™ Insercdo: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos
utilizando solucdes de HHF em [Fe(CN)g]°® 5,0x10° mol L™ em uma faixa de concentracéo
de 4,0x10%a 1,5x10° mol L™,
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A insercdo na Figura 22 mostra a diminuicdo de corrente de pico da espécie
[Fe(CN)g]® com o aumento da concentracdo da solucdo de HHF, indicando que com
0 aumento da concentracdo de HHF um maior niumero de cavidades impressas
foram ocupadas pelas moléculas de HHF. A Figura 22 mostra que a diminuigdo de
corrente observada para espécie [Fe(CN)g]™> é linearmente proporcional ao aumento
da concentracdo de HHF em duas faixas de trabalho: 4,0x10® a 1,5x10" mol L™ e
1,5x107 a 1,5x10° mol L™, com as respectivas equacdes de regressdo linear:
Ai (A) = 67Cuye (Mol L™) + 9,7x10° (r = 0,9991) e Ai (A) = 3,6Chue (mol L) +
1,910 (r = 0,9974). As figuras de mérito como sensibilidade (m), limite de detecc&o
(LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foram obtidas utilizando a primeira faixa linear
como sendo 67 A L mol™; 1,2x10® mol L™ e 4,1x10°® mol L™ respectivamente.

A existéncia de duas faixas lineares em sensores molecularmente impressos
€ comum devido a presenca de cavidades de reconhecimento com diferentes
afinidades para a molécula de interesse (53). Assim, quando o sensor GCE-MIP é
imerso em solucbes de baixas concentracbes de HHF, as moléculas de HHF se
recombinam preferencialmente com as cavidades impressas de maior afinidade, que
estdo localizadas em regi6es menos profundas da superficie do sensor. Quando a
concentracdo de HHF aumenta, todas as cavidades de maior afinidade sao
ocupadas e as proximas religacdes ocorrem em cavidades de menor afinidade, que
estdo localizadas em regides mais profundas da superficie do sensor. Nesse
contexto, a queda na inclinacdo da curva analitica ocorre devido a dificuldade da
transferéncia de massa que as moléculas de HHF precisam superar para chegarem

até as cavidades de menor afinidade (53).
4.5 Isoterma de adsorcao de Langmuir

As duas faixas lineares apresentadas pelo sensor GCE-MIP foram
individualmente analisadas em termos do modelo da isoterma de adsorcdo de
Langmuir, que considera que o recobrimento da superficie ndo pode ir além de uma
monocamada (62). A isoterma de adsorcéo de Langmuir prevé o grau de cobertura

das cavidades impressas, 8, em funcao da concentracao, C, de HHF (54):

_ KpC

= — Equacao 4
1+KpC (Equag )
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Onde, 6 =

, sendo que I' corresponde ao excesso superficial que as

max.
cavidades impressas possuem em uma determinada concentragéo de HHF.
A Equacéo 2 pode ser reescrita em sua forma linear como sendo:

6=-=>c¢ + 6C (Equacdo 5)
Kp

De acordo com Bard e Faulkner (55),T pode ser calculado através da

seguinte equacao:
[ = 2 (Equacéo 6)

Onde, Q é a carga (obtida pela integracdo da area do pico voltamétrico),
n é o0 numero de elétrons envolvidos no processo eletrédico (1 elétron), F é a
constante de Faraday (96485 C mol™) e A, é a area ativa do sensor (cm?).

A érea ativa do sensor GCE-MIP pode ser calculada através da equacéo de
Randles-Sevcik (55):

1

3 = 1
i, = (2,69x10°) n,z A, D} Cj vz (Equacao 7)

Onde, i, é a corrente de pico (A), n, € o nimero de elétrons envolvidos no
processo redox (1 elétron), D, € o coeficiente de difusdo da sonda redox
(7,6x10° cm? s, ¢; é a concentragdo da sonda redox (mol cm?®), v'/2 é a raiz
quadrada da velocidade de varredura (V s) e 4, é a area ativa do sensor (cm?).
Com base nos dados da Figura 11B, a é&rea ativa calculada para o sensor
GCE-MIP foi de 1,0x10°% cm®.

A constante de dissociagdo aparente (Kp), nas Equacbes 2 e 3, esta
associada com a afinidade existente entre as cavidades impressas e as moléculas
de HHF. Um baixo valor de K, indica uma alta afinidade entre as cavidades
impressas e as moléculas de HHF. Por outro lado, um alto valor de K, indica que as

interagbes entre as cavidades impressas e as moléculas de HHF ndo séo tédo
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eficientes, de modo que o equilibrio de adsor¢do s6 poderd ser alcancado se a
concentracdo de HHF for suficientemente alta para promover a saturacdo das
cavidades impressas da matriz polimérica (56,57).

De acordo com a Equacéo 3, os valores de K, para as duas faixas de
trabalho do sensor GCE-MIP podem ser calculados através da construcéo de curvas
de Langmuir, que relaciona o preenchimento gradual das cavidades impressas, 6,
em funcéo da concentracéo, C, de HHF. A Figura 23 mostra as curvas de Langmuir

obtidas para as duas faixas de trabalho do sensor GCE-MIP:
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Figura 23 — Curvas de Langmuir para o sensor GCE-MIP obtidas na: (A) primeira faixa linear (4,0x10'8
a 1,5x10" mol L™) e na (B) segunda faixa linear (1,5x107" a 1,5x10°® mol L™).

Na Figura 23, observa-se que o preenchimento das cavidades impressas
varia linearmente com o aumento da concentragdo de HHF para os dois intervalos
analisados, indicando que as moléculas de HHF sédo adsorvidas nas cavidades
impressas, independentemente de suas afinidades, de acordo com o modelo de
adsorcao de Langmuir.

As dependéncias lineares observadas na Figura 23 para 0 primeiro e 0
segundo intervalo de concentracdo podem ser expressas respectivamente pelas
seguintes equacdes de regressao linear: 6 = 2,1x10°C (mol L™) + 0,68 (r = 0,9996) e
6 = 1,1x10°C (mol L™) + 0,84 (r = 0,9980). De acordo com a Equac&o 5, K, pode ser

determinado pelo inverso do coeficiente angular das curvas de Langmuir, de modo
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gue os valores de Kj para o primeiro e o segundo intervalo de concentracdo foram
obtidos como sendo 4,8x107 e 9,1x10° mol L™ respectivamente. Sendo assim, ao
comparar os valores de Kj, nota-se que a primeira faixa linear apresentada pelo
sensor impresso possui uma maior afinidade para o reconhecimento das
moléculas de HHF.

O sucesso da aplicagcdo do modelo de adsorcdo de Langmuir para as duas
faixas lineares do sensor GCE-MIP indica que, para uma determinada regiao linear,
as cavidades impressas sao equivalentes, de modo que, a capacidade de adsorcéo
de uma cavidade é independente da ocupacédo das cavidades vizinhas, ou seja, nao
hé& interacdes entre as moléculas de HHF adsorvidas (62). Além disso, 0 modelo de
adsorcdo de Langmuir preconiza que cada cavidade adsorve reversivelmente
apenas uma molécula de HHF (54), de maneira que, conforme discutido
anteriormente, a dessor¢cdo das moléculas de HHF das cavidades impressas pode
ser realizada pela imersdo do sensor em uma solucdo de etanol-acido

acético 9:1 (v:v) por um determinado tempo.



4.6 Seletividade do sensor GCE-MIP

De acordo com a norma D7566 da ASTM, o querosene alternativo SIP deve
ser composto por no minimo 97% em massa de farnesano e no maximo 1,5% em
massa de HHF. Além disso, essa norma prevé a adicdo de alguns aditivos nesse
biocombustivel, tais como o agente complexante N,N’-bis(salicilideno)-1,2-
propanodiamina (SALPN) (2 mg L?* méax.) e alguns agentes antioxidantes
(24 mg L™, méx.), como o 2,6-di-terc-butil-4-metil-fenol (BHT) (16). As estruturas das
moléculas de farnesano, HHF, SALPN e BHT sado apresentadas na Figura 24:

CHy OH  CHj

HaC CH
CHs CHs CHs HaC CHs
HSC/I\/\/k/\/l\/\DH
HHF CH3
BHT
CHs
CHs, CHy CHs1 / :
—N N—
WCHS
H1C
OH HO
farnesano
SALPN

Figura 24 — Representacgédo estrutural das moléculas de farnesano, HHF, SALPN e BHT.

A presencga das moléculas de farnesano, BHT e SALPN no bioquerosene de
aviacdo podem interferir no reconhecimento seletivo do sensor impresso as
moléculas de HHF. A Figura 25 apresenta as intensidades de corrente para o sensor
GCE-MIP ap6s a realizacdo de experimentos de religacdo na presenca das
moléculas de HHF, BHT, farnesano e SALPN:
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Figura 25 — Intensidades de corrente obtidas para os sensores GCE-MIP e GCE-NIP apds 0 processo
de religacéo utilizando solugdes de 1,0x107 mol L™ de HHF, BHT, farnesano e SALPN em [Fe(CN)g]*®
5,0x10° mol L™ (tempo de religacédo: 15 min.). A resposta do sensor foi monitorada através da técnica
de DPV utilizando uma solucédo de [Fe(CN)G]'3 5,0x10°° mol L™ em KCI 0,50 mol L™.

Os sensores baseados em MIPs sdo seletivos para reconhecerem
especificamente a molécula utilizada como molde. Este reconhecimento especifico
se deve a dois fatores importantes: os grupos funcionais e o tamanho da molécula
molde. Assim, moléculas que possuem 0s mesmos grupos funcionais e tamanhos
semelhantes sdo mais propensas a interferirem no processo de reconhecimento
molecular.

Na Figura 25, observa-se que a molécula de BHT apresenta uma pequena
interferéncia na resposta do sensor GCE-MIP, que pode ser atribuida a presenca do
grupo -OH em sua estrutura, o qual é responséavel pela interacdo ocorrida entre essa
molécula e o sitio ativo da cavidade impressa. Entretanto, como a molécula de BHT
possui uma estrutura diferente da molécula de HHF, esta ndo consegue penetrar
efetivamente nas cavidades impressas do sensor.

A molécula de farnesano, que possui uma estrutura molecular semelhante a
molécula de HHF, apresenta uma interferéncia ainda menor na resposta do sensor
GCE-MIP devido a auséncia do grupo -OH em sua estrutura. Como essa molécula
possui uma estrutura muito semelhante, quando comparada a molécula de HHF,
esta consegue penetrar totalmente na cavidade impressa, contudo, como essa

molécula ndo possui nenhum grupo funcional para interagir com o sitio de interacéo
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da cavidade impressa, esta hdo consegue permanecer dentro da cavidade e acaba
retornando para o meio da solucéao.

Na presenca da molécula de SALPN, ao comparar os valores de corrente
para os sensores GCE-MIP e GCE-NIP, ndo foi observado nenhum tipo de
interferéncia na resposta do sensor impresso, possivelmente devido ao tamanho
dessa molécula, que é relativamente maior em relacdo ao HHF, de modo que a
molécula de SALPN nédo consegue interagir com as cavidades impressas devido ao
seu grande impedimento estérico.

A seletividade do sensor GCE-MIP foi avaliada através do fator de
impressao (a) e do fator de seletividade (B). A Tabela 2 resume os resultados

obtidos a partir dos calculos dos parametros a e [3:

Tabela 2 — Parametros de seletividade do sensor GCE-MIP para HHF e moléculas potencialmente
interferentes.

Molécula GCE-MIP (MA)  GCE-NIP (pA) a* B **
HHF 20,3 5,5 3,7 1,0
BHT 8,9 5,3 1,7 2,2
Farnesano 7,1 3,9 1,8 2,0
SALPN 2,7 2,6 1,0 3,5

* o = Alece-wip)

Al (GCcE-NIP)

3 = _ X@HHF)

X (interferente)

O fator de impressao (a) esta relacionado com a capacidade do sensor em
interagir com a molécula alvo. Esse parametro apresentou uma maior resposta para
o HHF, em relacdo aos demais interferentes, indicando a existéncia de cavidades
impressas especificas para o0 seu reconhecimento. Ao analisar o fator de
seletividade (B), observa-se, que de fato as cavidades impressas possuem uma
maior afinidade em reconhecer a molécula de HHF do que as moléculas
interferentes. Esses resultados indicam que as cavidades impressas formadas na

matriz polimérica de 0-PD sé&o seletivas para o reconhecimento da molécula de HHF.
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4.7 Repetibilidade inter-dia e intra-dia

A repetibilidade inter-dia é definida como a capacidade do método em
repetir os resultados de uma analise em um mesmo laboratério, mas em dia
diferentes, utilizando diferentes equipamentos, diferentes regentes e diferentes
solucdes (58). Ja a repetibilidade intra-dia € definida como a capacidade do método
em repetir os resultados de uma analise em um mesmo dia, utilizando o mesmo
laboratério, o mesmo equipamento, 0S mesmoOs reagentes e as mesmas
solugcbes (58). Vale ressaltar, que para os ensaios de repetibilidade inter-dia e
intra-dia, sdo considerados satisfatorios valores de RSD < 5,0%.

Para a avaliacdo da repetibilidade inter-dia do sensor GCE-MIP, cinco
sensores preparados de forma independente foram inseridos separadamente
em solugdes de HHF 1,0x107 mol L™ em [Fe(CN)g]® 5,0x10° mol L' para a
realizacdo do processo de religacdo. A resposta de cada eletrodo foi monitorada
através da DPV e um desvio padrao relativo (RSD) de 4,8% foi obtido.

A repetibilidade intra-dia do sensor GCE-MIP foi avaliada ao monitorar a
corrente de um mesmo eletrodo trés vezes consecutivas durante o processo de

religagdo. O RSD obtido para esse estudo foi de 3,2%.
4.8 Estabilidade do sensor GCE-MIP

Para o estudo da estabilidade, um sensor foi preparado e armazenado por 10
dias em contato com o ar a temperatura ambiente (25 °C). ApOs esse periodo, 0
sensor apresentou 96% de sua corrente inicial, indicando que 0 mesmo possui uma
consideravel estabilidade.

Os resultados obtidos pelos estudos de repetibilidade e de estabilidade
indicam que a aplicagdo do sensor GCE-MIP na determinagcdo de HHF em

bioguerosene de aviacdo pode ser realizada de forma reprodutivel e confiavel.
4.9 Determinacao de HHF em bioquerosene de aviacao
Para a determinacdo de HHF em bioquerosene de aviacdo, uma aliquota do

bioguerosene de aviacao (querosene alternativo SIP) adquirido da empresa AMYRIS

foi diluida conforme descrito na se¢ao 3.9.



67

A determinacdo de HHF neste biocombustivel foi realizada utilizando o
método de adicdo de padrdo, que consiste na adicdo de quantidades conhecidas da
espécie de interesse em uma quantidade conhecida da amostra (59). As amostras
com o padrao incorporado foram utilizadas para a obtencdo de voltamogramas, que
possibilitaram a construcdo de uma curva analitica através da relacdo entre a
concentracdo da espécie de interesse adicionada a amostra em funcdo das
respectivas correntes obtidas. O ponto da curva analitica que corta o eixo das
ordenadas corresponde a corrente da espécie analisada sem qualquer adi¢cdo do
padrdo, enquanto que a extrapolacdo da curva define, no eixo das abcissas, a
concentracdo da espécie de interesse na amostra analisada (59). A Figura 26
apresenta a curva de adicdo de padrdo obtida apds adicbes de concentracdes

conhecida de HHF & amostra de bioquerosene de aviacao:

el @ n=3
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=
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Figura 26 - Curva de adicdo de padrdo para o sensor GCE-MIP obtida com as adi¢bes de 5,0; 7,0 e
9,0x10°® mol L™ de HHF em etanol a solucdo de bioquerosene de aviacdo. Insercdo: Voltamogramas
de pulso diferencial obtidos para a solugdo de bioguerosene de aviagdo fortificada com diferentes
concentragdes de HHF.

A Figura 26 mostra que a corrente do sensor GCE-MIP varia linearmente

com as adicbes de concentracbes conhecidas de HHF a amostra de
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bioguerosene de aviacdo, de acordo com a seguinte equacéo de regressao linear:
Ai (A) = 37Chue (mol L) + 1,8x10° (r = 0,9989).

A concentracdo de HHF determinada na amostra de bioquerosene de aviacéo
foi de 0,31 + 0,02% (m:m) (7,1x10° #* 4,6x10° mol L"), o que indica que a
concentracédo de HHF presente no bioquerosene de aviacao produzido pela AMYRIS

esta dentro do limite estabelecido pela norma técnica D7566 da ASTM.
4.10 Validacdo da metodologia analitica desenvolvida

A etapa de validacdo € de fundamental importancia para demonstrar a
adequacao do método desenvolvido a sua finalidade. O ensaio de recuperacéo € o
procedimento mais utilizado para validacdo de metodologias analiticas. O ensaio de
recuperacao estd associado com a exatiddo do método, pois relaciona a quantidade
recuperada do analito a sua quantidade presente na amostra. A exatiddo do método
€ expressa como um erro sistematico percentual, caracteristico do processo, que
ocorre pela perda da substancia devido a baixa recuperacédo da extracdo, medidas
imprecisas, substancias interferentes na amostra, dentre outras causas (60).

Os ensaios de recuperacdo foram realizados através da “fortificacdo" da
amostra, ou seja, na adicdo de diferentes concentracdes de HHF ao bioguerosene
de aviagcdo. Apés cada adicdo, foi realizada a determinagcdo voltamétrica da
concentracdo de HHF presente na amostra. A quantidade percentual recuperada foi
calculada através da Equacdo 1, descrita na secdo 3.9. A Tabela 3 resume 0s

valores adicionados e recuperados para trés concentracdes distintas de HHF:

Tabela 3 — Recuperac¢des de HHF na amostra de bioquerosene de avia¢do (n=3).

Quantidade Quantidade N
adicionada detectada Recuperagao RSD a

Amostra (105 mol LY (10 mol L) (%) (%) tcalculado
BQAV. - 4,7+0,3 - - -
5,0 9,6 +£0,3 98,3 3,9 -0,5
7,0 12,1 +0,2 105,8 1,7 2,2
9,0 135+0,4 97,6 3,3 -2,2

® tiabelado = 4,3 para 95% de confianca.
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As recuperacdes médias variaram de 97,6% a 105,8% com RSDs entre 1,7%
a 3,9%, indicando que o método desenvolvido possui uma boa exatiddo para a
determinacdo de HHF e que a resposta do sensor GCE-MIP nao sofre nenhum
efeito significativo de matriz. As concentragcdes encontradas foram comparadas
estatisticamente com as concentragcdes adicionadas utilizando o teste t de Student
ndo pareado. Os resultados obtidos para um nivel de confianca de 95%
apresentaram um valor inferior em comparacdo com o Vvalor tabelado
(tcalculado < ttabelado), INdicando o sensor GCE-MIP pode ser aplicado com sucesso na
determinagdo de HHF em amostras de bioquerosene de aviacao.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho, um sensor eletroquimico para a determinacdo de HHF
em bioquerosene de aviacdo foi desenvolvido através da eletropolimerizacdo de
um filme de o-PD na presenca da molécula de HHF sobre a superficie de um
GCE pela técnica de CV. Os resultados obtidos pelas técnicas de CV, EIS,
SEM-FEG e espectroscopia RAMAN demostraram que o0 meétodo de
eletropolimerizagéo pela técnica de CV foi satisfatorio para a eletrossintese do filme
polimérico de 0-PD sobre a superficie eletrodica.

As técnicas de CV, EIS e AFM permitiram constatar que o processo de
formacéo das cavidades para o reconhecimento de HHF foi realizado com sucesso.
Por meio da técnica de espectroscopia RAMAN, foi possivel diagnosticar que o filme
de o-PD estava em sua forma oxidada na superficie do GCE, e a técnica de AFM
possibilitou estimar a espessura desse filme polimérico em aproximadamente 10 nm.
Além disso, através da CV foi possivel verificar que o sensor GCE-MIP possui um
processo eletrédico controlado pela difuséo da espécie [Fe(CN)g]”>.

As otimizacdes dos parametros experimentais (razdo molar entre 0 monémero
funcional e a molécula molde, o numero de ciclos utilizado na eletropolimerizagéo, o
pH da solucdo utilizada durante a eletropolimerizacdo, o tempo de extracdo da
molécula molde e o tempo de religacdo da molécula de interesse nas cavidades
impressas do polimero) permitram maximizar a performance do sensor
desenvolvido, de modo que a curva analitica obtida para o sensor GCE-MIP
apresentou duas faixas lineares em um amplo intervalo de concentracdo. As duas
faixas lineares observadas para esse dispositivo obedecem ao modelo da isoterma
de adsorcédo de Langmuir, sendo que a primeira faixa possui uma maior afinidade
para o reconhecimento das moléculas de HHF.

A resposta do sensor impresso na presenca de moléculas potencialmente
interferentes que compdem o bioquerosene de aviacdo demostrou que as cavidades
impressas formadas na matriz polimérica de o0-PD sdo seletivas para o
reconhecimento especifico da molécula de HHF.

O sensor desenvolvido apresentou excelente repetibilidade inter-dia e
intra-dia, com valores de RSD < 4,8%. Apds ser armazenado por 10 dias em contato
com o ar a temperatura ambiente, 0 sensor apresentou 96% de sua corrente

inicial, o que representa uma consideravel estabilidade.
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O sensor GCE-MIP foi aplicado com sucesso na determinacdo de HHF na
amostra de bioquerosene de aviacdo. As recuperacfes médias variaram de 97,6% a
105,8% com RSDs entre 1,7% a 3,9%, indicando que o método desenvolvido possui
uma boa exatiddo para a determinagcdo de HHF e que a resposta do
sensor GCE-MIP nao sofre nenhum efeito significativo de matriz. Esses resultados
indicam a viabilidade de utilizacdo desse sensor para 0 monitoramento dos niveis de
HHF em amostras de bioquerosene de aviacdo, de modo a garantir a qualidade

deste biocombustivel durante o seu processo de produgao.
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