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RESUMO

Um novo e seletivo sensor eletroquimico para a determinagdo dos antioxidantes
butilato de hidroxianisol (BHA) e terc-bultil-hidroquinona (TBHQ) empregando a
Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) foi desenvolvido. Neste sentido, um eletrodo
de carbono vitreo (ECV) modificado coma ftalocianina tetrassulfonada de cobre
(CuTSPc) adsorvida sobre 6xido de grafeno reduzido (OGr) mostrou uma excelente
resposta para as oxidacoes de TBHQ e BHA com uma diminuicdo nos
sobrepotenciais cerca de 130 mV vs Ag/AgCl e correntes de pico anddicas cerca de 4
vezes maiores do que as respostas observadasem um eletrodo ndo modificado. O
aumento nas velocidades das reacdes de oxidacdo de TBHQ e BHA foi atribuido a
eficiente transferéncia de elétrons entre as espécies estudadas e os materiais
imobilizados na superficie do ECV. Os materiais OGr, CuTSPc e OGr/CuTSPc foram
caracterizados por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourrier
(FTIR) e a resposta analitica do sensor para os analitos foi estudada pelas técnicas
voltametria ciclica (VC) e voltametria de varredura linear (VVL). Apés a otimizagao dos
parametros experimentais e operacionais, as curvas analiticas para a determinacao
individual e simultdnea de BHA e TBHQ, pela técnica VPD, demonstraram uma
excelente resposta linear de 0,1 a 500 umol L' com limite de detecgéo de 0,045 pmol
L' para TBHQ e 0,036 pmol L' para BHA. Finalmente, o sensor proposto foi utilizado
com sucesso para a determinagdo TBHQ e BHA em seis amostras de biodiesel e os
resultados foram similares aos obtidos pelo método HPLC com um nivel de
concordancia de 95 %. Os estudos de adicao e recuperagcao mostraram que o método
proposto apresenta boa exatiddo com valores de recuperagédo entre 99,5 e 100,5%
para TBHQ e 99,1 e 100,2 para BHA.

Palavras-chave: antioxidantes, dxido de grafenoreduzido, CuTSPc, biodiesel.



ABSTRACT

A novel and selective electrochemical sensor for the determination of the butylated
hydroxyanisole (BHA) and tert-butylhydroquinone (TBHQ) antioxidants employing the
differential pulse voltammetry (DPV) was developed. In this sense, a glassy carbon
electrode (GCE) modified with a copper tetrasulfonated phthatocyanine (CuTSPc)
adsorbed on reduced graphene oxide (rGO) showed excellent response for the TBHQ
and BHA oxidation with a decrease in the overpotentials about 130mV vs Ag/AgCl and
anodic peak currents about 4 times higher than the observed responsesat an electrode
unmodified. The increase of the oxidation reaction rates for TBHQ and BHA was
attributed to the efficient electron transfer between the studied species and the
immobilized materials on surface of the GCE.The materials rGO, CuTSPc and
rGO/CuTSPc were characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)
and the analytical response of the sensor for the analytes was studied by cyclic
voltammetry (CV) and linear scan voltammetry (LSV) techniques. After optimization of
the experimental parameters, the analytical curves for determination of BHA and
TBHQ by DPV technique demonstrated an excellent linear response from 0.1 to
500umol L' with detection limit of 0.045 umol L' for TBHQ and 0.036 umol L' for BHA.
Finally, the proposed method was successfully applied in the simultaneous
determination of BHA and TBHQ in six biodiesel samples, and the results obtained
were found to be similar to those obtained using the HPLC method with agreement at
95 % confidence level. The addition and recovery studies have shown that the
proposed method has good accuracy with recovery values between 99.5 and 100.5 %
forTBHQ and 99.1 and 100.2 for BHA.

Keywords: Antioxidants, biodiesel, reduced graphene oxide, CuTSPc
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1 INTRODUCAO

A busca por combustiveis alternativos vem ganhando destaque nas ultimas
décadas. A substituicdo dos combustiveis fosseis tem sido motivada por fatores
ambientais, econdmicos e sociais, uma vez que toda a sociedade depende de seu
uso. Nesse contexto, uma alternativa que se tem destacado € o uso de
biocombustiveis, tais como carvao vegetal, alcool, biogas e o biodiesel (DEMIRBAS,
2008; GUO et al., 2015).

O biodiesel, por exemplo, é um combustivel renovavel, pois € produzido a partir
de fontes vegetais (soja, mamona, dendé, girassol, entre outros), misturado com
etanol (proveniente da cana-de-agucar) ou metanol (pode ser obtido a partir da
biomassa de madeiras (MILANO et al., 2016; SALUJA et al., 2016). Ou seja, um
combustivel totalmente limpo, organico e renovavel.

Ao contrario dos combustiveis fésseis que sado relativamente inertes e mantém
as suas caracteristicas essenciais pouco alteradas, o biodiesel degrada-se com o
tempo devido ao seu contato com contaminantes, tanto de natureza inorgénica,
quanto microbiana, sendo a oxidacao decorrente da sua exposicao ao ar atmosférico
um dos principais problemas a que esta sujeito (KNOTHE et al., 2007; GUZMAN et
al., 2009; DINKOV et al., 2009; RASHED et al., 2016).

A evolugéo da oxidacdo de um biodiesel esta atrelada a diversos fatores como
a composicao do 6leo do qual foi sintetizado, da quantidade e da natureza das
insaturacées presentes, as quais sao responsaveis pela auto-oxidacdo do
combustivel, do processamento do biodiesel e condi¢bes de armazenamento. Esses
fatores podem influenciar na potencialidade do combustivel que por sua vez nao tera
homogeneidade na queima devido o atraso na ignicdo, dificultando assim o bom
funcionamento do motor (SORAT e BHAL, 2015)

O processo de auto-oxidacao do biodiesel pode ser minimizado e/ou retardado,
diminuindo as condi¢cdes que contribuem para o seu aumento, como por exemplo,
manter exposi¢cao minima a luz e altas temperaturas, evitar a presenca de tracos de
metais, impedir ao maximo o contato com o oxigénio e diminuir a formacao de radicais
livres por meio de antioxidantes (RASHEDUL et al., 2014).

Neste sentido, muitos antioxidantes tém sido utilizados para melhorar a
estabilidade oxidativa do biodiesel, por causa da sua capacidade para retardar ou
inibir a oxidacdo dos lipideos e/ou outras moléculas, evitando a iniciacdo ou
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propagacao de reacdes em cadeia de oxidacao (DUNN, 2005; KNOTHE, 2006;
KNOTHE, 2007; ALMEIDA et al., 2011; ZULETA et al., 2012).

Entre os antioxidantes sintéticos mais utilizados para melhorar a estabilidade
do biodiesel estdo o butilado de hidroxianisol (BHA) e o terc-butil-hidroquinona
(TBHQ). Além disso, estudos recentes demonstraram que o efeito sinergistico de uma
formulacdo combinada contendo BHA e TBHQ proporciona uma maior estabilidade
oxidativa para o biodiesel (GUZMAN et al., 2009; MAIA et al., 2011).

Nesse contexto, as técnicas eletroanaliticas mostram-se promissoras
ferramentas para determinacado destes analitos, ja4 que apresentam reduzido custo,
consideravel rapidez aliadas a uma boa seletividade, sensibilidade e simplicidade
(ARAUJO et al., 2010). Entretanto, o principal problema em se trabalhar com essas
técnicas € que o uso de eletrodos convencionais pode proporcionar a passivagao
gradativa da superficie do eletrodo dificultando assim a resposta do analito de
interesse, e, consequentemente a seletividade do sistema.

Eletrodos quimicamente modificados tém atraido grande ateng¢do nas ultimas
décadas porque melhoram a sensibilidade e a seletividade de métodos de andlise
eletroquimica (MIRCESKI et al., 2013). Neste sentido, o desenvolvimento de métodos
eletroanaliticos com base em eletrodos modificados € um campo de interesse
crescente na quimica analitica.

Uma variedade de materiais eficientes foidesenvolvido para induzir a
oxidacao/reducao de alguns compostos organicos (CARAMIT et al., 2013; PEREIRA
et al., 2015; WANG et al., 2016), porque estes materiais podem promover uma melhor
transferéncia de elétrons entre a superficie do eletrodo e as espécies eletroativas em
solucéo.

Dentre os materiais utilizados para modificar a superficie de eletrodos destaca-
se 0 Oxido de grafeno reduzido, devido a sua excelente condutividade elétrica,
principalmente originado a partir das ligacdes n deslocalizados acima e abaixo do
plano basal, a sua grande area de superficie e baixos custos de producdo (PARK e
RUOFF, 2009; RATINAC, et al., 2011; WU et al., 2012).

As ftalocianinas (Pc) tem atraido grande atencdo em relagdo as suas
aplicagdes industriais, tais como propriedades eletrocrdmicas, eletrocataliticas e
semicondutoras (BURAT et al., 2011; ARSLANOGLU et al., 2011; OSMANBAS et al.,

2008), bem como a sua estabilidade e ndo toxicidade.Seus derivados metalicos
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podem proporcionaralta sensibilidade e uma rapida resposta em determinados
sistemas (KAYA et al., 2014).

Neste sentido, somando-se as caracteristicas do grafeno e das ftalocianinas, o
presente trabalho descreve o desenvolvimento e a aplicacdo de um sensor
eletroquimico eficiente, sensivel, seletivo e estavel para a determinacgao individual e
simultdnea dos antioxidantes butilado de hidroxianisol (BHA) e terc-butil-hidroquinona
(TBHQ) em amostras de biodiesel. O sensor proposto é constituido de 6xido de
grafeno reduzido (OGr) e ftalocianina tetrassulfonada de cobre Il (CuTSPc) sobre um
eletrodo de carbono vitreo (ECV) o qual foinominado ECV/OGr/CuTSPc.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1

v

2.2

v

Objetivo Geral

Desenvolver um sensor para a determinagdo individual e simultdnea dos
antioxidantes Butilado de hidroxianisol (BHA) e Terc-butil-hidroquinona (TBHQ)
em amostras de biodiesel utilizando um eletrodo de carbono vitreo (ECV)
modificado com CuTSPc adsorvido sobre 6xido de grafeno reduzido (OGr).

Objetivos Especificos

Estudar o comportamento eletroquimico do ECV/OGr/CuTsPc empregando a
voltametria ciclica (VC) e voltametria de varredura linear (VVL);

Caracterizar o OGr, o CuTSPc e o compoésito OGr/CuTSPc empregando a
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR);
Otimizar os parametros experimentais para a determinagéo dos antioxidantes,
tais como, pH, tipo e concentragdo da solucao tampao utilizada como eletrdlito;
Otimizar os parametros operacionais da técnica eletroquimica voltametria de
pulso diferencial (VPD), e construir curvas analiticas para a determinacdo dos
antioxidantes;

Avaliar a repetibilidade de medidas e a repetibilidade do preparo do sensor e
aestabilidade do mesmo;

Aplicar o sensor em amostras de biodiesel e realizar estudos de adicao e
recuperacao dos analitos nas amostras;

Comparar os resultados obtidos com um método descrito em literatura.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O biodiesel e os antioxidantes sintéticos

Pela definicdo da Lei Nacional 11.097 de 13/01/2005, o biodiesel poder ser
classificado como um combustivel alternativo, de natureza renovavel, que possa
oferecer vantagens sécio-ambiental ao ser empregado na substituicao total ou parcial
do diesel de petréleo em motores de igni¢cdo por compressao interna (motores do ciclo
Diesel). Pode ser produzido a partir de gorduras animais ou de Oleos vegetais,
existindo dezenas de espécies vegetais no Brasil que podem ser utilizadas, tais como:
mamona, dendé (palma), girassol, babagu, amendoim, pinhdo manso e soja, dentre
outras (ALPTEKIN, 2014).

O biodiesel éum combustivel biodegradavel derivado de fontes renovaveis
formado por ésteres de acidos graxos, obtido comumente a partir da reacao quimica
de 6leos vegetais ou gorduras animais com um alcool na presenca de um catalisador
(DUNN, 2005; BORSATO et al., 2014).Uma de suas principais desvantagensé sua
baixa resisténcia aos processos oxidativos, que é explicado pelo alto percentual de
ésteres de acidos graxos insaturados presentes em determinadas matérias-primas,
portanto existe a necessidade do uso de alternativas para correcdo da estabilidade
oxidativa, normalizada pelos parametros da Agéncia Nacional do Petréleo (KIVEVELE
et al., 2011).

A estabilidade oxidativa € deste modo de suma importancia, pois, caso o
biodiesel se oxide rapidamente, outras propriedades fisico-quimicas serao alteradas,
como consequéncia da presenga dos produtos de oxidagdo no meio (RASHED, 2016).
A auto-oxidacao envolve uma série de radicais livres, gerando produtos indesejaveis
primarios, secundarios e terciarios. Esse processo envolve o oxigénio triplete e ocorre
em trés etapas distintas: iniciacao, propagacao e terminacdo. A FIGURA 1 mostra as
etapas do mecanismo auto-oxidagdo (BERMAN et al., 2016):
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Iniciagédo

RH + Oz — R + ROz + OH + H20 (1)

Propagacao
R + O — ROO" (2)
RO> + RH — ROOH + R (3)

Terminacgéo

2R* — R-R (4)
R* + ROO* — ROOR (3)
ROO* + ROO' — ROOR + Oz (6)

FIGURA 1 - Esquema do processo de oxidagao dos triglicerideos.

A etapa de iniciacao é caracterizada pela formacao de radicais. Nesta etapa os
iniciadores como calor, metais, enzimas e luz, formam os primeiros radicais livres (R)
que sao muito instaveis e altamente reativos. Esses radicais livres reagem
rapidamente com o oxigénio em seu estado singlete ou triplete formando radicais
peréxidos (ROQO), os quais podem se romper para formar aldeidos e cetonas.
Também, pode ocorrer a remocéao de hidrogénio (H) de grupamentos alilicos de outras
moléculas do lipidio insaturado para formar um hidroperéxido (ROOH) e novos
radicais, que por sua vez reagem com Oz, e assim se estabelece uma sequéncia de
reacdes em cadeia (fase de propagacao) (RAMALHO e JORGE, 2006). Na etapa de
terminacdo dois radicais se combinam, ocorrendo a formacdo dos produtos
secundarios de oxidagdo obtidos por cisdo e rearranjo dos peroxidos (epoxidos,
compostos volateis e ndo volateis). A terminacdo caracteriza-se por odores fortes,
alteracdes da cor, da viscosidade e da composicao do 6leo e gordura (RAMALHO e
JORGE, 2006). Os peréxidos e hidroperdxidos produzidos através da autoxidagao
podem polimerizar com outros radicais, produzindo moléculas de elevada massa
molar, sedimentos insollveis, gomas, em alguns casos, podem quebrar a cadeia de
acidos graxos oxidado, produzindo acidos de cadeias menores e aldeidos.

Neste contexto, para inibir ou retardar a oxidacao lipidica podem ser
empregados compostos conhecidos como antioxidantes. Antioxidantes sao
substancias utilizadas para controlar a oxidacao lipidica podendo ser natural ou

sintético. Sua atuacdo ocorre impedindo a etapa inicial de autoxidacdo, que
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corresponde a formacao de radicais livres, removendo-os do meio (KIVEVELE et al.,
2011).

Os antioxidantes mais utilizados na industria de biodiesel sdo pertencentes ao
grupo dos antioxidantes sintéticos primarios, onde os compostos mais conhecidos sao
os polifendis, como BHA e TBHQ, sendo suas estruturas quimicas apresentadas na
FIGURA 2.

OH OH

C(CHS)S C(CH3}3
i OCH;
TBHQ BHA

FIGURA 2 - Estruturas dos antioxidantes TBHQ e BHA (Adaptada pelo autor).

A estrutura fendlica destes compostos permite a doacao de um préton a um
radical livre, regenerando, assim, a molécula do diacilglicerol e interrompendo o
mecanismo de oxidagdo por radicais livres. Dessa maneira, estes antioxidantes
transformam-se em radicais livres, entretanto, estes radicais podem se estabilizar sem
promover ou propagar as reacoes de oxidacado (MONTEIRO et al., 2008).

Neste sentido, varios meétodos analiticos sdo desenvolvidos para a
determinacao de TBHQ e BHA, dentre eles pode-se citar os espectrofotométricos
(CAPITAN-VALLVEY et al., 2001; KULYS e BRATKOVSKAJA, 2007; TABART et al.;
2010; VERSARI et al., 2010), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia- HPLC de fase
reversa com deteccao de arranjo de diodos (PERRIN e MEYER, 2002) cromatografia
gasosa-espectrometria de massa - GC/ MS (YANG et al., 2002; LIN et al., 2003; DING
e Z0OU, 2012).Porém, o elevado custo da instrumentacédo necessaria para a execugao
destas técnicas, bem como a dificuldade de preparagdo das amostras, limitam seu
uso em alguns casos (PIOVESAN, 2014).

Os métodos eletroanaliticos vém se tornando bastante empregados, pois
representam uma nova alternativa para analises dessas substancias. Esses métodos

eletroquimicos tém recebido grande atencdo devido as diversas vantagens que
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apresentam, tais como baixo custo, elevada sensibilidade e seletividade, rapidez de
analise, possibilidade e facilidade de operacao (CARAMIT et. al.,, 2013). Como
alternativas para aprimorar as técnicas eletroanaliticas surgiram os eletrodos
quimicamente modificados, o0s quais conferem ao eletrodo interessantes
caracteristicas fisico-quimicas (reatividade, seletividade, sensibilidade, etc.) do
modificador.Estes eletrodos quimicamente modificados exibem melhorias
significativas frente ao eletrodo de base, incluindo a capacidade de fornecer
seletividade para a deteccao de analitos especificos, prevenir incrustagéo no eletrodo,
melhorar as propriedades eletrocataliticas/eletroquimicas e reduzir o sobre-potencial
necessario para a oxidagao/reducao de uma dada espécie (MURRAY et al., 1987;
GUADALUPE e ABRUNA, 1985; WANG, 1991).

Existem poucos trabalhos na literatura que abordam novas metodologias
eletroquimicas que identifiquem e determinem antioxidantes sintéticos em biodiesel,
porém, avaliar quantitativamente estes compostos tem seu papel de destaque na

qualidade do biodiesel.

3.2 Eletrodos quimicamente modificados (EQM’s)

A modificagdo quimica dos eletrodos é um campo de interesse crescente na
quimica analitica. Em eletroquimica, demonstrou-se que os eletrodos quimicamente
modificados (EQM’s) possuem vantagens distintas sobre os eletrodos convencionais
em muitas areas de aplicacao, incluindo a area de eletrocatdlise e a de sensores
eletroquimicos (LUZ et al., 2004).

O termo EQM foi introduzido na eletroquimica por MURRAY et. al em 1975 para
designar eletrodos com espécies quimicamente ativas, devidamente imobilizadas em
suas superficies, com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-
qguimica da interface eletrodo/solugéo.

A introducéo do agente modificador na superficie eletrédica pode ser realizada
de diferentes maneiras, sendo que as mais utilizadas sdo descritas na TABELA 1.

O material escolhido como eletrodo base, cuja superficie sera modificada € um
aspecto relevante na fabricacdo de um EQM. Este substrato deve apresentar
caracteristicas apropriadas, bem como ser adequado com o método escolhido. Entre
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0s materiais convencionais estao: ouro, platina, carbono vitreo, fibras de carbono e
pasta de carbono (PEREIRA et al., 2002). Dentre esses materiais, destaca-se o
carbono vitreo, devido sua boa condutividade elétrica, estabilidade térmica e robustez
(MALEKI et al, 1998).

TABELA 1 - Métodos de modificacao de superficie de eletrodo. Fonte: PEREIRA et al., 2002.

Modificacoes Caracteristicas

Adsorcao Incorporacao simples e rapida de compostos em
uma ampla gama de eletrodos base

Ligacao covalente Incorporacdo de um vasto nimero de substancias,
de maneira estavel, através da manipulagdo da
reatividade dos grupos funcionais existentes na
superficie do eletrodo.

Filmes poliméricos Imobilizacdo de policamadas da espécie ativa na
superficie do eletrodo — ampliagdo da resposta
eletroquimica

Materiais compositos Possibilidade de modificagdo interna do material
eletrodico. Exemplos: pasta de carbono, resina
epoxi, poliestireno, etc.

A técnica de adsorcao é bastante empregada, dada sua simplicidade e
eficiéncia em muitos casos. No entanto, a mesma apresenta a desvantagem de
produzir EQM's com no maximo uma monocamada do modificador imobilizado, o que
geralmente limita a faixa de resposta linear. Por outro lado, a adsor¢do € um processo
de equilibrio, o que pode levar a ocorréncia de dessor¢ao do modificador para o meio
durante sua utilizacao, resultando na perda de reprodutibilidade e reducao da vida util
do EQM preparado desta forma (SOUZA, 1997).

O método utilizado neste trabalho foi a adsorcdo, que consistiu na a
modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo com o compdsito OGr/CuTsPc.

3.3 Desenvolvimento de sensores para a determinacao de TBHQ e BHA

Varias metodologias eletroanaliticas foram desenvolvidas para a determinacao
simultanea e individual de TBHQ e BHA, os quais sao descritos a seguir:
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De La Fuente e colaboradores (1999) usaram um eletrodo de platina modificado
com polipirrol contendo ftalocianina tetrassulfonada de niquel Il, para a determinacao
individual de BHA e TBHQ em diferentes amostras de alimentos. A oxidacdo dos
analitos ocorreu nos potenciais 0,549V e 0,352V (Ag/AgCI/KClsat), respectivamente,
os quais foram menores que os potenciais observados no eletrodo ndo modificado. O
eletrodo modificado forneceu uma faixa linear de trabalho de 6,01 x 10°- 1,80 x 10
e 2,21 x 10°- 1,44 x 10“*mol L' para TBHQ e BHA, respectivamente. Os limites de
deteccdo de 1,037 x 10*mol L'para o BHA e 7,39 x 10 mol L para o TBHQ foram
obtidos empregando-se a voltametria de pulso diferencial. O eletrodo modificado
apresentou boa resposta eletroquimica em termos de sensibilidade e estabilidade.A
aplicacdo do método proposto para determinar o BHA em biscoitos e TBHQ em creme
de cogumelo, usando o método da adicao de padrdo, apresentou uma recuperagao
de 93 + 1% (BHA) e de 99 * 5% (TBHQ), o que indica que método eletroanalitico é
adequado para determinacao do BHA e TBHQ nesse tipo de amostra.

Riber e colaboradores (2000) usaram um eletrodo de carbono vitreo modificado
com polipirrol e ftalocianina tetrassulfonada de niquel Il em um sistema de analise de
injecdo em fluxo, onde os antioxidantes analisados foram TBHQ, BHA e PG (propil
galato) em amostra de caldo de peixe. O melhor potencial para a determinacao
amperométrica dos antioxidantes foi de 0,7 V (Ag/AgCI/KClsat)).O eletrodo modificado
forneceu uma faixa linear de trabalho de 0,8 - 7,2 € 3,2 - 32 x 10®mol L' para BHA e
TBHQ, respectivamente. O eletrodo polipirrol proporcionou um aumento do sinal e
uma reprodutibilidade maior do que no eletrodo ndo modificado. A sua aplicacdo em
amostras comerciais oferece bons resultados.

Raymundo e colaboradores (2007) otimizaram a metodologia para
determinacdo de forma separada e simultdnea dos antioxidantes BHA,
BHT (hidroxitolueno butilado) e TBHQ em amostras de maionese, comparando as
respostas obtidas entre o eletrodo de platina e eletrodo de carbono vitreo, utilizando
a técnica de voltametria de onda quadrada onde para o eletrodo de carbono vitreo a
faixa linear de concentragao foram de 1,10 x 10°- 5,54 x 10*mol L' BHA, 2,40 x 10-
5-6,01 x 10*mol L' para TBHQ e 9,07 x 10¢- 9,07 x 10°® mol L' para BHT, utilizando
eletrodo de platina a faixa linear de concentracao foi de 4,43 x 10 - 6,65 x 10 para
BHA, 6,01 x 10°- 7,82 x 10 para o TBHQ e 1,81 x 10°- 1,36 x 104 mol L' para o
BHT. Os potenciais de oxidacao foram 0,385, 0,555 e 0,790 V (Hg/Hg2Cl2/KClsat))para
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TBHQ, BHA e BHT, respectivamente, para carbono vitreo;e 0,382, 0,540 e 0,736 V
(Hg/Hg=Cl2/KClsat.)) para TBHQ, BHA e BHT, respectivamente, para platina(Pt). Todos
os sistemas testados apresentaram bom desempenho e aplicabilidade na analise de
amostras de alimentos sem a utilizacao de abordagens quimiométricas para contornar
o problema de sobreposicao de onda.

Caramit e colaboradores (2013) realizaram a determinacdo simultdnea de
TBHQ e BHA, utilizando eletrodos impressos com nanotubos de carbono. TBHQ e
BHA exibiram picos anédicos bem definidos a 0,140 V e 0,330 V (Ag/AgCI/KClsat)),
respectivamente. Utilizando a técnica de voltametria de varredura linear, o método
apresentou uma resposta linear na gama de concentragdes de 5,0 x 10 7 -1.0x 10 °
mol L ' para TBHQ e BHA, com limites de detecgdo de 3,40 x 10 7 mol L ' e 1,76 x
107 mol L', respectivamente. O método proposto foi aplicado com sucesso na
quantificacdo do TBHQ e BHA em amostras de biodiesel, obtendo 6timos valores de
recuperacao.

Roushani e Sarabaegi (2014) desenvolveram um eletrodo de carbono vitreo
modificado por nanopatrticulas de 6xido de iridio para determinagcao amperométrica de
BHA. O melhor potencial para a determinagdo amperométrica do antioxidante foi de
0,580 V (Ag/AgCI/KClisay). O método proposto foi aplicado com sucesso na
quantificacdo de BHA em amostras de flocos de batatas, obtendo 6timos valores de
recuperacdo. O método apresentou uma faixa linear de concentracdes de 1- 280 x 10
9 mol L', com limite de deteccdo de 100 x 10° mol L'. O eletrodo modificado
apresentou boa resposta eletroquimica em termos de sensibilidade e estabilidade.

Yue e colaboradores (2015) desenvolveram um eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanoparticulas de ouro e 6xido grafeno reduzido para a deteccao
simultdnea de BHA e TBHQ em amostras de 6leo comestivel. TBHQ e BHA exibiram
picos anddicos bem definidos a 0,315 Ve 0,550V (Ag/AgCl), respectivamente.
Utilizando a técnica de voltametria de varredura linear, o método apresentou para
TBHQ e BHA uma faixa linear de concentragdes de 6,02 x 107- 4,21 x 10°mol L' e
5,565 x107-5,55x 10°mol L -, com limites de deteccdo de 3,03 x 10" mol L ' e 2,32
x 1077 mol L -1, respectivamente. Os resultados indicam que a plataforma de deteccéo
eletroquimica construida apresenta um intervalo linear satisfatorio, limites de detecgéo
baixos, boa precisao e reprodutibilidade, que é aplicavel para a analise facil e sensivel

de compostos eletroativos em amostras de alimentos.
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3.4 Grafeno

Grafeno é uma das formas alotropicas de carbono elementar, é uma
monocamada plana de atomos de carbono dispostos em uma rede bidimensional (2D)
com estrutura de “favo de mel” com um comprimento de ligagado carbono-carbono de
0,142 nm (SLONCZEWSKI, 1958; TETLOWA et al., 2014). Apartir dele & possivel
construir materiais com outras dimensionalidades, como: enrolar para obter nanotubos

(1D) ou embrulhar para obter fulerenos (0D), como mostra a FIGURA 3.

FIGURA 3- Da esquerda para direita: as estruturas de fulereno, do nanotubo de carbono e do grafite,
todos construidos a partir da mesma matriz bidimensional-grafeno (NOVOSELQV et al, 2004).

Em 2004 Andre Geim e Kostya Novoselov, liderando um grupo de fisicos da
Universidade de Manchester, promoveram uma revolucdo ao produzir flocos de
grafeno. Eles partiram do grafite tridimensional, extrairam uma uUnica folha dele
através de uma técnica chamada dissociagdo micromecanica (ou método da fita
adesiva ou esfoliagdo mecanica), que consiste basicamente no uso de uma fita
adesiva para destacar flocos de grafeno da estrutura do grafite- que pode ser visto
como um empilhamento de folhas de grafeno. Esta descoberta permitiu a
possibilidade de uma nova area para testes das extraordinarias propriedades do
grafeno previstas teoricamente (WALLACE, 1947).

O grafeno apresenta propriedades notaveis, tais como elevada condutividade
térmica, propriedades mecanicas superiores e excelentes propriedades de transporte
de carga eletrénica (DREYER et al., 2010; WANG et al., 2008; WANG et al., 2009;
ZHANG et al., 2006; BLACKE et al., 2008). Estas propriedades intrinsecas de grafeno
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tém gerado um enorme interesse para a sua possivel implementacdo em uma
infinidade de dispositivos (ALLEN, 2010).

O grafeno pode efetivamente melhorar a condutividade de nanomateriais,
acomodar a expansao de volume e evitar nanoparticulas da agregagéao, permitindo
excelentes performances eletroquimicas.Como resultado, nanocompdésito com base
em grafeno tem sido aceito como material de eletrodos de alto desempenho.

Na literatura, os métodos comumente citados para obtengéo de grafeno séo:
esfoliagdo mecanica do grafite, sublimacao de carbetos, deposi¢cdo quimica de vapor
e sintese quimica. O método de esfoliacdo mecanica esta relacionado com a
descamacao das laminas de grafeno do floco de grafite com o uso de uma fita adesiva
(NOVOLSELQV et al., 2004). A fita adesiva é grudada em um substrato, normalmente
de silicio. Esse método ndo € muito reprodutivo em larga escala uma vez que a
obtencéao de grafeno é ao acaso (GEIM e NOVOSELOV, 2007).

Na sublimacao de carbetos, o grafeno € sintetizado pela sublimacao de um
elemento quimico do carbeto, exceto o carbono. Assim, o carbono que sobra se
reorganiza em estruturas hexagonais formando o grafeno. O carbeto de silicio é o
carbeto mais utilizado e a producgao de grafeno é feita em vacuo (CASTRO NETO et
al., 2009). A obtencéao de grafeno a partir de um substrato possibilita a aplicacdo desse
material em nanoeletrénica e uma grande vantagem desse método é que o carbeto
de silicio serve como substrato (MULLER et al., 2011).

O método de deposicao quimica a vapor normalmente produz laminas de
grafeno livres de defeito que sao utilizadas para estudos fundamentais e aplicagdes
eletrénicas (KIM et al., 2010). Inicialmente uma superficie metélica ou um substrato
de silicio, recoberto por uma camada de aproximadamente 300nm de éxido de silicio
e por outra de metal, € colocada dentro de um tubo de quartzo e o conjunto dentro de
um forno de deposi¢ao quimica de vapor (CVD). Em sequéncia, um tratamento térmico
é realizado para que os grdaos do metal catalisador aumentem seu tamanho
proporcionando uma deposicdo mais uniforme (ZHANG et al., 2006). Sob uma
atmosfera de argdnio e hidrogénio ou vacuo o crescimento é realizado. E entdo
injetado um gés (etileno, metano, etc.) no sistema de modo que a certa temperatura
ha quebra da molécula do gas e fixacdo no substrato. Por fim, resfria-se o tubo de

quartzo.
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Trés métodos de sintese representativos e as suas variagbes foram
desenvolvidos, que sdo os métodos de Brodie (BRODIE, 1859), Staudenmaier
(STAUDENMAIER, 1898) e Hummers (HUMMERS, 1958). Nestes trés métodos, as
camadas de grafite sdo completamente oxidadas pelo tratamento oxidativo em acidos
fumegante, como se segue: KCIOsz em HNOs (Brodie), KCIOs em HNO3/H2S04
(Staudenmaier), e KMnO4 em H2SO4 (Hummers). Por ultimo, o 6xido de grafite pode
ser reduzido quimicamente a grafeno utilizando hidrazina, hidroquinona, entre outros
(WANG, 2009; STANKOVICH, 2006).

Devido as suas fascinantes propriedades, o uso do grafeno na construcao de
sensores quimicos esta sendo bastante requisitado.

3.5 Ftalocianinas (Pc)

Ftalocianina (Pc), apresenta-se como um excelente material de detecgao, tem
sido extensivamente estudada com base em suas sensibilidades elevadas, excelente
estabilidade térmica e quimica (SIZUN, 2012; WANG et al., 2010; WANG et al., 2012).
Sao macromoléculas formadas por quatro unidades isoindol ligadas por nitrogénios
em posicdo azo. As mesmas foram descobertas acidentalmente por Braun e
Tcherniac em 1907, quando examinavam as propriedades da o-cianobenzamida
(KADISH et al., 2003). A FIGURA 4 mostra a estrutura de uma ftalocianina (Pc).

FIGURA 4 - Estrutura da ftalocianina de base livre (KUMAR et al., 2016).
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O processo de substituir os dois hidrogénios do centro da molécula por varios
grupos da tabela periddica, forma os compostos conhecidos como metaloftalocianinas
(CRESPILHO e ZUCOLOTTO, 2007). Dentre as diversas caracteristicas das
metaloftalocianinas pode-se destacar a alta estabilidade térmica e quimica, estrutura
eletrbnica altamente conjugada, semicondutividade, fotocondutividade, etc.
(LEZNOFF, 1989).

Varias aplica¢des destas macromoléculas exigem que elas sejam soluveis em
agua. Sendo assim, a insercao de grupos hidrofilicos ou hidrofobicos nas ftalocianinas
aumentam sua solubilidade e viabiliza o preparo de filmes finos por solugéo, formando
as metaloftalocianinas tetrassulfonatadas (ZUCOLOTTO et al., 2006). Neste contexto,
destaca-se a ftalocianina tetrassulfonada de cobre Il (CuTSPc), na qual os seus
grupos sulfénicos (SOs) a tornam soluvel em agua, como mostra a FIGURA 5.

Metaloftalocianina tetrassulfonada de cobre Il, entre outras, pode apresentar
vantagens como componentes modificadores de eletrodos, facilitando a deteccao de

varias espécies.
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FIGURA 5 - Estrutura da metaloftalocianina tetrassulfonada de cobre (CHAURE et al., 2010).

3.6 Importantes parametros analiticos utilizados para validacao de métodos
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Novos métodos analiticos devem apresentar dados confiaveis e interpretaveis
sobre a amostra. Uma forma de assegurar a aplicabilidade e o alcance de um método
durante as operagdes de rotina de um laboratério é estabelecendo os limites destes
parametros por meio da estimativa das figuras de mérito, numa etapa conhecida como
validacéo. Validacao de métodos é um aspecto vital da garantia da qualidade analitica,
bem como € a confirmacgao por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que os
requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo atendidos (BARROS,
2002).

As figuras de mérito sdo, portanto, os indicadores quantitativos do escopo e do
bom desempenho das técnicas, as mais comumente descritas na literatura
especializada sdo: seletividade, faixa de linearidade, sensibilidade do método,
representada pelos limites de deteccao (LOD) e quantificagcdo (LOQ), preciséo,
exatidao e robustez (RIBEIRO e FERREIRA, 2008). No Brasil, os dois 6rgaos que
regulamentam a validacao de métodos analiticos sao a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao e Qualidade
Instrumental (INMETRO). Estes 6rgaos disponibilizam guias para o procedimento de
validacdo de métodos analiticos — a Resolugdo ANVISA n° 899, de 29 de maio de
2003 e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de marco de 2007,
respectivamente. Os guias sdo documentos que sugerem uma linha a ser seguida,
sendo intencionalmente vagos para deixar aos analistas a flexibilidade de adapta-los
de acordo com o método a ser usado (SWARTZ e KRULL, 1998). Uma breve definicdo
dos parametros de validagao destacados em negrito sera descrita a seqguir:

A seletividade de um método refere-se a sua capacidade em avaliar, de forma
inequivoca, as substancias em analise em presenga de componentes que podem
interferir com a sua determinagcdo em uma amostra complexa. Assim, a seletividade
garante que a resposta obtida seja exclusivamente do composto de interesse
(VESSMAN et al., 2001). A seletividade € o passo primordial no desenvolvimento e
validacdo de um meétodo analitico e deve ser avaliada continuamente durante a
validacdo e subsequente uso do método. (GRANGEIRO JUNIOR et al., 2004).

A linearidade é a habilidade que o método tem de produzir resultados que séo
diretamente, ou através de transformagdes matematicas, proporcionais a
concentragdo da substancia em andlise na amostra, dentro de uma variacao
determinada (ICH, 2005; VALENTINI, 2007). Havendo uma relacdo linear, os
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resultados da analise devem ser avaliados com base em apropriados métodos
estatisticos, como por exemplo, o0 método dos quadrados minimos (VALENTINI,
2007).

A precisao ¢ utilizada para avaliar a dispersado de resultados entre ensaios
independentes e repetidos de uma mesma amostra sob as condi¢des definidas (ICH,
1995; INMETRO, 2007). A precisao é avaliada pelo desvio padrdo absoluto (o) de um
numero significativo de medidas. Na prética, em validagédo de métodos, o numero de
determinagdes é geralmente pequeno e o que se calcula é a estimativa do desvio

padrao absoluto (s), de acordo com a equacao 1:

. )2
S = ’Z(:_lx) 0

Onde x € a média aritmética de um pequeno numero de medigdes (meédia das

determinagdes); x€ o valor individual de uma medicao e n € o niumero de medicdes.
A precisdo também pode ser expressa através do intervalo de confianga da

média, que € uma faixa de valores no qual existe uma determinada probabilidade de

se encontrar certo valor de uma variavel, calculada pela equagéo 2:

Intervalo de confianga da média = X + t,,_4 \/% (2)

Em que tn-1 corresponde ao valor critico de Student com n-1 graus de liberdade. O
valor de t é tabelado e apresenta valores para diferentes niveis de confianga.

Outra expressao da precisédo é atravées da estimativa do desvio padrao relativo
(DPR), também conhecido como coeficiente de variancia (CV) dada pela equacéo 3.

DPR (%) ou CV (%) = x%x 100 3)

Pode ser considerada em trés niveis diferentes: precisdo intermediaria,
repetitividade e reprodutibilidade, sendo facultada a realizagdo de dois niveis
(SOARES SOBRINHO et al., 2005).

A repetitividade ou repetibilidade representa a concordancia entre os
resultados de medi¢gdes sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as
mesmas condi¢des de medicdo, chamadas de condi¢des de repetitividade: mesmo
procedimento de medicdo, mesmo observador, mesmo instrumento usado sob

mesmas condi¢des, mesmo local e repeticbes em curto espacgo de tempo (INMETRO,
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2007). A repetitividade envolve varias medigbes da mesma amostra, em diferentes
preparacoes, e pode ser expressa através da estimativa do DPR.

A precisédo intermediaria, também denominada de reprodutibilidade interna,
refere-se a precisao avaliada sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padroes,
utilizando o mesmo método, no mesmo laboratério, mas definindo exatamente quais
as condicdes a variar (uma ou mais), tais como: diferentes analistas, diferentes
equipamentos e diferentes tempos. Esta medida € conhecida como a mais
representativa da variabilidade dos resultados em um laboratério e, como tal, mais
aconselhavel de se usar. Para se avaliar a precisdao intermediaria de um método,
efetuam-se “n” medi¢gdes em replicata, ou em ensaio uUnico, sobre a amostra nas
condi¢des pré-definidas (INMETRO, 2007). A reprodutividade expressa a precisao
entre laboratérios, mediante estudos colaborativos usualmente aplicados para
padronizacdo de metodologias. O método sera considerado preciso quando
apresentar niveis de variacdes dentro do aceitavel para cada nivel de concentragao.

A exatidao, definida como a concordancia entre o valor real do analito na
amostra e o estimado pelo processo analitico, constitui a chave para o propésito da
validacdo (BARROS, 2002). Os procedimentos utilizados normalmente para avaliar a
exatidao de um método sao: a comparacao com materiais de referéncia certificados
(MRC), participagdo em comparagdes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de
recuperacao (INMETRO, 2007).

Os materiais de referéncia certificados (MRC) sdo materiais de referéncia
acompanhados de um certificado que possui o valor de concentracdo de uma dada
substancia, ou outra grandeza, para cada parametro e uma incerteza associada. Os
MRC sao fornecidos por organismos reconhecidos e confiaveis, como NIST (National
Institute of Standards and Technology — Estados Unidos), LGC (Laboratory of the
Government Chemist — Reino Unido), USP (United States Pharmacopeia — Estados
Unidos), etc.

A avaliacao da exatidao do método a partir da comparagéao de métodos consiste
na comparagcdo entre resultados obtidos empregando-se o método em
desenvolvimento e os resultados conseguidos através de um método de referéncia,
em que € avaliado o grau de proximidade entre os resultados obtidos por ambos. Esta
abordagem assume que a incerteza do método de referéncia é conhecida (RIBANI et
al., 2004).
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A recuperacao é definida como a proporcao da quantidade de substancia de
interesse, presente ou adicionada na porgao analitica do material teste, que é passivel
de ser quantificada (THOMPSON et al., 1999). A recuperacao do analito pode ser
estimada pela andlise de amostras adicionadas com quantidades conhecidas do
mesmo (spike) em pelo menos trés concentragdes diferentes. Segundo INMETRO
(2007), a recuperacao pode ser calculadapela equacao 4:

C1-C,

Rec (%) = x 100 (4)

2
onde C1 corresponde a concentracao determinada na amostra adicionada e C2 a
concentracao determinada na amostra nao adicionada.

A menor concentragdo do analito que pode ser detectada, mas néo
necessariamente quantificada, sob condigdes experimentais estabelecidas constitui 0
limite de deteccao (AMARANTE JUNIOR et al., 2003). O limite de deteccao pode ser
determinado mediante o sinal/ruido, o desvio-padrdo da resposta e do coeficiente
angular e por processos estatisticos. Segunda a IUPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry) (CURRIE, 1995), o LOD pode ser calculado através dos

parametros da curva analitica, e ser expresso pela equacgao 5:
S
LOD =33~ (5)

Ondes é a estimativa do desvio padrao das respostas do branco e b é a inclinacao
(slope) ou coeficiente de regressao angular da curva analitica.

O limite de quantificacao ¢é definido como a menor concentragao do analito,
que pode ser quantificada na amostra, com exatidao e precisdo aceitaveis, sob as
condigdes experimentais adotadas. Pode ser estimado por meio do sinal/ruido, do
desvio-padrao e por processos estatisticos (AMARANTE JUNIOR et al., 2003).
Segundo a IUPAC (CURRIE, 1995), o LOQ pode ser calculado através dos
parametros da curva analitica, e ser expresso de acordo com equagéo 6:

LOQ=10x% (6)

Ondes ¢é a estimativa do desvio padrdo das respostas do branco e b € a inclinagéo
(slope) ou coeficiente de regressdo angular da curva analitica. Apds ter sido
determinado, o valor deve ser testado para averiguar se a exatidao e a precisao
conseguidas séo satisfatérias.
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A sensibilidade € a capacidade do método em distinguir, com determinado
nivel de confianca, duas concentragdes proximas (AMARANTE et al., 2001). Do ponto
de vista pratico, a sensibilidade constitui o coeficiente angular do grafico analitico
(CAUSON, 1997; CURRIE, 1995).

Em métodos sensiveis, uma pequena diferengca na concentracdo do analito
causa grande variacdo no valor do sinal analitico medido. Este critério expressa a
capacidade de o procedimento analitico gerar variagdo no valor da propriedade
monitorada ou medida, causada por pequeno incremento na concentragdo ou
quantidade do analito.

Todos os parametros descritos acima foram avaliados no presente trabalho
com o objetivo de verificar se o sensor proposto pode ser validado para ser utilizado
como uma nova alternativa ou um novo método para a determinagédo de TBHQ e BHA

em amostras de biocombustiveis ou em outros tipos de amostras.



PARTE EXPERIMENTAL
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Reagentes e solucoes

Oterc-butil-hidroquinona (TBHQ) e butilado de hidroxianisol (BHA) foram
adquiridos da Sigma- Aldrich, St. Louis, EUA. Acido cloridrico, acido acético, acido
borico, acido fosforico, perclorato de sodio e hidréxido de sbdio, a ftalocianina
tetrassulfonada de cobre Il e 0 pé de grafite foram adquiridos da Sigma Aldrich. Nitrato
de sddio, acido sulfirico e permanganato de potassio foram adquiridos da Vetec®
Quimica Fina (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Fosfato de sédio bibasico anidro (NazHPO4)
foi adquirido da Dinamica® Reagentes Analiticos, Sao Paulo, Brasil. O alcool etilico
(99,8%) foi adquirido da Impex®. O grafeno foi sintetizado no Laboratério de
Eletroquimica da Universidade Federal dos Vales do Jequintinhonha e Mucuri.

O preparo das solu¢des padrao de TBHQ e BHA em diferentes concentragdes
foi realizado por meio da dissolu¢cdo do reagente ou diluicdo de padrbes de alta
concentragdo em agua deionizada. Tampdes citrato, fosfato, acetato e Britton-
Robinson utilizados nas concentragdes citadas no presente trabalho foram preparados
por dissolucao dos respectivos sais, sendo o volume desejado completado com agua
deionizada.

A solucao tampao Britton-Robinson (B-R) foi preparada pela mistura de acido
acético, acido borico e acido fosférico, todos em concentragdes 0,04 mol L. Quando
foi feito o estudo da concentracao da solucédo B-R utilizou-se a quantidade adequada
de cada um desses reagentes para entdo completar a solucdo de acordo com o
volume desejado.Para ajuste do pH das solu¢des tampao, utilizou-se solugdes NaOH
0,2 mol L' ou HCI 0,1 mol L' e um pHmetro da Quimis modelo Q400RS.

Os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico e todas as
solucdes foram preparadas utilizando-se agua purificada obtida em um sistema
purificador de 4gua via osmose reversa da GEHAKA®, modelo OS10LXE.
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4.2 Instrumentacao

Um sistema purificador de agua via osmose reversa da GEHAKA®, modelo
OS10LXE foi utilizado para o preparo de todas as solugdes, bem como o pH das
solugdes tampéo foi determinado com um medidor de pH da Quimis modelo Q400RS.

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
da AUTOLAB PGSTAT 128N da Eco Chemie (Utrecht, Holanda) acoplado a um
microcomputador PC com software GPES 4.9 conectado a uma célula eletroquimica
contendo 5 mL de solugédo-tampao Britton-Robinson (B-R) (FIGURA 6). Nesta célula
utilizou-se como eletrodo de referéncia um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L"), um
fio de platina (Pt) como um eletrodo auxiliar e como eletrodo de trabalho utilizou-se

um eletrodo de carbono vitreo previamente limpo com alumina.

FIGURA 6 -Autolab® modelo PGSTAT 128 N da Echo Chemie (Utrecht, The Netherlands) acoplado a
um microcomputador com o software GPES 4.9. Respostas eletroquimicas de E%ip.
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FIGURA 7 -Eletrodos utilizados nas analises eletroquimicas. ER= Eletrodo de Referéncia; ET =
Eletrodo de trabalho e EA = Eletrodo Auxiliar.

As medidas espectroscépicas foram realizadas empregando-se um
Espectrofotdmetro de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR) da
Shimadzu Prestige-21. As medidas cromatograficas foram realizadas empregando-se
um cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) da Shimadzu, constituido por
bombas multicanal (LC 20AT), um amostrador automético (SIL 20A), um
desgaseificador (DGU 20A5) e um detector por arranjo de diodos (DAD SPD 20A). A
separacao de antioxidantes foi realizada utilizando uma coluna de fase inversa (C-18,
150 mm x 4.6 mm, 5 mm) da Agilent HP. Metanol/acetonitrila (50/50%, v/v) com um

caudal de 1TmL min' foi usado como a fase mével, e o volume de injecao foi de 25 L.

4.3 Sintese de 6xido de grafite (OG) e oxido de grafeno reduzido (OGr)

O oxido de grafeno (OGr) foi preparado pela adaptacdo dos métodos de
Hummers e Offeman (HUMMERS e OFFEMAN,1958; STANKOVICH et al., 2006).
Inicialmente, o grafite, 0 NaNO3s e o H2SO4 foram adicionados num béquer de 500 mL
o qual foi colocado em um banho de gelo, acrescentado o KMnO4 a mistura e, em
seguida, a solucao foi agitada. Posteriormente, adicionou-se dgua a solucao, agitou-
se, e a mesma foi transferida par um banho-maria e mantida a temperatura de 90 + 5
°C. Finalmente, H202 (30%) foi adicionado a mistura reacional e foi, em seguida,
filtrada e o sélido foi lavado com agua. O soélido foi disperso em agua pela agitacao
mecanica e submetido a centrifugacdo a baixa velocidade de rotacdo. O 6xido de
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grafite obtido foi disperso em agua na presenca de quantidades apropriadas de
hidrazina e amoniaco A dispersdo foi agitada e foi mantida num banho de agua
durante 1h. Finalmente, a mistura resultante foi filtrada e lavada para obter o éxido de
grafeno reduzido (OLIVEIRA et al., 2015).

4.4 Caracterizacao do compdsito OGr/CuTSPc por Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

Para caracterizacdo dos materiais (OGr, CuTSPc e OGr/CuTSPc) utilizados
para a modificacdo do eletrodo, foram realizadas medidas empregando o
espectrometro FTIR com o qual foram registrados espectros na regidao de 400 a 4000
cm'. Para estas andlises, os materiais foram prensados em pastilhas de KBr a 1 %.

4.5 Preparacao do eletrodo modificado com o compédsito OGr/CuTSPc

Um eletrodo de carbono vitreo foi polido com uma suspensao de alumina de
diametro de 0,05 um e enxaguado com agua deionizada. Apds a limpeza do eletrodo,
uma suspensao de OGr/CuTsPc foi preparada com 3 mg de OGr e 1 mg de CuTsPc
em 1 mL de agua deionizada. Essa quantidade de material foi escolhida por ja ter sido
verificado por outro aluno do grupo da professora Rita Luz que quantidades inferiores
a 3 mg de OGr e 1 mg de CuTSPc proporcionam valores de corrente muito baixos
para os analitos estudados. Por outro lado, concentracdes entre 3 e 4 mg de OGr e 1
e 2 mg de CuTSPc nao proporcionam variagao significativa nas correntes.Em seguida,
20 pL desta suspensao foi colocada diretamente sobre a superficie do eletrodo de
carbono vitreo e deixado para secar a 50 ° C durante 20 min para efetivar a
modificacao.
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4.6 Otimizacao dos parametros experimentais e operacionais para a
determinacao dos antioxidantes empregando o sensor eletroquimico

A fim de se obter o melhor perfil voltamétrico para a oxidagédo de TBHQ e BHA,
foi realizado um estudo do pH e da solucao tampéao a serem utilizados. As analises
foram feitas por voltametria ciclica em potenciais de -0,7 a 0,9 V vs Ag/AgCl, numa
velocidade de varredura de 0,05 V s™.

Inicialmente, utilizou-se uma solucdo tampao BR como eletrdlito suporte
variando-se o pH deste nos seguintes valores: 3, 4, 5, 6, 7 e 8. Apds a otimizacao do
pH, estudou-se a oxidacao dos analitos em solu¢des tampéao B-R, fosfato, acetato e
citrato, todas em concentracéo de 0,04 mol L.

As condic¢des 6timas de pH e da solugcédo tampao foram utilizadas em andlises
subsequentes para caracterizagdao do sensor proposto para a oxidacao eletrocatalitica
de TBHQ e BHA.

A corrente de pico foi obtida por voltametria ciclica para varias concentracoes
do tampao BR: 0,024, 0,040, 0,10 e 0,14 mol L.

As determinacgdes individual e simultdnea de TBHQ e BHA foram realizadas por
VPD em solugdo tampao B-R, pH 4 utilizando-se o tampédo B-R nas condi¢des
otimizadas e uma velocidade de varredura de 0,1 V s”' com uma amplitude de pulso
de 0,06 V. Essa velocidade e amplitude foram escolhidas apds estudos prévios
envolvendo diferentes velocidades de varredura (0,01 a 0,15 V s') e ap6s a escolha
desta velocidade, a mesma foi fixada para entéao realizar-se a variacdo da amplitude
de pulso (0,01 a 0,1 V).

4.7 Preparo e analise das amostras de biodiesel

1,0 g de amostras de biodiesel de soja ou de babacu foram diluidas em 100,0
mL de etanol puro contendo o BHA e TBHQ em varias concentragbes (TABELA 2)
sendo a solucdo agitada vigorosamente até a completa solubilizacdo da amostra. Em
seguida 0,45 mL de cada amostra contendo os antioxidantes foi adicionada em 4,55
mL de tampéao B-R 0,04 mol L' (pH 4) e analisada por voltametria de pulso diferencial
em triplicata. Entdo, o TBHQ e o BHA presentes nas amostras de biodiesel foram
quantificados utilizando o método da adicdao de um padréo. Para tanto, mediu-se a
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corrente apenas da amostra fortificada, em seguida, adicionou-se volumes sucessivos
(25, 50, 75, 10, 125 e 150 pL) das solucoes estoque de TBHQ e/ou BHA (0,01 mol L~
1), medindo-se entéo a corrente de pico apenas da amostra e da amostra com as seis
solugdes padrdo. Em seguida plotou-se o grafico de corrente de pico em fungéo da
concentracao, e, por extrapolacdo obteve-se a concentracao real de cada analito
presente na amostra. Assim foi possivel calcular a percentagem de antioxidante
presente na amostra, configurando um estudo de adigédo e recuperagao.

As analises cromatogréficas foram realizadas conforme procedimento descrito
por Saad (2007).

TABELA 2 -Concentragbes de TBHQ e BHA nas amostras fortificadas.

Amostras [TBHQ)/mg L [BHA]/mg L
A* 59,0 63,9
B** 55,0 60,0
Cc* 50,0 55,0
D** 45,0 50,0
E* 41,0 45,0
F** 36,0 40,0

*biodiesel de babacu; **biodiesel de soja; DPR=Desvio padrao relativo.

4.8 Caracterizacao analitica do sensor

A determinacao simultanea de TBHQ e BHA foi realizada por VPD apés a
otimizacdo dos parametros experimentais, tais como pH, tipo de solucdo tampéo e
concentragédo da solugcédo tampao.

Os limites de deteccao (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram estimados utilizando
as relacoes estatisticas 3xDP /b e 10xDP / b, em que DP é o desvio padrao entre as
medidas de corrente de pico para um “branco” (solugdo que nao contém o analito) e

b é o coeficiente angular da curva analitica.
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4.9 Avaliacao da repetibilidade e estabilidade do sensor

A precisdo do sensor foi avaliada pela repetibilidade das medidas e pela
repetibilidade no preparo de sensores preparados em dias diferentes. A repetibilidade
foi avaliada através do calculo do desvio padréo relativo (DPR) dos valores de corrente
para medidas voltamétricas realizadas no mesmo dia, bem como para oito sensores
preparados em dias diferentes. Para este ultimo também foi calculado o DPR entre os
valores de corrente dos voltamogramas obtidos.

A estabilidade do eletrodo modificado com o compdsito OGr/CuTSPc foi
avaliada realizando-se 100 medidas por VPD referentes a oxidagdo de 100 umol L™
de TBHQ e BHA sobre o eletrodo modificado. Além disso, o sensor foi testado num
periodo de 30 dias para avaliagdo da sua resposta analitica. Estes estudos foram

realizados empregando-se as condi¢cdes experimentais e operacionais otimizadas.

4.10 Estudo de interferentes

A seletividade do eletrodo modificado foi avaliada examinando-se a influéncia
de varias possiveis substancias interferentes sobre a detecgdo de 1 pmol L' dos
analitos.A interferéncia de espécies quimicas na oxidacdo de TBHQ e BHA foi
estudada, uma vez que estas espécies podem coexistir com os analitos em amostras
de biodiesel. O estudo foi realizado sob condi¢ées experimentais e operacionais
otimizadas e as medidas foram obtidas em triplicata para maior confiabilidade dos

resultados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados a serem discutidos sao referentes a caracterizagdo do compadsito
OGr/CuTSPc por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier, a
otimizacao de parametros experimentais e operacionais, a caracterizagao analitica do
sensor proposto, aplicacdo do mesmo em amostras de biodiesel e "avaliacdo das

figuras de mérito considerando a validagao analitica do método proposto.

5.1 Caracterizacao do compdsito OGr/CuTSPc por Espectroscopia
nolnfravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

A FIGURA 8 mostra os espectros de FTIR de 6xido de grafeno reduzido (OGr)
(FIGURA 8, espectro a), do complexo CuTSPc (FIGURA 8, espectro b), e do
compésito OGr/CuTSPc (FIGURA 8, espectro c). Na FIGURA 8, espectro a, foi
observada a presenca de diferentes tipos de grupos funcionais oxigenados no 6xido
de grafeno reduzido. A presenca destes grupos contendo oxigénio revelou que a
grafite foi realmente oxidada. Estes grupos foram confirmados nos seguintes
comprimentos de onda: em 800 cm™ e 1630 cm™', os quais podem ser atribuidos a
vibracdo de estiramento das ligagées dos grupos C = O de acidos carboxilicos e
carbonilas presentes no grafeno (SHAHRIARY e ATHAWALE, 2014); em 1100 cm’
(vibragdes de estiramento de grupos C-O (XU et al., 2008); em 1257 cm™' (vibrages
de estiramento de grupos C-OH) (LIN et al., 2008); na banda a 1444 cm (vibragdes
de estiramento das ligacdes de C-C do &cido carboxilico (LIMA et al., 2016); em 1570
cm™ (vibragbes esqueléticas de dominios de grafite ndo oxidados); a 1712 cm-!
(vibragdes de estiramento de C = O) e em 3400 cm™ (vibragbes de estiramento de
grupos O-H) (MORAES et al., 2016). Estes grupos polares, resultam na formacao de
ligacOes de hidrogénio entre as moléculas de agua e grafite; isto explica ainda mais a
natureza hidrofilica do 6xido de grafeno (SHAHRIARY e ATHAWALE, 2014).

As bandas observadas no espectro obtido para o complexo CuTSPc (FIGURA
8, espectro b) corresponde as vibracdes dos grupos especificos presentes na
estrutura molecular do composto (BERTONCELLO e PERUFFO, 2008), tais como as
bandas em 570 cm™ e 677 cm™' (deformacao angular fora do plano de C—H); em 1030
cm' (estiramento degrupos -SOs3); em 1160 cm™ (vibracdo de ligagcdo nos planos C-
H) (AROCA e THEDCHANAMOORTHY, 1995). Finalmente, as bandas em 1085 cm-
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11330 cm™ e em 1420 cm™ sdo referentes aos estiramentos de grupos C-N)
(BERTONCELLO e PERUFFO, 2008).

OGr/CuTSPc (c)

—A%;p/::

\1720 OGr (a)

Transmitancia normalizada/%

800 1257 1570 3400
1100 1444
1000 2000 3000 4000
1

Comprimento de onda/cm”

FIGURA 8 -Espectros de FT-IR do compésito OGr (a, linha vermelha), o complexo CuTSPc (b, linha
preta) e o composito OGr/CuTSPc (c, linha azul)

O espectro obtido para o compédsito OGr/CuTSPc (Figura 8, espectro c) indica
que a modificacao do grafeno pela ftalocianina ocorreu por meio de um processo fisico
de adsorcao, uma vez que as bandas caracteristicas de compostos observados na
Figura 8, espectros a e b foram novamente observadas apds a modificacao do grafeno

sem o aparecimento de novas bandas no espectro do compésito.

5.2 Comportamento voltamétrico dos antioxidantes TBHQ e BHA

O comportamento eletroquimico dos antioxidantes TBHQ e BHA em varios
eletrodos foi estudado na faixa de potencial de -700 a 900 mV vs Ag/AgCl em 0,04
mol L'" de uma solugéo tampao B-R, pH 4.0, empregando-se a volttametria ciclica.

A FIGURA 9 mostra o comportamento voltamétrico para 100 umol L' de TBHQ
sobre o eletrodo de carbono vitreo nas diferentes situagdes: eletrodo ndao modificado
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(curva 1), eletrodo modificado com o complexo CuTSPc (curva 2), eletrodo modificado
com o 6xido de grafeno reduzido - OGr (curva 3) e eletrodo modificado com o
composito OGr/CuTSPc (curva 4). Os eletrodos citados foram assim denominados:
eletrodo ndo modificado, eletrodo modificado com o complexo CuTSPc, eletrodo
modificado com OGr eeletrodo modificado com OGr/CuTSPc.

Considerando a varredura anodica para todos os eletrodos descritos
anteriormente, verificou-se inicialmente que o TBHQ apresentou uma corrente de pico
anddica (lpa) de 10,23 pA em um potencial de pico (Epa) de 395 mV para o eletrodo
nao modificado (FIGURA 9, curva 1). As correntes e os potenciais de pico observados
para os demais eletrodos foram: 13,21 pA e 374 mV para o eletrodo modificado com
CuTSPc (FIGURA 9, curva 2); 31,6 4A e 195 mV para o eletrodo modificado com o
OGr (FIGURA 9, curva 3) e 48,0 pA e 262 mV para o eletrodo modificado com o
compésito OGr/CuTSPc (FIGURA 9, curva 4).

As correntes de pico para o eletrodo modificado com CuTSPc, o eletrodo
modificado com o0 OGr e o eletrodo modificado com o compésito OGr/CuTSPc foram,
respectivamente, 1,3; 3,0 e 4,7 vezes maiores do que a observada para o eletrodo
nao modificado. Como pode ser visto a partir dos voltamogramas da FIGURA 9, se o
OGr e o complexo CuTSPc nao sao usados simultaneamente, o TBHQ exibe uma
corrente de pico menor do que a observada para o material compésito (OGr/CuTSPc)
(FIGURA 9, curva 4). Além disso, a corrente de pico do TBHQ para o eletrodo
modificado com o OGr/CuTSPc foi cerca de 3,6 vezes mais elevada do que a
observada para o eletrodo modificado com o complexo CuTSPc e 1,5 vezes mais
elevada do que a observada para o eletrodo modificado apenas com o OGr. De fato,
o efeito sinérgico entre o grafeno e a ftalocianina como co-catalisadores torna o
eletrodo modificado comesses dois compostos o melhor material eletrocatalitico para
TBHQ entre os eletrodos modificados.

Em relacdo aos potenciais de oxidagao observa-se que o eletrodo modificado
com CuTSPc apresentou potencial de oxidagao (374 mV) muito proximo ao eletrodo
ndo modificado (395 mV) com uma diferenga de 21 mV em relacdo a esse eletrodo.
Entretanto, os eletrodos modificados com o OGr e o eletrodo modificado com o
composito OGr/CuTSPc apresentaram um potencial de oxidacao cerca de 200 e 133
mV (respectivamente) menor que o potencial de oxidagdo do ECV ndo modificado. A
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diferenga entre o potencial de oxidagdo do ECV/OGr e o ECV/OGr/CuTSPc foi de 67
mV.

Apesar do ECV/OGr ter apresentado um potencial de pico menor para a
oxidagdo TBHQ (67 mV) do que o observado para o ECV/OGr/CuTSPc, e,
considerando-se a importdncia em se trabalhar com sistemas com significativa
sensibilidade para a determinacdao de um dado analito, optou-se pela utilizacao
simultanea de OGr e CuTSPc devido ao uso combinado desses materiais apresentar
maior valor de corrente de pico anddica. O voltamograma ciclico inserido na FIGURA
9 mostra o comportamento voltamétrico do eletrodo modificado com OGr/CuTSPc na
auséncia de TBHQ. Neste voltamograma ciclico é observado um par redox referente
ao processo de oxidacao do Cu(l)TSPc para Cu(ll)TSPc em um potencial de oxidacao
e reducdo de cerca de 0 e -200 mV, respectivamente. E importante notar que a
oxidacao de TBHQ se inicia préximo ao potencial redox do eletrodo modificado com
OGr/CuTSPc. Este resultado sugere que o material compésito OGr/CuTSPc melhora
atransferéncia de carga entre a superficie do eletrodo e a molécula TBHQ em solugéo.
Ressalta-se também que a utilizagdo simultdnea desses materiais promove uma
diminuicdo no potencial de oxidacdo do TBHQ. Essa diminuicdo faz com que seja
possivel a determinagédo do TBHQ em um potencial menor do que o do eletrodo nao
modificado justificando assim a utilizacao desse filme.
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FIGURA 9 -Voltamogramas ciclicos referentes a oxidagao/redugao de 100 pmol L-' de TBHQ sobre: (1)
o eletrodo nao modificado; (2) eletrodo modificado apenas com o complexo CuTSPc; (3) o eletrodo
modificado apenas com o OGr e (4) o eletrodo modificado com o compédsito OGr/CuTSPc. Figura
inserida: VC referente ao eletrodo modificado com OGr/CuTSPc na auséncia do analito. Experimentos

conduzidos em 0,04 mol L' de uma solugao tampao B-R (pH 4.0), v= 0,05V s

A FIGURA 10 mostra o comportamento voltamétrico para 100 umol L' de BHA
sobre os eletrodos: ndo modificado (curva 1), modificado com o complexo CuTSPc
(curva 2), modificado com o OGr (curva 3) e modificado com o compésito OGr/CuTSPc
(curva 4). Considerando-se a varredura anddica, observa-se que BHA apresentou
correntes de pico anddicas e potenciais de, respectivamente, 5,10 uA e 600 mV para
o eletrodo ndo modificado (FIGURA 10, curva 1); 26,8 uA e 490 mV para o eletrodo
modificado com CuTSPc; 37,1 uA e 480 mV para o eletrodo modificado com OGr e
97,4 YA e 467 mV para o eletrodo modificado com o compésito OGr/ CuTSPc
(FIGURA 10, curva 4). Desse modo, as correntes de pico obtidas para o eletrodo
modificado com: o complexo CuTSPc, o OGr e o compésito OGr/CuTSPc foram,
respectivamente, 5,2, 7,3 e 19,0 vezes mais elevada do que aquela observada com o
eletrodo ndo modificado. As intensidades das correntes para o BHA também
aumentaram progressivamente no eletrodo de carbono vitreo modificado com

CuTSPc, OGr, e OGr/CuTSPc em comparag¢do com o ECV ndo modificado.



52

Como pode ser visto, se 0 OGr ou o CuTSPc ndo sdo usados ao mesmo tempo,
o BHA apresenta uma corrente de pico com a intensidade mais baixa do que a
observada para o ECV/OGr/CuTSPc (FIGURA 10, curva 4). Tal como observado para
o TBHQ, o efeito sinérgico do OGr e CuTSPc como co-catalisadores também fornece
ao sensor uma maior atividade eletrocatalitica para BHA entre os eletrodos
modificados. Além disso, a corrente de pico de BHA para o eletrodo modificado com
o compdsito OGr/CuTSPc foi cerca de 2,6 vezes maior que a observada para o
eletrodo modificado com o OGr e 3,5 vezes maior do que a observada para o eletrodo
modificado com o CuTSPc. Os valores dos potenciais de oxidagdo de BHA diminuiu
progressivamente com o eletrodo modificado com CuTSPc, OGr, e OGr/CuTSPc em
comparagdo com o eletrodo de carbono vitreo ndo modificado. Este resultado também
sugere que o material compdsito OGr/CuTSPc melhora a resisténcia a transferéncia
de carga entre a superficie do eletrodo e o BHA em solucdo, mesmo nao tendo sido
observado qualquer processo redox do material compdsito na regido de oxidacao de
BHA.

150
100 +
50 + .
3
< 2
EXN 1
-50 —— (1)ECV nao modificado
—— (2)ECV/CuTSPc
100 —— (3)ECV/OGr
—— (4)ECV/OGH/CuTSPc

-0,9 | -06 -0,3 | O:O | 0:3 | 0:6 | 0:9
E/V vs Ag/AgCl

FIGURA 10 - Voltamogramas ciclicos referentes a oxidagao/redugado de 100 umol L' BHA sobre: o
eletrodo nao modificado (1), o eletrodo modificado apenas com CuTSPc (2), o eletrodo modificado com
o OGirr (3) e o eletrodo modificado com OGr/CuTSPc (4). Experimentos conduzidos em 0,04 mol L' de
solucdo tampéao B-R (pH 4), v=de 0,05 V s.
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A FIGURA 11 mostra os voltamogramas de varredura linear (VVL) referentes a
oxidagao da mistura BHA e TBHQ sobre o eletrodo de carbono vitreo ndo modificado
(curva 1) e modificado com o compésito OGr/CuTSPc (curva 2) em tampéo B-R (pH
4.0). Na FIGURA 11, curva 1, observa-se que ambos os analitos apresentaram baixas
correntes de pico em potenciais ano6dicos mais positivos. Entretanto, para o eletrodo
modificado com o compésito OGr/CuTSPc (FIGURA 11, curva 2), as correntes de pico
anddicas para ambos os analitos foram consideravelmente aumentadas, seus perfis
de correntes anodicas foram relativamente bem definidos e também seus potenciais
foram deslocados para potenciais menos positivos. Neste sentido, como a
deteccao/quantificacdo de moléculas em potenciais redox mais préximos a zero €
mais vantajoso devido a necessidade de se utilizar uma menor quantidade de energia
para oxidar as moléculas, € possivel ressaltar mais ainda a importancia em se
trabalhar com os dois materiais simultaneamente, em detrimento do uso individual de
cada material.

Adicionalmente, o eletrodo modificado com o composito OGr/CuTSPc foi habil
para identificar simultaneamente tanto o BHA como o TBHQ com alta sensibilidade.
Essas observagdes sugerem que o compésito OGr/CuTSPc possui ndo sé uma
grande area de superficie a qual ajuda no aumento da corrente de pico para ambos
os analitos, mas também melhora a condutividade do eletrodo. Portanto, somando-se
a boa condutividade do grafeno e do complexo de cobre tem-se como resultado uma
melhora nas propriedades do sensor, o que contribui para a excelente determinagéo
simultanea de BHA e TBHQ.
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FIGURA 11 -Voltamogramas de varredura linear da mistura TBHQ e BHA empregando o eletrodo nao
modificado (curva 1) e o eletrodo modificado com OGR/CuTSPc (curva 2). Experimentos conduzidos
em 0,04 mol L' de solugdo tampéo B-R, pH 4. [BHA]= 100 pmol L'; [TBHQ]= 100 pmol L'; v= 0,05 V

s,

Mais estudos detalhados da corrente de pico foram realizados utilizando-se a
voltametria ciclica para se obter mais detalhes em relacéo a oxidacdo do TBHQ e BHA
sobre a superficie do sensor em 0,04 mol L' de uma solugdo tampéo B-R pH 4. Em
uma primeira etapa, o grafico da corrente em fungéo da raiz quadrada da velocidade
de varredura foi construido (lpavs v'’2) empregando-se as velocidades de 0,01 a 0,1V,
bem como o grafico do logaritimo da corrente de pico anddico (/pa) versus o logaritimo
da velocidade de varredura (log v) do qual foram utilizados os mesmos valores de
corrente e as mesmas velocidades. O gréfico de ha versus v? (FIGURA 12 A) e o
gréafico de log ka versus log v (FIGURA 12 B) resultaram em uma linha reta. No
primeiro caso, a corrente de pico varia linearmente com o0 aumento da raiz quadrada
da velocidade de varredura, o que significa que o processo redox do analito na
superficie do eletrodo ocorre por difusdo, ou seja, o transporte de massa é a etapa
limitante da reacao (BARD e FAULKNER, 2001). No segundo caso observa-se uma
correlacdo linear entre o logaritimo da corrente de pico anddica com o logaritimo da
velocidade de varredura, o qual fornece coeficientes angulares de 0,58 para TBHQ e
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0,64 para BHA. Para o grafico de log ka versus log v, tanto o coeficiente obtido para
TBHQ quanto o coeficiente obtido para o BHA foram muito préximos a 0,50 esse fato
sugere que reagao redox do analito que ocorre na superficie do eletrodo € controlada
por difusdao (KUMAR e SWETHA, 2001). Neste contexto o grafico da FIGURA 12 B
confirma o resultado obtido na FIGURA 12 A.
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FIGURA 12 -Gréfico de corrente de pico anddica em fungao da velocidade de varredura (A) e Gréfico

do logaritimo da corrente de pico anddica em funcdo do logaritimo da velocidade de varredura (B).
Experimentos conduzidos em 0,04 mol L-' de tampéo B-R, pH 4. [TBHQ]=[BHA]=1.8 mmol L-'. v=0,01;

0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,07; 0,08; 0,09 € 0,1 Vs,
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5.3 Otimizacao de parametros experimentais para determinacao de TBHQ e
BHA

As condicbes experimentais foram otimizadas considerando as condigdes mais
favoraveis para a deteccao individual e simultdnea dos antioxidantes BHA e TBHQ
comparando os valores das correntes de pico, perfis voltamétricos e reprodutibilidade
dos voltamogramas registrados. Assim, a fim de otimizar a resposta do sensor para a
oxidagdo do TBHQ e BHA, a influéncia do pH da solugédo tampéo B-R 0,04 mol L' na
resposta eletroquimica destes analitos foi estudada utilizando-se os valores de pH: 3,
4,5,6,7,e 8.0 valor do pKa para ambos analitos é cerca de 10, sendo assim nesses
valores de pH tanto o TBHQ quanto o BHA estao protonados (TAKEMOTO et al.,
2009).

A FIGURA 13 A mostra o grafico de Ip versus pH para o TBHQ e BHA. Com
base nesse grafico observa-se que a corrente € influenciada pelo pH da solugao no
intervalo de pH investigado. A corrente de pico para o TBHQ e BHA aumentou de pH
3 a4 e diminuiu do pH 4 a 7 e, a partir de 7 manteve-se constante. Este resultado foi
atribuido, supostamente, ao fato do sensor a base de OGr/CuTSPc ter apresentado
maior estabilidade em pH 4,0, bem como a uma maior interag&o entre os antioxidantes
BHA e TBHQ com o material compdsito. Assim, o valor de pH étimo para estudos
posteriores foi fixado em pH 4.

Ja a FIGURA 13 B mostra o grafico do potencial de pico anddico em fungéo do
pH (Epavs pH para TBHQ e BHA). Esta figura mostra que, com o aumento do pH (3 a
8) 0 Epa foi deslocado para potenciais menos positivos indicando que o processo redox
é influenciado pela protonagéo do meio (BORREGO et al., 2001). Assim observou-se
que para o TBHQ e para o BHA tem-se as equagoes: Epa= 0,680-0,053 pH (com r? =
0,997) e Ep = 0,464-0,050 pH (com r? =0,998), respectivamente. Esses coeficientes
angulares obtidos foram similares ao valor teérico (0,059 V/pH), indicando que o
processo de oxidacdo do TBHQ e do BHA ocorrem com o envolvimento de dois
elétrons e dois prétons (DE LA FUENTE et al.,, 1999). Portanto, um possivel
mecanismo de oxidacdo do TBHQ sobre o eletrodo modificado com o compdsito
OGr/CuTSPc pode ser mostrado na FIGURA 14, a qual mostra que o TBHQ é oxidado
a tert-butilquinona via reacao de 2H* e 2e". Similar fenbmeno também pode ser
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observado para o estudo de BHA. Esse mecanismo também foi proposto por Wang e

colaboradores (2016).
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FIGURA 13 - Influéncia do pH sobre: (A) a corrente de pico anddica e (B) potencial de pico anddico do
TBHQ e BHA. Experimentos conduzidos em 0,04 mol L' de solugdo tampao B-R, em 100 pmol L
TBHQ e 100 pumol L'" BHA. v= 0,05V s'.
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FIGURA 14 - Mecanismo de oxidacao proposto para os antioxidantes TBHQ e BHA sobre o sensor a
base de OGr/CuTSPc.

Adicionalmente estudou-se o efeito do tipo de solugdo-tampao sobre a corrente
de pico anddica do TBHQ e BHA obtida com o sensor. A resposta deste foi verificada
em quatro diferentes tipos solugdes-tampéao (citrato, acetato, fosfato e B-R) numa
concentragdo de 0,04 mol L', pH 4.

Os valores de corrente de pico obtidos para os tampdes citrato, acetato, fosfato,
e BR sido mostrados na FIGURA 15. O tampao B-R foi que apresentou melhor
desempenho de corrente, 0 que pode estar associado a alta mobilidade ibnica dos
ions TBHQ e BHA neste tampé&o, possibilitando uma melhor transferéncia eletronica
entre a superficie do eletrodo e os analitos em solu¢do. Neste sentido, o tampéao B-R

foi escolhido para outros estudos.
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FIGURA 15 - Influéncia de diferentes solugdes tampao de concentragio 0,04 mol L' (pH 4) sobre as
correntes de pico anodicas (lps) referentes a oxidagdo de BHA e TBHQ. v= 0,05 V s”'. [TBHQ]=100
umol L' e [BHA]=100 pmol L. v=0,05 V s

Além disso, o efeito da concentracdo do tampéo B-R sobre a corrente de pico
anddica dos analitos foi estudado por voltametria ciclica. O estudo foi realizado nas
concentragdes 0,024, 0,040, 0,10 e 0,14 mol L', conforme apresentado na FIGURA
16. Para BHA e para o TBHQ, a resposta do sensor aumentou nas concentragdes do
tampao B-R de 0,024 até 0,04 mol L' e foi quase constante para concentragdes entre
0,10 mol L' e 0,14 mol L. Uma melhor reposta foi observada em 0,04 mol L' devido
a mesma proporcionar uma maior eletroneutralidade a superficie do sensor,
garantindo assim que a resposta dos analitos ndo seja influenciada pelas cargas que
surgem no eletrodo durante a aplicacdo do potencial ao eletrodo de trabalho. Neste
sentido, a concentracédo da solugdo tampéao B-R foi mantida em 0,04 mol L' para os
demais experimentos, uma vez que com esta concentracdo observou-se um valor de

corrente mais elevado para ambos analitos.



61

80

—- BHA
—@— TBHQ

60 -

40

20 +

002 004 006 008 010 012 014

[B-R}/mol L
FIGURA 16 -Grafico da corrente de pico anédica para o BHA e TBHQ em fungédo de diferentes
concentracdes de solugio tampao B-R. [TBHQ]=100 pmol L' e [BHA]=100 umol L-'-v=0,05 V s'.

5.4 Determinacées individual e simultanea de BHA e TBHQ empregando a
voltametria de pulso diferencial (VPD): Caracterizacao analitica do sensor
a base de OGr/CuTSPc

As determinacgdes individual e simultanea de TBHQ e BHA foram realizadas por
VPD em solugdo tampao B-R, pH 4 utilizando-se o tampédo B-R nas condi¢des
otimizadas e uma velocidade de varredura de 0,1 V s™' com uma amplitude de pulso
de 0,06 V. Essa velocidade e esta amplitude foram escolhidas ap6s estudos prévios
envolvendo diferentes velocidades de varredura (0,01 a 0,15 V s') e apés a escolha
desta velocidade, a mesma foi fixada para entao realizar-se a variacdo da amplitude
de pulso (0,01 a 0,1 V). As correntes de pico para ambos o0s analitos aumentaram
linearmente até 0,1 V s' emantiveram-se praticamente constante apds esta
velocidade. Sendo assim, fixou-se a velocidade em 0,1 V s e variou-se a amplitude
a qual forneceu maior valor de corrente de pico entre os valores 0,06 e 0,1 V.
Entretanto, considerando um melhor compromisso entre o perfil voltamétrico e a
sensibilidade do sensor para ambos os analitos optou-se em trabalhar com uma
amplitude de 0,06 V.
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Em uma primeira etapa realizou-se a determinagao individual de ambos os
analitos. Assim as FIGURAS 17 A e 17 B mostram os VPD para a determinacao de
TBHQ e BHA. Os voltamogramas destas figuras mostram que o aumento da
concentragado para cada analito proporcionou um aumento na corrente de pico. Este
aumento foi proporcionalmente linear no intervalo de concentragédo de 0,1 a 500 pmol
L' para 8 concentragcdes de cada analito, com um coeficiente de correlagdo linear
r’=0,997 para o TBHQ e r>=0,997 para o BHA. As curvas analiticas para ambos os
analitos estdo inseridas nas Figuras 17 Ae 17 B.

As equacdes da reta para o TBHQ e BHA foram respectivamente, Ip(uA)= 1,65
+1,23C (umol L") e Ip(uA)= 1,98 + 1,54C (umol L'"). De acordo com essas equacgdes
observa-se que os coeficientes angulares para o TBHQ e BHA foram,
respectivamente, 1,23 pA umol” L e 1,54 pA umol' L.

Ja a FIGURA 18 mostra os VPD para a determinacao simultdnea de TBHQ e
BHA na mesma faixa de concentracao estabelecida para a determinacao individual de
TBHQ e BHA. De acordo com esta figura observa-se também uma correlagéo linear
entre a corrente de pico e a concentragcdo dos antioxidantes numa faixa de
concentracéo entre 0,1 e 500 umol L' com as seguintes equagdes da reta: Ip(uA)= -
2,29 + 1,10C (umol L"), para o TBHQ e Ip(pA)= 1,98 + 1,36C (umol L"), para BHA
para n=10 e r’>=0,998. Assim as sensibilidades foram, respectivamente, 1,10 pA pmol-
"L e 1,36 yA umol' L para TBHQ e BHA. Esses resultados mostram que a
determinacao simultdnea dessas espécies proporcionou coeficientes angulares ou
sensibilidades de apenas 14% menores que as obtidas pela determinacgao individual
desses compostos. Entretanto, a determinacdo simultinea de espécies é mais
vantajosa devido ao custo e a economia de tempo para a realizacdo das analises.
Portanto, para estimar os limites de deteccao (LD) e quantificacao (LQ) utilizou-se os
coeficientes angulares obtidos para a determinagdo simultdnea do TBHQ e BHA.
Estes limites foram determinados utilizando-se as relagdes estatisticas 3xDPbranco/b, €
10xSDoranco/b, onde SDoranco € 0 desvio padrao para varias medidas do sensor (varias
correntes) na auséncia de cada analito (THOMPSON et. al.: IUPAC, 2002). Para a
obtenc&o dessas correntes utilizou-se o potencial em que ocorre a oxidagao dos
compostos. O b representa o coeficiente angular das curvas analiticas para o TBHQ

e para o BHA.
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FIGURA 17 - (A) e (B) VPD referentes a oxidagdo de TBHQ e BHA sobre o eletrodo modificado com o
composito OGr/CuTSPc em 0,04 mol L' de solugdo tampéao B-R (pH 4) nas seguintes concentragdes:
0,1; 14,0; 30,0; 55,0; 85,0; 150,0; 300,0 e 500,0 pmol L' ou 0,017 — 83,10 mg L' de TBHQ (a-h,
respectivamente) e 0,1; 2,5; 46,0; 88,0; 154,0; 213,0; 344,0 e 500,0 umol L' ou 0,018 — 90,12 mg L'
para o BHA (a-h, respectivamente). Inser¢des das Figuras 17A e 17B: Curvas analiticas para o TBHQ.
v=0,1 V s' e Amplitude de pulso=0,06 V.
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FIGURA 18 -VPD referentes a oxidagao da mistura TBHQ e BHA. Insergao: Curvas analiticas para a
oxidacdo do TBHQ e BHA nas seguintes concentragdes: 0,1, 2,5, 5,0, 15,0, 35,0, 60,0, 100,0, 190,0,
360,0, e 500,0 umol L', para ambos os analitos (a-j, respectivamente), ou 0,017 — 83,10 mg L' para
TBHQ e 0,018 — 90,12 mg L' BHA. Experimentos conduzidos em 0,04 mol L' de solugdo tampao B-R,
pH 4. v=0,1 V s! e amplitude de pulso=0,06 V.

Os parametros analiticos para o TBHQ e BHA determinados neste trabalho,
tais como, a faixa linear de trabalho, as sensibilidades e limites de deteccao foram
comparados com os obtidos em outros trabalhos descritos na literatura (TABELA 3).
De acordo com esta tabela observa-se que, de um modo geral, a maioria desses
parametros foram melhores quando comparados com os parametros obtidos por
outros pesquisadores. Das referéncias apresentadas na TABELA 3, o unico trabalho
citado que mostra uma sensibilidade para o TBHQ maior do que a obtida no presente
trabalho foi a referéncia Wang et al (2016). A sensibilidade obtida nesta referéncia
para a determinacdo de TBHQ foi de 1,49 pA umol' L, enquanto que neste trabalho
foi de 1,10 pA pmol' L. Estas sensibilidades podem ser atribuidas a eficiéncia da
transferéncia de elétrons entre o eletrodo modificado com o compésito OGr/CuTSPc
e os antioxidantes TBHQ e BHA, a qual pode ter sido favorecida por uma forte
dispersao do complexo CuTSPc no grafeno.
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TABELA 3 - Comparagdo de algumas caracteristicas de varios eletrodos modificados para a

determinagéo de TBHQ e BHA

Material Analito Faixa linear LOD Sensibilidade Refs.
SPE-MWCNT?2 TBHQ 0,50— 10 umol L 0,34 pmol L 0,126 Amol' L CARAMIT
BHA 0,50 — 10 pmol L' 0,176 pmol L 0,199 A mol' L et al.,2013
MWCNT/GEP TBHQ 4,0 — 100 umol L 0,32 umol L 0,000033 A mol! THOMAS
L et al.,2015
Au-SnO2/GNs- TBHQ 0,05 — 230 umol L 0,02 umol L 0,40 Amol' L DU et
SWCNTs /GCE® al.,2014
ROUSHAN
GCE/IrOxNPs¢ BHA 1 —280 pmol L 0,6 umol L 0,11 Amol'L le
SARABAE
G,2014
AuNPs/GCE® TBHQ 1,20 — 16,8 pmol L™ 0,48 umol L - LIN et
BHA 0,55 — 8,32 umol L' 0,22 umol L - al.,2013
FREITAS
ECCM-resin- BHA 0,34 — 41 pmol L™ 0,6 umol L 0,86 A mol' L e
Cu(lly! FATIBELL
o,
2010
JAYASRI e
Mn(Il)Fe(CN)6g 0,50 — 1429 pmol L™ 0,05 pmol L 0,72 Amol' L NARAYAN
BHA AN,2007
NiHCF/GWCE" BHA 1,2 -1070 pmol L™ 0,6 umol L 0,21 Amol' L PRABAKA
Re
NARAYAN
AN, 2010
AgHCF/PIGE' BHA 7,4 — 830 umol L 3,7 umol L 0,062 A mol' L JAYASRI,
e
NARAYAN
AN, 2006
Graphene/Ch/G TBHQ 0,40 — 120 umol L™ 0,14 umol L 1,49 Amol' L WANG et
CEl BHA 0,60 — 200 umol L 0,19 umol L 0,57 Amol' L al.,2016
KUMAR e
NAPCF/PIGE! BHA 0,624 - 219 pmol L™ 0,249 pumol L - NARAYAN
AN, 2008
TBHQ 0,1 =500 pumol L 0,045 pmol L' 1,10 Amol' L
BHA 0,1 =500 pumol L 0,036 pmol L' 1,36 Amol " L Este
rGO/CuTSPc/G trabalho
CE TBHQ 0,017-83,10mgL" 7,48x103mgL"  0,0083Ag'L
BHA 0,018 — 90,12 mg L™’ L 0,0055 Ag'L

6,49 x 103mg L
1

a-nanotubos de carbono de paredes multiplas modificado com eletrodos serigrafados, b-nanotubos de

carbono de multicamadas modificado com eletrodo de ouro,c-SWCNTsnanotubos de carbono de parede

unica; GNs,nanofolhas de grafenos; GOs, éxidos de grafeno; GCE, eletrodo de carbono vitreo, d-

eletrodo de carbono vitreo modificado por nanoparticulas de 6xido de iridio, e-eletrodo de carbono vitreo

modificadocom nanoparticulas de ouro, f- eletrodo compésito de carbono modificado com Cu3 (PO4) 2

imobilizada em resina de poliéster, g-método de composicao de grafite-cera com hexacianoferrato de

manganés (ll), h-método niquel hexacianoferrato de niquel (NIHCF) modificado com superficie de

grafite-cera, i-eletrodo compoésito de grafite-cera quimicamente modificado com hexacianoferrato de

prata (AgHCF), j- Ch: nanoparticulas de coluna, I- eletrodo modificado com aquapentacianoferrato de

niquel (NAPCF) preparado pela imobilizagdo mecénica no eletrodo de grafite.

5.5 Aplicacao do sensor em amostras de biodiesel
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A fim de se avaliar a aplicagdo do sensor para os antioxidantes TBHQ e BHA,
os efeitos da matriz foram avaliados utilizando-se testes de recuperacao efetuados com
amostras de biodiesel de babacgu e biodiesel de soja. Inicialmente, verificou-se que
amostras de biodiesel ndo apresentaram quaisquer sinais de oxidagdo para 0s
antioxidantes estudados. Assim, as mesmas foram fortificadas com diferentes
concentracdes de TBHQ e BHA, as quais foram apresentadas na TABELA 2:

A TABELA 4 mostra as recuperagdes de TBHQ e BHA obtidas com o método
proposto. Os resultados mostram que ndo ha nenhuma influéncia da matriz sobre a
resposta do sensor. As recuperacdes obtidas variaram entre 99,5 a 100,8% para o
TBHQ e entre 99,1 a 100,2% para o BHA, o que indica claramente a aplicabilidade e a
boa exatiddo do método proposto.

A TABELA 5 mostra também uma comparacao entre os resultados obtidos com
o método eletroquimico e o0 método de referéncia para analise das amostras de
biodiesel. Neste sentido, a aplicagdo do teste t de Student pareado foi utilizado para
verificar se existe diferenga significativa entre esses dois métodos e, foi possivel
observar que, no nivel de confiangca de 95%, ndo houve diferenca estatistica entre a
referéncia e 0 método proposto.
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TABELA 4 -Valores de recuperagao obtidos para o TBHQ e BHA para seis amostras de biodiesel (n =

3).
Amostras Analitos [Antioxidante] [Antioxidante] DPR Recupera
adicionada determinada (%) cao
(mg L) (mg L) (%)
A* BHA 64,0 63,9 (+0,1) 0,1 99,8
TBHQ 59,0 58,8 (x0,3) 0,2 99,7
B** BHA 60,0 60,1 (£0,5) 0,1 100,2
TBHQ 55,0 54,7 (+0,2) 0,4 99,5
c* BHA 55,0 55,1 (x0,1) 0,1 100,2
TBHQ 50,0 49,9 (x0,5) 0,1 99,8
D** BHA 50,0 49,8 (+0,4) 0,3 99,6
TBHQ 45,0 45,2 (+0,2) 0,4 100,4
E* BHA 45,0 44,6 (x0,4) 0,6 99,1
TBHQ 41,0 41,2 (x0,5) 0,3 100,5
F** BHA 40,0 39,7 (x0,1) 0,5 99,3
TBHQ 36,0 36,3 (x0,3) 0,6 100,8

*biodiesel de babacu; **biodiesel de soja; DPR=Desvio padrao relativo.

TABELA 5 - Comparacgéo entre o método proposto e 0 método comparativo.

Método Proposto Método HPLC
(SAAD, 2007)
Amostras de biodiesel Analito (mg L) (mg L)

A BHA 63,9 (+0,1) 63,7 (+0,1)
TBHQ 58,8 (+0,3) 58,8 (+0,5)
B** BHA 60,1 (0,5) 60,0 (+0,3)
TBHQ 54,7 (+0,2) 54,7 (+0,4)
c* BHA 55,1 (+0,1) 55,1 (+0,6)
TBHQ 49,9 (£0,5) 50,0 (£0,1)
D** BHA 49,8 (+0,4) 49,9 (£0,2)
TBHQ 45,2 (+0,2) 45,2 (+0,3)
E* BHA 44,6 (x0,4) 44,6 (+0,1)
TBHQ 41,2 (+0,5) 41,2 (+0,1)
F** BHA 39,7 (x0,1) 39,7 (20,3)
TBHQ 36,3 (x0,3) 36,2 (+0,6)

*biodiesel de babacgu; **biodiesel de soja; Os valores sdo uma média de trés replicatas.
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5.6 Repetibilidade das medidas, no preparo do sensor e estudo da estabilidade

A precisdo do sensor foi avaliada através do estudo da repetibilidade das
medidas voltamétricas, sendo a mesma avaliada por meio dos desvios-padrao
relativos (DPR) para oito determinagdes de 100 umol L' TBHQ e BHA (TABELA 6).
O DPR para o TBHQ e BHA foram, respectivamente, 0,58 e 2,0% mostrando que o

sensor apresenta uma boa repetibilidade para as medidas.

TABELA 6 - Avaliagdo da repetibilidade de medidas obtidas com o ECV/OGr/CuTSPc para os
antioxidantes TBHQ e BHA.

Medida 1 2 3 4 5 6 7 8
TBHQ /,(uA) 33,90 33,93 33,95 33,41 33,83 34,01 34,00 33,97
Média das medidas: 33,87 DPR: 0,58%
Medida 1 2 3 4 5 6 7 8
BHA [/, (uA) 50,64 51,24 51,79 52,14 5239 52,82 52,99 53,17
Média das medidas: 52,15 DPR: 2,0%

Adicionalmente, uma série de oito sensores foram preparados do mesmo modo
e testados em solugdo tampao B-R, pH 4, contendo 100 umol L' TBHQ e BHA
(TABELA 7). Os resultados apresentados nesta tabela mostram que o sensor proposto
forneceu um DPR inferior a 5%, sugerindo que o mesmo apresenta uma boa
estabilidade do material na superficie do eletrodo, devido, provavelmente a boa
adsorcao do 6xido de grafeno reduzido na superficie do sensor, bem como a

capacidade de fixagdo do mesmo frente ao complexo CuTSPc.
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TABELA 7 - Avaliagao da repetibilidade do preparo de ECV/OGr/CuTSPc em diferentes dias para os
antioxidantes TBHQ e BHA.

Sensor 1 2 3 4 5 6 7 8
TBHQ [, (WA) 42,79 43,30 43,77 44,06 44,27 44,64 44,78 44,93
Média das medidas: 44,06 DPR: 1,69%
Sensor 1 2 3 4 5 6 7 8
BHA |, (uA) 56,40 55,77 53,35 55,11 51,87 55,76 55,75 53,36
Média das medidas: 54,67 DPR: 3,15%

A estabilidade do eletrodo modificado com o compésito OGr/CuTSPc foi avaliada
realizando-se 100 medidas por VPD referentes a oxidagao de 100 umol L' de TBHQ
e BHA sobre o eletrodo modificado, nenhuma mudanca significativa foi observada no
comportamento voltamétrico do eletrodo indicando que o sistema apresentou uma boa
estabilidade. Além disso, o sensor foi testado num periodo de 30 dias para avaliagao
da sua resposta.O valor da resposta analitica encontrado inicialmente foi considerado
como 100% e os valores obtidos nos dias subsequentes foram calculados como
porcentagem desse valor inicial e observou-se que nao houve variagoes significativas
na resposta analitica do sensor no periodo de tempo avaliado, o que caracteriza o
sensor desenvolvido como estavel durante o periodo avaliado. O sensor foi
armazenado em temperatura ambiente durante os trinta dias. Estes estudos foram

realizados empregando-se as condi¢cdes experimentais e operacionais otimizadas.

5.7 Estudo de interferentes

A seletividade do eletrodo modificado foi avaliada examinando a influéncia de
possiveis substancias interferentes sobre a detecgdo de 1 umol L' de TBHQ e BHA
presentes na solugdo tampao B-R, 0,04 mol L, pH 4.

Os resultados indicaram que concentracées 100 vezes maiores das espécies
avaliadas (BHT, glicerol, Na*, K*, Mg?*, Ca%, I' e S04%), ndo interferem na
determinacao de BHA e (TABELA 8). O maior valor de erro relativo obtido neste estudo
foi de 1,25%, sendo, portanto evidente que através da exploracdo da oxidacao das
espécies, o sensor eletroquimico foi capaz de fornecer boa seletividade para detecgao
de BHA e TBHQ, sem qualquer interferéncia de substancias comumente coexistentes.
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Estes resultados indicaram que a determinagcédo destes compostos em amostras de
biodiesel ndo foi significativamente afetada por esses possiveis interferentes.



TABELA 8 -Influéncia de substancias que podem coexistir na determinagdo de 1 umol L' BHA e TBHQ

(n=4).

BHA

TBHQ

Interferentes Concentracao

Erro relativo

Erro relativo

(umol L) (%) (%)
BHT 100 0,10 (£0,03) 0,50 (20,01)
Glicerol 100 1,00 (+0,06) 0,80 (+0,01)
Na* 100 0,80 (+0,02) 1,10 (£0,03)
K+ 100 1,20 (+0,05) 1,05 (+0,02)
Mg2+ 100 0,75 (+0,01) 0,45 (+0,03)
Ca*? 100 1,25 (+0,02) 0,32 (+0,09)
§ 100 0,30 (+0,05) 0,51 (+0,03)
SO« 100 1,01 (£0,10) 0,08 (+0,02)

5.8 Avaliacao das figuras de mérito e consideracoes finais sobre o
ECV/OGr/CuTSPc

A validacao da metodologia desenvolvida foi realizada com base nas seguintes
figuras de mérito: exatidao, precisdo, seletividade, limite de deteccado, limite de
quantificacao e faixa de linearidade, conforme pode ser observado na TABELA 9.

A exatidao do sensor proposto foi atestada pelos satisfatérios resultados dos
estudos de adicdo e recuperacdo dos analitos obtidos em todas as amostras
analisadas. A precisao foi considerada satisfatoria apds a verificacao da repetibilidade
das medidas e a repetibilidade no preparo do sensor. Os desvios padrao relativos
entre as correntes de pico encontrados em ambos os testes foram inferiores a 5%.

O estudo de interferentes permitiu caracterizar o sensor como seletivo, uma vez
que substancias comumente coexistentes em amostras de biodiesel ndo afetaram a
determinacao de TBHQ e BHA nas amostras analisadas.
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O sensor proposto apresentou valores de LOD, LOQ, sensibilidade e
linearidade melhores ou similares que muitos trabalhos encontrados na literatura para
a determinacdo dos analitos utilizando outros eletrodos. Aspectos que, aliados a
simplicidade da modificagdo, tornam o sensor interessante para a determinagéo
destes analitos.

Analisando a linearidade obtida entre acorrente de pico e a concentragao do
TBHQ e BHA, observa-se que o valor do coeficiente de correlagéo linear, r, obtido
resulta em um valor de r? igual a cerca de 0,998 para ambos os analitos, o que significa
que 99,8% das correntes de pico determinadas podem ser explicadas pela relacéao
linear entre acorrentee a concentracao dos analitos no intervalo de concentracéo entre
0,1 e 500 pmol L.

Pelo exposto, ressalta-se que o sensor proposto pode ser considerado validado
e, portanto, € adequado para a determinacdao de TBHQ e BHA.



TABELA 9 -Figuras de mérito determinadas na validagdo do método analitico proposto.
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Figura de Resultados
mérito Teste realizado TBHQ BHA
Exatidao Adicao e Recuperagéo Satisfatério
Precisdo  Repetibilidade de medidas DPR= 0,58% DPR=2%
Repetibilidade no preparo
do sensor
DPR< 5 %
(Reprodutibilidade) <
Seletividade  Estudo de interferentes Satisfatério
0,045 pmol L™ 0,036 umol L
- 7,48x10°mgL' 6,49 x 103 mg L
LOD
- 1,0 ymol L'
LOQ 16,6 x 108 mg L' 18,02x 108 mg L™
Linearidade - 0,1 a 500 ymol L
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, o presente trabalho apresentou as seguintes

conclusodes:

v" O sensor a base de grafeno e CuTSPc proporcionou uma excelente resposta
eletroquimica para a oxidagao dos antioxidantes TBHQ e BHA, a qual foi muito
maior que a resposta observada para o eletrodo nado modificado;

v" Os espectros obtidos para o OGr, CuTSPc, bem como para o OGr/CuTSPc
demonstraram que as moléculas de CuTSPc adsorveram sobre a superficie do
grafeno, pois ndo foi observado o aparecimento de novos picos no espectro do
OGr/CuTSPc;

v" O sensor mostrou-se bastante seletivo para a determinacao simultanea dos
dois analitos estudados na presenca de outras espécies comumente
encontradas em amostras de biodiesel;

v As faixas lineares de resposta para o TBHQ e BHA, bem como o LOD e a
sensibilidade foram relativamente melhores que os trabalhos descritos da

literatura;

v' O sensor também apresentou boa repetibilidade para as medidas e para o
preparo do sensor, os quais foram avaliadas em termos de desvio padrdo
relativo para TBHQ e BHA com DPR < 5%;

v" O sensor proposto foi aplicado em amostras de biodiesel contendo TBHQ e
BHA e os resultados estao de acordo com os obtidos pelo método de referéncia
descrito na literatura, mostrando que o sensor proposto é uma boa alternativa
para a determinacdo desses antioxidantes em amostras de biodiesel, bem
como para outras matrizes.
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Abstract: A novel and sensitive electrochemical sensor voltammetry (LSV). After optimization of the experiwas
developed for the simultaneous determination of the mental parameters, the analytical curves for simultaneous
butylated hydroxyanisole (BHA) and tert-butylhydroqui- determination of BHA and TBHQ by DPV technique none
(TBHQ) antioxidants in biodiesel samples employ- demonstrated an excellent linear response from 0.1 to ing the
differential pulse voltammetry (DPV). In this 500 mmolL® with detection limit of 0.045 mmolL! for sense, a glassy
carbon electrode (GCE) modified with TBHQ and 0.036 mmolL! for BHA. Finally, the procopper (ll) tetrasulfonated
phthatocyanine immobilized posed method was successfully applied in the simultaneon reduced graphene oxide
(CuTSPc/rGO) allowed the ous determination of BHA and TBHQ in six biodiesel detection of BHA and TBHQ at
potentials lower than samples, and the results obtained were found to be simithose observed at unmodified
electrodes. The sensor was lar to those obtained using the HPLC method with agreecharacterized by cyclic

voltammetry (CV) and linear scan ment at 95% confidence level.

Keywords: Antioxidants - biodiesel - reduced graphene oxide - CuTSPc

Introduction

Nowadays, biodiesel is an interesting alternative to
fossil fuels, since it is renewable energy offering a range
of economic, environmental, and social benefits while
reducing dependence on oil importations [1]. However,
it is composed of saturated fatty acid alkyl ester and
unsaturated [1,2] and due to its chemical structure, it
is highly susceptible to oxidation in the presence of air,
leading to the formation of deposits and corrosive
species which can compromise its quality [3,4]. The
stability is one of criteria for evaluating the quality of a
biofuel and it is affected by storage conditions,
including exposure to air, light, high temperatures,
hydroperoxides and the presence of foreign species
[5]. Thus, the stability is an essential requirement for
the successful development and viability of alternative
fuels such as biodiesel [6,7]. In this sense, many
antioxidants have been used to improve the oxidative
stability of biodiesel, because of its ability to retard or
inhibit oxidation of lipids and/or other molecules,
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preventing the initiation or propagation of oxidation
chain reactions [8-12]. Among the most widely used
synthetic antioxidants to improve the stability of
biodiesel are butylated hydroxyanisole (BHA) and tert-
butylhydroquinone (TBHQ). In addition, recent studies
have shown that the synergistic effect of a combined
formulation containing butylated hydroxyanisole (BHA)
and tert-butylhydroquinone (TBHQ) provided greater
oxidative stability for biodiesel [13,14]. Therefore, the
analytical methods must be able to simultanously
determine the presence of these antioxidants in
biodiesel. There are various analytical techniques that
allow the determination of such antioxidants, including
spectrophotometry [15], high performance liquid
chromatography (HPLC) with diode array detection
[16], and mass spectrometry-gas chromatography
(GC/MS) [17]. However, these methods are of high cost
and require specialized users. On the other hand, the
electroanalytical methods have become extensively
used because they represent a new cost-effective

alternative to analysis of these substances [18]. The

Electroanalysis 2016, 28, 1 - 105& 1&
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electrochemical methods have received great
attention due to the various advantages offered, such
as low cost, high sensitivity and selectivity, rapid speed,
ability and ease of operation. The development of

electroanalytical methods based on the modified

electrodes is a field of growing interest in analytical2
chemistry. A variety of efficient materials have been, ,

developed to induce the oxidation/reduction of several
compounds [6,19-34] because these materials can
promote a better electron transfer between the
electrode surface and electroactive species in solution.
In addition, the sensors based on chemically modified
better
electrochemical/electrocatalytic

electrodes show selectivity,

properties, and
sensitivity in comparison to unmodified electrodes.
The

considerable attention due to its excellent electrical

reduced graphene oxide has received a

conductivity, mainly originated from the delocalized p
bonds above

[a] R. M. Sousa Carvalho, S. Yotsumoto Neto, F. Carvalho Silva, F. Santos
Damos, R. de Cssia Silva Luz
Department of Chemistry, Federal University of Maranh%o
65080-805 S%o0 Lus — MA, Brazil *e-mail:
rita.luz@ufma.br

and below the basal plane, its large surface area and
low production costs [36,37]. Due to these excellent
physical and chemical properties, reduced graphene
oxide has been recognized as an interesting alternative

for the development of electrochemical sensors2.2

[22,38-40]. Graphene-based electrochemical sensors
are cost-effective and they show an excellent
performance in comparison to glassy carbon, graphite
and even carbon nanotubes-based sensors, mainly due
to sp’like planes and edge defects that are more
exposed on the graphene nanosheets than other
carbon based materials [37]. On the other hand,
macrocyclic complexes such as
metallophthalocyanines are also used as modifiers due
to its high sensitivity, thermal and chemical stability,
processability and tunable properties [41-43]. Thus,
the present work shows a glassy carbon electrode
modified with copper-N4 macrocycle and reduced

graphene oxide for simultaneous determination of
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(TBHQ) and

hydroxyanisole (BHA) in biofuels samples.

tert-butylhydroquinone butylated

Experimental

Reagents, Solutions, Materials and

Procedures

The grafite powder, TBHQ, butylated hydroxytoluene
(BHT), and BHA were acquired from Sigma, St. Louis,
USA. Standard stock solutions of BHA and TBHQ were
prepared few minutes before each measurement by
dissolving appropriate amounts of these chemicals in
1/1 ethanol/water (v/v) mixture. A Britton-Robinson
buffer solution (B-R), 0.04 mollL', was prepared by a
of the
orthophosphoric acid solutions with an appropriate

mixture acetic acid, boric acid, and
amount of sodium hydroxide solution to adjust the pH.
Working standard solutions were prepared daily with
appropriate dilution of the stock solutions with
deionized water. All solutions were prepared with
water purified in a OS10LXE system from GEHAKA and
the actual pH of the buffer solutions was determined
with a Q400RS pH meter from Quimis. All used

chemical were of analytical grade.

Spectroscopic and Electrochemical

Measurements

Fourier-transform infrared (FTIR) spectra
Shimadzu IR

spectrometer, in the region of 2000-500 cm?. 1% KBr

were
obtained using a Prestige-21
tablets were prepared for analysis of each material
(rGO, CuTsPc complex and rGO/CuTsPc composite).
The differential pulse voltammetry measurements
were carried out with a potentiostat/ galvanostat
PGSTAT 128N from Metrohm-Autolab (Utrecht,
Netherlands) coupled to a PC computer with GPES 4.9
software. An electrochemical cell of 5.0 mL, an Ag/AgCl
(sat.) as reference electrode, a Pt wire as auxiliary
electrode, and glassy carbon as working electrode were
used for all electrochemical measurements.

Electroanalysis 2016, 28, 1 - 105&2&
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Chromatografic Measurements

The BHA and TBHQ were determined by high
performance liquid chromatography (HPLC) using a
method proposed by Saad et al. [44] with some
The HPLC system (from Shimadzu)
consisted of multichannel pumps (LC 20AT), an
autosampler (SIL 20A), a degasser (DGU 20A5) and a
diode array detector (DAD SPD 20A). The separation of
antioxidants was performed using a reversed phase
column (C-18, 150 mm4.6 mm, 5 mm) from Agilent HP.
Methanol/acetonitrile (50/50%, v/v) at a flow-rate of
1.0 mLmin® was used as the mobile phase, and the
injection volume was 25 mL.

adaptations.

Synthesis of Graphite Oxide (GO) and
Reduced Graphene Oxide (rGO)

Graphene oxide was prepared by adapting the
Hummers and Offemans method [45-47]. Initially,
graphite, NaNOs, and H,SO, were stirred together in an
ice bath and KMnO, was added to the mixture. After
that, the solution was transferred to a water bath and
it was stirred. After that, water was added to previous
solution and it was stirred while maintaining the
temperature at 9058C. Finally, H.0, (30%) was added
to the reactional mixture and it was then filtered and
the solid was washed with water. The solid was
dispersed in water by mechanical agitation and
underwent to low-speed centrifugation to give3
graphene oxide. The obtained graphite oxide was
dispersed in water in presence of appropria%éld
[22]. The

dispersion was stirred and it was kept in a water bath

amounts of hydrazine and ammonia

for 1 h. Finally, the resulting mixture was filtered and
washed to get the reduced graphene oxide and
characterized according to Oliveira et al. [22].

Preparation of Modified Electrode
with rGO/CuTsPc

A glassy carbon electrode was polished with alumina
suspension (particle diameter 0.03 mm) and rinsed
with pure water. After cleaning the electrode, a
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rGO/CuTsPc suspension was prepared with 3 mg of
reduced graphene oxide and 1 mg CuTsPc in 1 mL of
deionized water. Then, 20 mL of this suspension was
placed directly on the surface of the glassy carbon
electrode and allowed to dry at 508C for 20 min to
effect modification. The effective surface area of the
rGO/DDQ modified electrode was estimated as
described by Siswana et al. [48] using Fe[(CN)s]*%,
applying the Randles Sevcik theory [49]. The effective
area was about of 0.28 cm? Finally, the modified
electrode was thoroughly rinsed with distilled water
and placed into the electrochemical cell.

Preparation and Analysis of Biodiesel
Samples

1.0 g of soybean or babassu biodiesel samples were
diluted in 100.0 mL of pure etanol containing BHA and
TBHQ at several concentrations and vigorously agitated
for 30 min. 0.45 mL of each sample solution was diluted
in 4.55 ml of 0.04 molL! B-R buffer (pH 4) and the
solution was analyzed by the voltammetric procedure
in triplicate. The resulting sample was then directly
analyzed, recording differential pulse voltammograms.
Then, the TBHQ and BHA present in the biodiesel
samples were quantified using the standard addition
method.

Results and Discussion

Composite Characterization by Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

Figure 1 shows FTIR spectra of reduced graphene oxide
(rGO) (Figure 1a), the CuTsPc complex (Figure 1b), and
the rGO/CuTsPc composite (Figure 1c). In Figure 1a was
observed the presence of different type of oxygen
The
presence of these oxygen-containing groups reveals

functionalities in reduced graphene oxide.
that the graphite has been oxidized. These groups were
confirmed at 800 cm?! and 1630 cm? (which can be
attributed to the stretching vibration of C=0 of
carboxylic acid and carbonyl groups present at the

edges of graphene) [50]; at 1100 cm? (CO stretching
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vibrations) [51] and at 1257 cm?! (COH stretching
vibrations) [52]; The band at 1440 cm? corresponds to
the stretching vibration of CC of carboxylic acid [39]; at
1570 cm? (skeletal vibrations from unoxidized graphitic
domains); at 1712 cm?(stretching vibrations from C=0)
and 3400 cm?! (OH stretching vibrations). These polar
groups, especially the surface hydroxyl groups, resultin
the formation of hydrogen bonds between graphite
and water molecules; which explains the hydrophilic
nature of graphene oxide [50]. The bands observed in
the spectrum obtained for the CuTSPc complex (Figure
1b) corresponds to vibrations of specific groups found
in the molecular structure of the compound [53], such
as: the bands at about 570 cm*and 677 cm?(CH out-of-
plane bending vibrations); at 1030 cm?(SOsstretching);
at 1160 cm?! (CH in-plane bending vibration) [54].
Finally, at 1085 cm?, 1330 cm! and at 1420 cm?! (CN
stretchings) [53].

Electrochemical Behavior of TBHQ and
BHA on rGO/CuTSPc/GCE

The electrochemical behavior of TBHQ and BHA at
various electrodes in the potential range of 0.7t0 0.9V
vs. Ag/AgCl in 0.04 molL' BR buffer solution, pH 4, was
investigated by cyclic voltammetry. Figure 2A shows
the behavior of 16.62 mglL! TBHQ on: bare GCE (curve
1), CuTSPc/GCE (curve 2), rGO/GCE (curve 3) and rGO/
CuTSPc/GCE (curve 4). Considering the anodic scan for
all modified electrodes, the TBHQ presented a anodic
peak current of 10.23 mA at a anodic peak potential
(Epa) of 395 mV for the bare GCE (Figure 2A, curve 1);
13.21 mA at 374 mV for the CuTSPc/GCE (Figure 2A,

rGO/CuTSPc (c)

Normalized transmitance/%

rGO (a)
1720
800 1257\ 1570 3400
1100 444
1000 2000 3000 4000

Wavenumber/cm™ !

www.electroanalysis.wiley-vch.de

2016 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

ELECTROANALYSIS

curve 2); 31.6 mA at 195 mV for the rGO/GCE (Figure
2A, curve 3) and 48.0 mA at 260 mV for the rGO/
CuTSPc/GCE (Figure 2A, curve 4). The peak current for
the GCE modified with CuTSPc, rGO and rGO/CuTSPc
were repectively, 1.3; 3.0 and 4.7 fold higher than that
observed for the bare GCE.

It is worth noting that the GCE modified with rGO
shows a lower peak potential for the TBHQ oxidation
(about 67 mV) than that observed to rGO/CuTSPc/GCE,
however, taking into account the importance of a high
sensitivity for the analytical system it was preferred the
simultaneous use of rGO and CuTSPc. The cyclic
voltammogram inserted in Figure 2A shows the
voltammetric behavior of the rGO/CuTSPc/GCE in
absence of TBHQ. In this cyclic voltammogram is
observed a redox couple Cu(l)TSPc/Cu(ll)TSPc at an
oxidation and reduction potential about 0 and 200 mV
Ag/AgCl, respectively. It is important to note that the
oxidation of TBHQ begins next to the redox potential of
the rGO/CuTSPc/GCE.

Figure 2B shows the behavior of BHA (18.02 mglL?)
on: bare GCE (curve 1), CuTSPc/GCE (curve 2), rGO/ GCE
(curve 3) and rGO/CuTSPc/GCE (curve 4). Taking into
account the anodic scan, it is observed that BHA
presented a peak current of 5.1 mA at anodic peak
potential of 600 mV vs. Ag/AgCl for the bare GCE
(Figure 2B, curve 1); 26.8 mA at 490 mV for the
CuTSPc/GCE (Figure 2B, curve 2); 37.1 mA at 480 mV for
the rGO/GCE (Figure 2B, curve 3) and 97.4 mA at 467
mV for the rGO/

Fig. 1. FT-IR spectra of rGO (a, red line), the CuTSPc complex (b,
black line) and the rGO/CuTSPc composite (c, blue line).

CuTSPc/GCE (Figure 2B, curve 4).

As can be seen, the peak current for TBHQ and BHA
on GCE modified with CuTSPc, rGO and rGO/CuTSPc
were higher than that observed to bare GCE. In
addition, if the rGO and CuTSPc are not simultaneously
used, the TBHQ and BHA exhibit a peak current lower
than that observed for the composite material
(rGO/CuTSPc/GCE) (Figure 2A, curve 4). Indeed, the
synergic effect between rGO and CuTSPc as co-
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catalysts makes the rGO/ CuTSPc/GCE the best
electrocatalytic material to TBHQ and BHA among the
modified electrodes. This result suggests that the
composite material rGO/CuTSPc improves the charge
transfer between the electrode surface and the TBHQ

and BHA molecules.

Figure 2C shows the linear sweep voltammograms
(LSVs) of the BHA and TBHQ mixture on GCE in B-R
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1204 =

TBHQ

904 ~ =
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Fig. 2. CVs of TBHQ (A) and BHA (B) on: bare GCE (curve 1), CuTSPc/GCE
(curve 2), rGO/GCE (curve 3) and rGO/ CuTSPc/GCE (curve 4). Inset in
Figure 2 A: CV of rGO/GCE in absence of TBHQ. (C) LSVs of the TBHQ
and BHA mixture on rGO/CuTSPc/GCE (curve 1) and bare GCE (curve 2).
Experiments were carried out in 0.04 molL! B-R buffer solution, pH 4.
[BHA]=18.02 mgL?; [TBHQ]=16.62 mgL?;
0.05 Vst.

scan rate=
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buffer (pH 4). Both analytes have produced low peak
currents on bare GCE (Figure 2C, curve 2). However, to
the same process on rGO/CuTSPc/GCE (Figure 2C,
curve 1), the redox peak currents of both analytes were
considerably enhanced, and their anodic peak profiles
were relatively well defined. In addition, the
rGO/CuTSPc/GCE was able to simultaneously identify
the BHA and TBHQ with high selectivity as well as it also
significantly enhanced the detection of these analyte
with high sensibility. These observations suggest that
rGO/CuTSPc/GCE has a large surface area, more active
sites and improved conductivity, all of which help to
of the
electrode to simultaneous determination of BHA and
TBHQ.

enhance the electrocatalytic properties

More detailed studies of peak current were carried
out by cyclic voltammetry to obtain new insights to the
TBHQ and BHA oxidation on the sensor surface. In a
first step, the plot of logaritim of peak current versus
logaritim of the potential scan rate (0.01-0.1 Vs?)
results in a straight line of equation: Y=3.46+0.64X (r*=
0.998) for TBHQ and Y=3.88+0.58X (r*=0.998) for BHA.
According to these equations the slopes values of the
plot log lpa versus log scan rate for the TBHQ and BHA
were, respectively, 0.64 and 0.58 which is closer to that
expected for a diffusion controlled behavior [55]. In this
sense, the BHA and TBHQ reactions on the modified
electrode are mass transport controlled.

Optimization of Experimental
Parameters for Determination of TBHQ
and BHA

The
considering the most favorable

experimental conditions were optimized
conditions for
simultaneous detection of the antioxidants BHA and
TBHQ by comparing the peak current values, shapes
the

voltammograms. Thus, in order to optimize the sensor

and reproducibility  of recorded  cyclic
response for TBHQ and BHA oxidation, the influence of
the solution pH on the electrochemical response of
these analytes using 0.04 moll! B-R buffer solution at

pH 3, 4,5, 6,7, and 8 was studied. This study showed
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that the peak current for TBHQ and BHA oxidation was
affected by the pH of the solution in the investigated
range of pH (Figure 3A). The peak current for TBHQ and
BHA increases from pH 3 up to pH 4 and decreases
considerably from pH 4. It is possible that the current
of these analytes on CuTSPc/rGO sensor is higher and
more stable at pH values 4 due to the better stability of
the CuTSPc/rGO as well as it is due to the better
interaction between BHA and TBHQ with this
composite material. In this context, the optimum pH
value for further studies was set in pH 4. The plot of E,
vs. pH for TBHQ and BHA (Figure 3B) showed that the
peak potential (E,) was shifted in the negative direction
when the pH increased, indicating that the process was
influenced by protonation [56]. A linear relationship
was observed for

TBHQ
0.6800.053 pH (with r?=0.997) and E, =0.4640.050 pH
(with r=0.998), respectively. These slopes were similar
to theoretical value (0.059 V/pH), indicating that the
oxidation processes of TBHQ and BHA occur with the
involvement of two electrons and two protons [57].

and BHA following the equations Ep=

Therefore, a possible reaction mechanism of TBHQ
can be shown in Figure 4, which showed that TBHQ was
oxidized to tert-butylquinone through a 2H* and
2ereaction. Similar phenomena can also be observed
for the study of BHA. The proposed mechanism is
similar to those described by Wang et al. [34]. The
effect of the type of buffer solution on the peak current
obtained with the sensor for TBHQ and BHA was also
investigated (Figure 3C). The sensor response was
verified in four different buffer solutions (citrate,
Britton-Robinson) at

acetate, phosphate, and

concentration of 0.04 moll?, pH 4.
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Fig. 3. Effect of the pH (3, 4, 5, 6, 7, and 8) on: Anodic peak current (A); Anodic peak potential (B). Types of buffer solutions (C) for TBHQ and BHA.
Effect of different concentrations of B-R buffer solution on the anodic peak current of TBHQ and BHA (D) in B-R buffer solution, pH 4. [BHA]=18.02

mgL!; [TBHQ]=16.62 mgL?; scan rate=0.05 Vst.
Fig. 4. Proposed oxidation mechanism for the TBHQ and BHA
antioxidants on the CuTSPc/rGO modified electrode.

The values of peak current obtained to citrate, acetate,
phosphate, and B-R are shown in Figure 3xfigr3>C. THe
best response to BHA and TBHQ at B-R buffer may be
associated to the high ionic mobility of the ions in B-R
buffer, making possible a better electronic transfer
between the electrode and the solution. In this sense,
the BR buffer was chosen for further experiments. In
addition, the peak current was obtained by cyclic
voltammetry to several concentrations of B-R buffer at
following concentrations 0.024, 0.040, 0.10, and 0.14
molL! (Figure 3D). For BHA, the sensor response
increased from B-R buffer concentrations from 0.024
up to 0.04 moll! and it was almost constant for
concentrations between 0.10 molL*and 0.14 molL. For
TBHQ, the peak current increased from 0.024 up to
0.04 moll! and presented almost constant current
between 0.10 and 0.14 moll!. In this sense, the
concentration of B-R buffer solution was maintained at
0.04 moll! for further experiments since, at this
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concentration, a higher response was observed for
both analytes.

Individual and Simultaneous
Determination of BHA and TBHQ by DPV:
Analytical Characterization of the Sensor

The individual and simultaneous determination of
TBHQ and BHA was carried out by Differential Pulse
Voltammetry at B-R buffer, pH 4 employing the
rGO/CuTSPc modified glass carbon electrode. Figure 5A
and 5B shows the DPVs for the individual
determination of TBHQ and BHA. The increase in the
oxidation peak current of 0.1 up to 500 mmolL* (n=10,
r2=0.998) was linearly propor-
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Fig. 5. DPVs of : (A) TBHQ in the concentrations: 0.1; 14.0;
30.0; 55.0; 85.0; 150.0; 300.0, and 500.0 mmolL'or 0.017—- 83.10 mgl!
TBHQ (a—h, respectively). Inset of Figure 5A: Analytical curve for TBHQ;
(B) BHA in the concentrations: 0.1; 2.5;

46.0; 88.0; 154.0; 213.0; 344.0 and 500.0 mmolL' or 0.018—-90.12 mgl!
(a—h, respectively). Inset of Figure 5B: Analytical curve for BHA; (C) The
TBHQ and BHA mixture. Inset of Figure 5C: Analytical curves for
oxidation of TBHQ and BHA, containing: 0.1, 2.5, 5.0, 15.0, 35.0, 60.0,

100.0, 190.0, 360.0, and 500.0 mmoll!, for both analytes (a—j,3.5

respectively), or 0.017- 83.10 mgL! TBHQ and 0.018-90.12 mgL' BHA.
Experiments carried out in 0.04 molL' B-R buffer solution (pH 4). Scan
rate=0.1 Vst and Pulse amplitude=0.06 V.

tional to the increase of the concentration of TBHQ
(Figure 5A) and BHA (Figure 5B).
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The inset of figures shows the analytical curves
obtained from voltammograms of the Figures 5A and
5B.

The straight equations for the TBHQ and BHA were
respectively, l,(mA)=1.65+1.23C (mmollL?), with n=8; r?
=0.997, and I,(mA)=1.98+1.54C (mmoll'), with n=8
and r? =0.998. Figure 5C shows the DPVs and the
analytical curves for both analytes (inset of Figure 5C).
The sensor response was linear for the TBHQ and BHA
concentrations in the same concentration range of the
Figures 5A and 5B with r? =0.998. The straight
equations for the simultaneous determination of TBHQ
respectively, l,(mA)=2.29+1.10C
(mmoll?), with n= 10; r* =0.998, and
l(mA)=1.98+1.36C (mmolL*), with n=10 and r>=0.998.
that the
determination provided slopes (b) or sensibilities only
about 14% less than the slopes obtained by individual
determination of the antioxidants.

and BHA were

These results show simultaneous

However, the

simultaneous determination of species is more
advantageous due the cost of analysis and time-saving,
therefore, to estimate the limit of detection (LOD) was
utilized the slopes of the simultaneous determination
for the analytes. LOD was estimated using the
statistical relations 3xSD/b, where SD is the standard
deviation of the peak current for the blank (measured
at the same potential of the target antioxidants) and b

is the slope of the analytical curve.

The LODs calculated were 0.046 mmolL* for TBHQ
and 0.035 mmolL! BHA, respectively. The linear range,
LOD and the sensitivity of the proposed method were
compared with others reported method in literature
(Table 1) and the results were satisfactory.

Application of Sensor in Real Samples

In order to evaluate the application of the sensor to the
TBHQ and BHA antioxidants, the matrix effects were
evaluated using recovery tests carried out to biodiesel
samples. Initially, biodiesel samples did not exhibit any
oxidation signals for the target antioxidants. Thus, the
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Table 1. Comparison of some characteristics of several modified electrodes for determination of TBHQ and BHA.

Material LOD Reference
Analyte Linear range Sensibility
SPE-MWCNT [a] TBHQ 0.50-10 mmoll? 0.34 mmoll! 0.126 AmoliL [6]

BHA 0.50-10 mmolL? 0.176 mmoll?! 0.199 AmoliL
MWCNT/GE [b] TBHQ 4.0-100 mmolL? 0.32 mmoll! 0.000033 AmolL [26]
Au-Sn0,/GNs-SWCNTs/GCE [c] TBHQ 0.05-230 mmolL? 0.02 mmolL! 0.40 AmolL [27]
GCE/IrOxNPs [d] BHA 1-280 mmoll?! 0.6 mmoll?! 0.113 AmoliL [28]
AuNPs/GCE [e] TBHQ 1.20-16.8 mmolL! 0.48 mmolL! - [29]

BHA 0.55-8.32 mmolL! 0.22 mmollL! -
ECCM-resin-Cu(ll) [f] BHA 0.34-41 mmoll? 0.6 mmoll?! 0.86 AmolL [30]
Mn(l1)Fe(CN)e [g] BHA 0.50-1429 mmoll? 0.05 mmolL! 0.12 AmolL [31]
NiHCF/GWCE [h] BHA 1.2-1070 mmolL? 0.6 mmolL* 0.21 Amol'L [32]
AgHCF/PIGE [i] BHA 7.4-830 mmolL? 3.7 mmoll! 0.062 AmoliL [33]
Graphene/Ch/GCE [j] TBHQ 0.40-120 mmolL? 0.14 mmolL? 1.49 AmoliL [34]

BHA 0.60-200 mmolL? 0.19 mmolL! 0.57 AmolL
NAPCF/PIGE [k] BHA 0.624-219 mmolL? 0.249 mmoll? - [35]
rGO/CuTSPc/GCE TBHQ 0.1-500 mmolL! 0.045 mmollL? 1.10 AmoliL This work

BHA 0.1-500 mmolL? 0.036 mmolL* 1.36 Amol'L

TBHQ 0.017-83.10 mgl! 7.4810% mgl! 0.0083 Ag'L

BHA 0.018-90.12 mgl? 6.49103 mgl! 0.0055 Ag'L

[a] multi-walled carbon nanotube modified screen-printed electrodes, [b] multiwalled carbon nanotube modified gold electrode, [c] SWCNTs,
single-walled carbon nanotubes; GNs, graphene nanosheets; GOs, graphene oxides; GCE, glass carbon electrode, [d] glassy carbon electrode
modified by iridium oxide nanoparticles, [e] gold nanoparticles modified glassy carbon electrode, [f] carbon composite electrode modified with
Cus3(PO4)2immobilized in polyester resin, [g] graphite-wax composite method with manganese(ll) hexacyanoferrate, [h] nickel hexacyanoferrate
(NiHCF) surface modified grafite, [i] graphite-wax composite electrode chemically modified with silver hexacyanoferrate (AgHCF), [j] Ch: choline,
[k] Nickel aquapentacyanoferrate NAPCF modified electrode prepared by me-

biodiesel samples were spiked with different TBHQ and
BHA concentrations. The simultaneous determination
of TBHQ and BHA in biodiesel samples was performed
on the sensor utilizing the DPV technique. The
determination of the analytes was taken in 4.55 mL of
0.04 moll* B-R, pH 4 containing 0.45 mL sample
containing TBHQ and BHA. The B-R buffer
concentrations of the analytes in the biodiesel samples
are presented in Table 2 and the results show that
there is no influence of the matrix on the sensor
response.

The recoveries obtained were 99.5 to 100.8% for
TBHQ and 99.1 to 100.2 for BHA, which clearly
indicated the applicability and reliability of the
proposed method. Table 3 shows a comparison

between the proposed and the reference method for
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biodiesel samples. Applying a paired Students-t test to
compare these methods, we could observe that, at the
95%
difference between the reference and the proposed

confidence level, there was no statistical

methods.

chanical immobilization on the graphite electrode.

Table 2. Recovery values of TBHQ and BHA obtained for six biodiesel
samples (n=3)

Samples Analyte Spiked (mglL?) Found RSD (%) Recovery
(mgL?) (%)
A* BHA 64.0 63.9(0.1) 0.1 99.8
TBHQ 59.0 58.8 (0.3) 0.2 99.7
B** BHA 60.0 60.1 (0.5) 0.1 100.2
TBHQ 55.0 54.7 (0.2) 0.4 99.5
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c* BHA  55.0 55.1(0.1) 0.1 100.2
TBHQ  50.0 49.9(05) 0.1 99.8
D** BHA  50.0 49.8(0.4) 03 99.6
TBHQ  45.0 452(0.2) 0.4 100.4
E* BHA  45.0 446(04) 0.6 99.1
TBHQ  41.0 412(05) 03 100.5
Fr* BHA  40.0 39.7(0.1) 05 99.3
TBHQ  36.0 363(0.3) 06 100.8

Biodiesel samples obtained from: *babasu oil; **soybean oil. The
values are the average of three replicate measurements.
Table 3. Comparison between the proposed and comparative methods.

Biodiesel Analyte Proposed method HPLC method [44]
samples (mgll) (mgl?)
A* BHA 63.9(0.1) 63.7 (0.1)

TBHQ  58.8(0.3) 58.8 (0.5)

Interferences Studies

The selectivity of the modified electrode was evaluated
by examining the influences of several possible
interfering substances on the detection of 1 mmollL!
TBHQ and BHA in 0.04 molL!B-R buffer solution, pH 4.
The electrochemical results indicated that 100-fold
higher concentrations of different species (BHT,
glycerol, Na*, K*, Mg?*, Ca*, land SO.%), did not
interfere in the BHA and TBHQ determination in the
potential window studied. The biggest relative error
value obtained in this study was 1.25%. It was
therefore apparent that by exploiting the oxidation of
the species, the rGO/CuTSPc/GCE was able to provide
good selectivity for the detection of BHA and TBHQ,
without any interference from commonly coexisting

that the
in biodiesel

substances. These results indicated
determination of these compounds
samples was not significantly affected by interferents

substances.

Conclusions

The electrochemical behavior of rGO/CuTSPc/GCE with
respect to TBHQ and BHA oxidation has been
in this
oxidation behavior of TBHQ and BHA was improved
greatly by using rGO/CuTSPc/GCE. In addition a

investigated work. The electrochemical
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B** BHA  60.1(0.5) 60.0 (0.3)
TBHQ  54.7(0.2) 54.7 (0.4)
c* BHA  55.1(0.1) 55.1(0.6)
TBHQ  49.9(0.5) 50.0 (0.1)
D** BHA  49.8(0.4) 49.9 (0.2)
TBHQ  45.2(0.2) 45.2 (0.3)
E* BHA  44.6(0.4) 44.6 (0.1)
TBHQ  41.2(0.5) 41.2 (0.1)
e BHA  39.7(0.1) 39.7(0.3)
TBHQ  36.3(0.3) 36.2(0.6)

Values obtained without considering the dilution factor for samples;
Biodiesel samples obtained from: *babasu oil; **soybean oil.

sensitive and selective sensor for these analytes was
developed based on rGO/ CuTSPc/GCE, which shows
good characteristics, such as a wide linear response
range, low detection limits and good long-term
stability. The sensitivity for TBHQ and BHA were better
than those described in the literature. This sensor
showed good repeatability for the measurements and
electrode preparation evaluated in terms of relative
standard deviation for TBHQ and BHA lower that 2%.
The proposed sensor was applied in biodiesel samples
and the results were in agreement to those obtained
by the reference method described in the literature. In
this work demonstrated that rGO/
CuTSPc/GCE is a sensitive, selective and stable sensor

this sense,

showing great potential for antioxidant determination
in biodiesel samples.
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