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RESUMO

As especificagdes do biodiesel sdo garantidas por um rigoroso controle de qualidade;
entre outros parametros, a quantificacdo de antioxidantes é fundamental para assegurar um
produto satisfatorio para comercializacdo. No presente estudo, foram desenvolvidas técnicas
voltamétricas e cromatogréaficas para anélise direta de BHA, TBHQ, BHT e PG em biodiesel.
Medidas por voltametria de pulso diferencial (DPV) em mistura biodiesel:etanol 1:1 (v/v),
contendo perclorato de tetra-hexilaménio como eletrdlito suporte e empregando
ultramicroeletrodo (ume) de Pt, mostraram picos da corrente diferencial de oxidagdo bem
definidos para TBHQ e PG, sendo obtidos graficos de calibragdo lineares na faixa de
concentracdes de 10° mol L. Analogamente, empregando um ume de Au em microemulsdo
de biodiesel livre de surfactante (SFME) contendo tetrafluoroborato de tetra-n-butilamdnio,
medidas por DPV apresentaram picos da corrente diferencial bem definidos para TBHQ e
BHT. Para esses compostos, foram obtidos graficos de calibracdo lineares na faixa de
concentraces de 10% mol L?*. Em ambos os casos, devido a sobreposicio dos
voltamogramas, os teores de antioxidantes foram calculados por um procedimento
matematico de deconvolugdo empregando o software Origin 8.0®. A quantificacdo de BHA,
BHT e TBHQ por cromatografia GC/gMS em biodiesel diluido em metanol apresentou
linearidade entre 5 e 25 mg L, para cada um dos antioxidantes. Medidas por HPLC em fase
reversa com coluna fenilica apresentaram boa separacdo dos picos cromatograficos na analise
simultanea de BHA, BHT, TBHQ e PG assim como curvas de calibragdo com linearidade
entre 10 e 80 mg L, para cada um dos antioxidantes. A identificacdo dos ésteres metilicos de
acidos graxos (FAMES) no biodiesel foi realizada por UHPLC-ESI-Orbitrap/MS; os teores de
FAMEs e antioxidantes permaneceram estaveis nas amostras fortificadas mesmo apos 8
semanas de exposicdo a luz solar, porém diminuiram significativamente em amostras néo-
fortificadas. As metodologias propostas sdo de facil preparo e baixo consumo de amostra,
podendo vir a ser do interesse da industria para 0 monitoramento de antioxidantes em
biodiesel, na linha de producéo. A principal vantagem é ndo ser necessario nenhum tipo de
pré-tratamento da amostra: a simples diluicdo em metanol ou etanol ou a preparacdo do
biodiesel na forma de SFME conferem rapidez e simplicidade a determinacdo dos
antioxidantes investigados.

Palavras-chave
Biodiesel; Antioxidantes fendlicos sintéticos; Voltametria de pulso diferencial; Cromatografia

a liquido; Determinacao simultanea.
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ABSTRACT

Biodiesel features are assured by strict quality control procedures; among those,
antioxidants quantification is essential to guarantee a good and satisfactory final product for
commercialization. In the present study, voltammetric and chromatographic methodologies
were developed for direct analyses techniques of BHA, TBHQ, BHT and PG in biodiesel.
Differential pulse voltammetry (DPV) in biodiesel:iethanol 1:1  (v/v), with
tetrahexylammonium perchlorate as supporting electrolyte at a Pt ultramicroelectrode (ume),
presented well-defined oxidation peaks for TBHQ and PG, with corresponding linear
calibration graphs in the range of 10° mol L. Likewise, DPV at an Au ume in biodiesel
surfactant-free microemulsion (SFME), with tetra-n-butylammonium tetrafluoroborate,
presented well-defined oxidation peaks for TBHQ and BHT. For these compounds, linear
calibration graphs were obtained in the range of 10* mol L?. In both techniques, due to
significant voltammograms overlapping, amounts of antioxidants were calculated through
mathematical deconvolution process using software Origin 8.0®. BHA, BHT and TBHQ
quantification by GC/qMS in biodiesel diluted in methanol presented linearity between 5 and
25 mg L* for each antioxidant. Reversed-phase liquid chromatography by HPLC using
phenyl column showed good peak separation in simultaneous analysis of BHA, BHT, TBHQ
and PG and calibration curves with linearity between 10 and 80 mg L. Biodiesel fatty acid
methyl esters (FAMES) identification was carried out by UHPLC-ESI-Orbitrap/MS; both
FAMESs and antioxidants contents remained stable in spiked samples even after 8 weeks under
sunlight exposure; in non-spiked samples, FAMEs content was significantly reduced. All
proposed methodologies are easy to perform and present low sample consumption, which are
interesting features for industry to monitor the aforementioned and other antioxidants in
biodiesel. Their main advantage lies in the absence of any sample pre-treatment: the simple
dilution in methanol or ethanol or biodiesel preparation as SFME deliver speed and simplicity
for determination of target antioxidants.

Keywords
Biodiesel; Synthetic phenolic antioxidants; Differential pulse voltammetry; Liquid

chromatography; Simultaneous quantification.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda energética, os efeitos do aquecimento global e outros problemas
ambientais decorrentes da queima de combustiveis fosseis sdo assuntos preocupantes para a
sociedade. Considerando que os setores de eletricidade e transporte sdo os principais
responsaveis pela emissdo de gases que causam o efeito estufa, que a quantidade de veiculos
cresce rapidamente, ndo s6 no Brasil como no mundo, e que a quase totalidade desses
veiculos é movida a base de combustiveis fosseis, busca-se atualmente utilizar fontes de
energia renovaveis, e.g. solar, biomassa, eélica e geotérmica. Entre essas, o biodiesel
apresenta a vantagem de poder ser empregado em motores de ignicdo por compressao sem
comprometer seu funcionamento.!3

De acordo com a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), biocombustiveis sdo definidos como substancias derivadas de biomassa renovavel,
podendo substituir, parcial ou totalmente, combustiveis fosseis em motores. Atualmente,
cerca de 45% da energia e 18% dos combustiveis consumidos no Brasil sdo renovaveis, sendo
o etanol (obtido a partir da cana-de-acucar) e o biodiesel os dois principais biocombustiveis
usados no pais.*

O biodiesel é definido como um combustivel biodegradavel produzido a partir de
fontes renovaveis, como gorduras animais ou 0leos vegetais; tecnicamente, o biodiesel € um
alquil ester de acidos graxos, obtido pelo processo de transesterificacdo de 6leos ou gorduras.
Um aspecto que restringe seu uso € a baixa estabilidade frente a oxidacdo, a qual é
intensificada com o aumento do nimero de insaturagdes na cadeia carbonica.>® Entretanto, é
possivel aumentar essa estabilidade com a adicdo de antioxidantes fendlicos sintéticos (SPAs,
do inglés synthetic phenolic antioxidants), comumente usados em alimentos.”®

Esses compostos tém sido extensivamente investigados por eletroanalise. Ja nos anos
1920, estudos eletroquimicos sobre oxidacdo-reducdo de fenois e quinonas foram relatados
utilizando técnicas potenciométricas para a determinacdo de potenciais de reducéo.!%12
Passadas trés décadas, em 1953, apOs resultados bem-sucedidos de Julian e Ruby®® na
determinacdo de potenciais de meia onda, Hedenburg e Frieser* desenvolveram um método
quantitativo de analise de fenol usando a mesma técnica. Os resultados mostraram que a
voltametria linear em um microeletrodo de Pt em solucdo tampdo de dioxano:agua 1:1,
contendo nitrato de potassio como eletrdlito, permitiu a diferenciacdo entre os diferentes

fendis.
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Antioxidantes fendlicos sintéticos tém sido amplamente utilizados nas industrias
farmacéutica, alimenticia e de combustiveis. Técnicas de quantificacdo eletroanalitica em
diferentes amostras foram propostas usando Varios tipos de eletrodos, e.g. eletrodo gotejante
de mercdrio,* fio de platina coplanar revestido com Nafion e sonda eletroquimica,'® eletrodo
de ouro modificado,” sensor molecular impresso*® e biosensor enzimatico.*®

Atualmente, entre os métodos analiticos empregados para identificar e quantificar
SPAs, destacam-se métodos voltamétricos?®2* e cromatograficos.?>?° Dentre esses Ultimos,
predominam as cromatografias em fase liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography) e em fase gasosa (GC, do inglés Gas
Chromatography) e a eletroforese capilar (CE, do inglés Capillary Electrophoresis), sendo
que HPLC e GC sdo as técnicas mais utilizadas.

Industrialmente, a avaliacdo da eficicia dos antioxidantes em prevenir a degradacédo
oxidativa € feita pelo ensaio de oxidagdo acelerada (periodo de indu¢do Rancimat), o qual
demanda um tempo elevado entre a preparacdo e a execucdo do ensaio. Desse modo, é
importante o desenvolvimento de uma metodologia cujos resultados sejam compativeis com
o0s obtidos pelo Rancimat e que possa ser feita em menos tempo.

Na anélise cromatogréafica e na eletroanalise, 0 preparo de amostras hidrofébicas por
diluicdo em solvente adequado implica em menor tempo de analise, reducdo de custos e
volume de reagentes empregados. Por sua vez, a utilizacdo de microemulsdes como meio de
analise também apresenta vantagens como alta estabilidade e boas propriedades condutoras
(por vezes maiores que a de solventes organicos), além da capacidade de solubilizarem
substancias hidrofilicas e hidrofébicas, tornando-as extremamente atrativas para variadas
aplicacdes.

No presente estudo, empregaram-se técnicas voltamétricas e cromatogréaficas para
identificar e quantificar SPAs em amostras de biodiesel por analise direta, sendo as amostras
preparadas como microemulsdes livres de surfactante (SFMEs, do inglés surfactant-free

microemulsions) e, também, por diluicdo em etanol e metanol.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Este estudo teve por objetivo geral o desenvolvimento de metodologias para analise

direta de antioxidantes fendlicos sintéticos em amostras de biodiesel (de 6leo de soja e de 6leo
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residual de fritura (canola e girassol)) por métodos eletroanaliticos e cromatograficos sem

extracdo ou pré-concentracao.

1.1.2 Objetivos Especificos

Vi.

O presente trabalho visou:

Determinar e quantificar simultaneamente dois SPAs em meio biodiesel:etanol por
voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés Differential Pulse Voltammetry) em
ultramicroeletrodo (ume) de Pt avaliando as respostas eletroquimicas dos SPAs, bem

como determinar as figuras de mérito para cada um deles;

ii. Preparar e caracterizar uma microemulsdo sem surfactante (SFME), composta de

agua/biodiesel/n-propanol, como meio para analise por DPV;

Determinar e quantificar simultaneamente dois SPAs em SFME de biodiesel por meio
de DPV e voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Square Wave Voltammetry)
em microeletrodo de fibra de carbono (CFM, do inglés carbon fiber microelectrode),
avaliando a viabilidade do uso desse tipo de eletrodo no meio estudado e as respostas
dos analitos;

Determinar e quantificar simultaneamente dois SPAs em SFME de biodiesel por meio
de DPV em ume de Au, avaliando as respostas eletroquimicas dos SPAs, bem como
determinar suas figuras de mérito;

Determinar e quantificar simultaneamente quatro SPAs em meio biodiesel:metanol 1:1
(v/v) por meio de HPLC e GC, construir as respectivas curvas de calibracdo e
determinar figuras de mérito;

Avaliar, por meio da técnica de HPLC, a degradacdo do biodiesel exposto ao ar, luz e

temperatura ambiente, tanto em amostras livres de SPAs como fortificadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIODIESEL

De acordo com a ANP, em 2003 foram iniciados os primeiros estudos referentes a
criacdo de uma politica para o biodiesel no Brasil, com a criacdo da Comissdo Executiva
Interministerial do Biodiesel e do Grupo Gestor pelo governo federal. Com o lancamento do
Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel, em 2004, a introdugédo do biodiesel na
matriz energética brasileira tornou-se seu principal objetivo; nesse mesmo ano, a mistura ao
Diesel em um teor de 2% comegou a ser feita em carater experimental, sendo voluntéaria entre
2005 e 2007. O artigo 2° da Lei n° 11.097/2005 efetivou o biodiesel na matriz energética
brasileira; em 2008, entrou em vigor a obrigatoriedade da mistura de 2% de biodiesel ao
Diesel, aumentando esse valor para 7% em novembro de 2014, 8% até marco de 2017, 9% até
mar¢o de 2018 e 10% até margo de 2019, fortalecendo assim a participacdo do biodiesel na
matriz energética nacional.*® Segundo a ANP, existem hoje no Brasil 51 plantas produtoras de
biodiesel autorizadas para operagdo, com capacidade total de 20.930,81 m®/dia, sendo que as
regides com maior producdo sio o Centro-Oeste e 0 Sul, com 8.121,25 e 8.112,33 m*/dia,
respectivamente.

O biodiesel se caracteriza por ser um combustivel renovavel e biodegradavel, cujo uso
se encontra em escala crescente, seja devido a finitude dos combustiveis fosseis ou a
preocupagdo com a poluicdo ambiental.>?32% Sua composi¢do quimica consiste em cadeias
longas de mono-alquil ésteres (metilicos ou etilicos) de acidos graxos, sendo, em geral, obtido
a partir da reacdo entre um alcool de cadeia curta (metanol ou etanol) e um oleo
vegetal/gordura animal na presenca de um catalisador, reacdo essa conhecida como
transesterificacdo, apresentada na Figura 1.2 A transesterificacdo gera alguns subprodutos,
como &cidos graxos livres e glicerol, que precisam ser controlados para ndo danificar os

motores nem prejudicar as propriedades do proprio biocombustivel, 323336
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HC-0-COR HIOH CHOH

HC-O-CO-R + 3R'-OH *...7_"" HcI:DH + 3 R-0-CO-R"'
I
H,C-0-CO-R CH,OH
TRIGLICERIDEOS ALCOOL GLICEROL ESTERES

Figura 1. Esquema geral da reacdo de transesterificacdo, em que: R - cadeia carbdnica dos

4cidos graxos e R’ - cadeia carbonica do alcool reagente.®’

Para que o biodiesel atenda as especificacbes de qualidade, a reacdo de
transesterificacdo deve ser suficientemente completa e os ésteres metilicos/etilicos devem ser
adequadamente purificados. Para Pullen et al*® e Balat et al® o principal objetivo da
transesterificacdo € diminuir a viscosidade dos 0Oleos vegetais para valores proximos aos
observados no petro-Diesel, uma vez que a elevada viscosidade dos triglicerideos dificulta sua
injecdo na camara de combustdo, causando problemas operacionais nos motores, e.g.
formacdo de depdsitos e eventual falha em seu funcionamento.

O biodiesel apresenta diversas vantagens sobre os combustiveis fosseis, tais como:
biodegradabilidade, baixa toxicidade,*® auséncia de enxofre e compostos aromaticos, elevado
namero de cetano e ponto de fulgor (que proporcionam seguran¢ca Nno manuseio e
armazenamento), médio teor de oxigénio e baixa emissdo de HC, CO e CO..2%%® Ainda
oferece uma maior lubricidade se comparado a alguns petro-combustiveis de baixo teor de
enxofre, 0 que ajuda a reduzir o desgaste de componentes de motores.®® Além disso, ¢
miscivel ao petro-Diesel em qualquer proporcdo, desde que realizada nas condicdes
adequadas, 0 que aumenta ainda mais sua utilizacdo. Tal caracteristica ocorre devido a grande
similaridade de propriedades® entre biodiesel e Diesel; a essa mistura da-se o nome de BX,
em que “X” corresponde a porcentagem de biodiesel na blenda.*! Essa similaridade permite
que o biodiesel seja utilizado nos motores a Diesel sem que esses sofram grandes
modificacdes. 32343842

O biodiesel ainda apresenta uma grande sensibilizacdo ambiental devido a
possibilidade de redugdo da emissdo de CO2 na atmosfera, uma vez que todo o géas liberado
pela combustdo do biodiesel é reciclado na proxima geracdo de cultura usada como matéria-

prima na producdo do mesmo, como mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Esquema do ciclo do CO> para biodiesel e combustiveis fosseis (adaptado).*?

O biodiesel também apresenta algumas desvantagens se comparado a petro-
combustiveis: pode solidificar a baixas temperaturas, o que ocasiona a interrupc¢ao do fluxo do
biocombustivel e posterior entupimento do sistema de filtracdo; € solvente de compostos
elastoméricos, como borrachas, o que requer que componentes feitos desse material devam
ser protegidos ou substituidos;** possui menor estabilidade frente a oxidacdo, a qual é
favorecida por fatores como o contato com 0 ar e 0 aumento de insaturacbes na cadeia
carbonica,®*° sendo atualmente motivo de diversos estudos.

As matérias-primas utilizadas para a obtencdo do biodiesel apresentam altos niveis de
acidos graxos insaturados, e.g. 0leo de soja, o qual é composto de acidos linoleico (53%),
oleico (23%), palmitico (11%), linolénico (8%) e estearico (4%), tornando-o susceptivel a
oxidacao; tal caracteristica é inevitavelmente transferida para os ésteres metilicos ou etilicos
obtidos a partir desses materiais.**® A Figura 3 mostra o percentual das matérias-primas

utilizadas para a producao de biodiesel no Brasil.

28



janeiro/2017

Outros Materiais Graxos
10,73%
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0,52%
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0,89%

Figura 3. Percentual das matérias-primas empregadas na producéo de biodiesel em territério

nacional, referente a0 més de janeiro de 2017.%

2.2 ESTABILIDADE OXIDATIVA DO BIODIESEL

Sabe-se que o processo de autoxidacdo € o principal mecanismo de degradacédo do
biodiesel (Figura 4), resultando em produtos finais estaveis como alcoois, aldeidos e acidos
carboxilicos.**° Nessa reacéo, a etapa inicial ocorre com a formagcéo do radical livre do éster
por meio da remocao de um atomo de hidrogénio do carbono alilico. Em seguida, quaisquer
radicais livres susceptiveis a ataques do oxigénio sdo convertidos em outros radicais, que por
sua vez ddo origem aos produtos primarios de oxidacdo (perdéxidos e hidroperoxidos). Por
fim, o término da reacdo consiste na formagao, por meio de rearranjo dos produtos primarios,
de produtos finais estaveis (chamados de produtos secundarios de oxidacdo), mencionados
anteriormente. Tais produtos sdo indesejaveis e podem causar: aumento de contaminantes
insoltveis, da viscosidade e da acidez do biocombustivel, bem como corrosdo de motores e
entupimento de filtros e sistemas de inje¢do.2°#4%! A exposicdo ao calor, luz, umidade,
oxigénio e contaminantes metalicos pode acelerar esse processo, sendo necessario proteger o

biodiesel de tais fatores,3%:33:43.52

29



Iniciacdo RH — R'+H°
Propagacio — R*+0, — ROO°*

ROO*+RH — ROOH + R°®

Témino ROO°+R° —> ROOR )
ROO'+ROO° — ROOR +0,

Produtos
> Estaveis

R*+R* — RR )

Figura 4. Representacdo do mecanismo geral de oxidagéo lipidica, em que: RH - acido graxo

insaturado, R" - radical livre, ROO" - radical peréxido e ROOH - hidroper6xido.*°

Batista et al*® publicaram um estudo identificando compostos aldeidicos toxicos
decorrentes da degradacdo do biodiesel durante longo tempo de estocagem, entre eles
2-heptenal e 2-octenal, os quais podem ser considerados do mesmo grupo da acroleina
(2-propenal). Sabe-se que a acroleina é uma substancia extremamente tdxica, carcinogénica e
mutagénica; dentro dessa familia de compostos, os aldeidos insaturados apresentam maior
toxicidade que os aldeidos saturados. Os autores identificaram os aldeidos toxicos em
amostras de biodiesel fresco, comercial e envelhecido (5 anos de estocagem), bem como em
blendas de biodiesel fresco com biodiesel envelhecido, o que diminui a vida atil do
biocombustivel. Aléem disso, os autores concluiram que a presenca de antioxidantes (naturais
e sintéticos) retardam a formacdo dos aldeidos, mas ndo houve sinal de reacdo de tais
produtos de degradacdo com os antioxidantes.

A estabilidade oxidativa do biodiesel (tempo decorrido para que ocorra um aumento
acentuado na taxa de oxidacdo) é um parametro de extrema importancia no controle de
qualidade do biocombustivel, a qual, em geral, € avaliada pelo método AOCS (American Oil
Chemists’ Society) de oxidacdo acelerada Rancimat (Oxidative Stability Instrument AOCS
Method Cd 12b-92).2® Para ser utilizado como biodiesel, um alquil éster deve apresentar
estabilidade oxidativa de, pelo menos, seis horas por esse método, o qual consiste em acelerar
a oxidacdo por meio de uma corrente de ar que borbulha através da amostra contida num tubo

de reacdo selado e aquecido a 110 °C. Os produtos da decomposicdo de &cidos graxos séo
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transportados pela corrente de ar para um segundo recipiente contendo &gua destilada, cuja
condutividade é monitorada continuamente. O tempo decorrido até o aparecimento de um
aumento acentuado da condutividade (chamado de periodo de inducdo) indica a presenca dos
produtos de degradacéo do biodiesel.

A baixa estabilidade oxidativa do biodiesel durante o armazenamento, se comparada
ao Diesel, foi investigada por Du Plessis et al®® que publicaram, em 1985, um estudo sobre a
estabilidade oxidativa de ésteres metilicos e etilicos de 6leo de semente de girassol. Os
autores concluiram que ésteres etilicos foram mais afetados pela oxidacdo do que os
metilicos, provavelmente devido as pequenas diferencas no indice de acidez e no contetdo de
tocoferdis dos ésteres originais.

Conforme mostrado em estudo de Santos et al,* alguns antioxidantes volatilizam ou
se decompdem na temperatura usada no ensaio, podendo resultar em um falso periodo de
inducdo. Dessa forma, € importante o desenvolvimento de técnicas que sejam mais rapidas e

igualmente confiaveis para quantificar antioxidantes no biocombustivel.

2.3 ANTIOXIDANTES FENOLICOS SINTETICOS

De acordo com Domingos et al*® e Lobo et al,* os antioxidantes naturais presentes
nas matérias-primas utilizadas na producdo do biodiesel permanecem apenas parcialmente no
mesmo, em concentracdes que dependem dos processos empregados na sintese do
biocombustivel. Dessa forma, dependendo da quantidade removida desses compostos ou
ainda do grau de insaturacdo dos ésteres gerados, é extremamente necessaria a adicdo de
antioxidantes sintéticos para o uso futuro do biodiesel. Dunn®* reportou diversos estudos que
mostram que 0s antioxidantes sintéticos, adicionados em concentraces variando de 500 a
1000 mg L, sdo mais eficazes do que os naturais (mesmo quando em misturas).

A adicdo de antioxidantes fenolicos sintéticos (SPAs) € uma maneira eficaz de
aumentar a resisténcia do biodiesel* a oxidacdo, permitindo maiores tempos de estocagem. A
literatura reporta estudos com diversos antioxidantes, dentre os quais 0s mais empregados e
que tém apresentado melhores resultados sdo terc-butil-hidroquinona (TBHQ), galato de
propila (PG), butil-hidroxianisol (BHA) e butil-hidroxitolueno (BHT).”®>® No entanto,
atualmente, por mais importante que seja determinar quantitativamente a presenca de
antioxidantes no biodiesel, as especificacbes de controle de qualidade ndo requerem esse
procedimento.?

Na Figura 5 sdo mostradas as estruturas moleculares dos SPAs acima citados:
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Figura 5. Estruturas moleculares dos SPAs BHA, TBHQ, BHT e PG (adaptado).*

Os SPAs interrompem as reacfes oxidativas em cadeia por meio da doagdo de um
proton, formando radicais livres estaveis incapazes de iniciar ou propagar a oxidacao lipidica
(ver Figura 6). Assim sendo, devem ser adicionados imediatamente ap0s a sintese do

biocombustivel, uma vez que ndo séo capazes de reverter processos oxidativos ja ocorridos.*®

ROO*+ AH — ROOH+ A®

R*+AH — RH+ A°
Figura 6. Representacdo do mecanismo geral de acdo dos antioxidantes, em que: AH -
antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo, R* e ROO" - radicais livres e A" - radical

inerte.>

Além da funcdo antioxidante, Almeida et al*? relataram que o TBHQ também age
como um inibidor de corrosdo dos tanques de metal nos quais o biodiesel € armazenado.
Apesar da importancia do uso dos antioxidantes, sua adicdo aos biocombustiveis ndo é

obrigatoria, o que pode acarretar a formagdo dos produtos toxicos estudados por Batista et
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al,* levando a problemas de cunho ambiental e até mesmo a salide humana. Assim sendo, um
rigido controle de qualidade e métodos rapidos para sua quantificagdo devem ser
desenvolvidos e aprimorados.

Diversos métodos tém sido aplicados para a detec¢do e quantificacdo de antioxidantes
em biodiesel. Segundo Tavares,” GC e HPLC foram as primeiras técnicas de separagio
desenvolvidas, seguidas, na década de 1980, pela implementacdo da CE. Atualmente, a
literatura reporta diversos estudos empregando as técnicas acima citadas para variadas
analises em biodiesel, e.g. determinacdo de glicerol, acidos graxos, metais e antioxidantes,
normalmente utilizando processos de pré-concentracdo ou extragdo, com apenas alguns

trabalhos citando a diluicdo do biocombustivel em solvente organico.%8-

2.4 MICROEMULSOES

Em 1943, Hoar e Schulman®? publicaram um artigo sobre dispersdes transparentes de
agua em Oleo, atualmente chamadas de microemulsdes. Nesse trabalho, os autores mencionam
0 entdo conhecido sistema composto por 0leo - sabdo alcali metalico - agua, no qual o 0leo
era a fase continua; a diluicdo desse sistema com excesso de agua inverte-o para um sistema
de 6leo em agua. O trabalho descreve ainda as “micelas sub-microscdpicas”, cujo interior era
composto de uma solucéo sabdo-agua e de moléculas anfifilicas ndo-ionizadas.

As microemulsdes®®®® sdo definidas como sistemas micro-heterogéneos formados por
particulas nanométricas dispersas em fase continua. S&o compostas, em geral, por 6leo, agua,
um surfactante e um co-surfactante (alcool de cadeia média ou curta). Alem de serem
extremamente estaveis termodinamicamente, apresentam condutividade elétrica maior do que
a maioria dos solventes organicos, bem como alta capacidade de solubilizacdo tanto de
substancias hidrofilicas como hidrofébicas, apds ajustes adequados em sua composicdo.®” A
condutividade elétrica das microemulsbes pode ser aumentada pela adicdo de um eletrolito
suporte.®®%® Sua formagdo e alta estabilidade decorrem da diminuicdo da tensdo interfacial

agua-6leo causada pela presenca do surfactante e do co-surfactante.™

2.4.1 Classificacdo das Microemulstes

Em 1948, Winsor’* publicou o primeiro estudo de uma série referente as

microemulsdes, no qual o autor apresenta 0s quatro tipos de sistemas originados a partir da

33



mistura, em variadas proporcles, de agua, Oleo, surfactante e co-surfactante, chamada

atualmente de “classificacdo Winsor”, mostrada na Tabela 1 e na Figura 7 a seguir.

Tabela 1. Nomenclatura e classificagdo das microemulsdes conforme Winsor.

Classificagdo Winsor Fase dispersa/Fase continua
Tipo | Microemulsdo éleo em agua em equilibrio com excesso de
fase oleosa
Tipo Il Microemulsdo agua em 6leo em equilibrio com excesso de

fase aquosa
Tipo 111 Fases livres de 6leo e 4gua em equilibrio com uma terceira
fase contendo agua, 6leo e surfactante
Tipo IV Auséncia de camadas livres com matua solubilizagdo de

agua, oleo e surfactante.

‘ * ' L
N SRR
7 \ |
Tipo | Tipo 11 Tipo 111 Tipo IV

Figura 7. Representacdo esquematica dos tipos de microemulsdes conforme classificacdo de
Winsor, em que as regides hachuradas correspondem a sistemas microemulsionados e as

regides em branco correspondem as fases livres (adaptado).’

A partir de ajustes adequados na propor¢do’®> dos componentes, é possivel
interconverter um tipo de microemulsdo em outro. Moulik et al”® afirmam que o processo de
formacdo de uma microemulsdo depende de uma série de fatores, i.e. natureza dos meios
polar e apolar, temperatura, pressdo, sendo que tanto as fases que constituem o sistema
microemulsionado como sua estrutura interna sofrem influéncia de tais fatores.

A condutividade elétrica das microemulsdes € uma caracteristica bem conhecida,
apresentando valores diferentes de acordo com o tipo de sistema. Em uma microemulsdo do

tipo 6leo em &gua a condutividade se assemelha a observada para meios aquosos; no tipo agua
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em dleo o valor € relativamente baixo, enquanto que na bicontinua tem-se uma condutividade

consideravelmente elevada.”

2.4.2 Técnicas para Caracterizacdo das Microemulsoes

A determinacdo da estrutura interna de uma microemulsdo tem grande importancia,
podendo ser, no entanto, complexa. Atualmente, técnicas sofisticadas sdo empregadas com
esse fim, como espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS, do inglés Small Angle X-Ray
Scattering), espalhamento de néutrons a baixo angulo (SANS, do inglés Small Angle Neutron
Scattering), espalhamento de luz dindmico (DLS, do inglés Dinamic Light Scattering),
ressonancia magnética nuclear (NMR, do inglés Nuclear Magnetic Resonance) e microscopia
de transmisséo de elétrons (TEM, do inglés Transmission Electron Microscopy). Essas
técnicas fornecem informac6es sobre o0 nucleo e a estrutura da monocamada de surfactante ou
surfactante/co-surfactante na interface das fases, distribuicdo de tamanho das particulas
dispersas, polidispersédo, agregados de goticulas e suas dindmicas de difusdo, bem como sobre
a taxa de troca inter-goticulas e fluidez da monocamada.

Ainda outros métodos, e.g. medidas de condutividade, viscosidade, coeficiente de
difusdo, tensdo interfacial, permissividade dielétrica e turbidez, sdo utilizados para que se
tenha uma melhor compreensao das propriedades condutoras, bem como de reacdes quimicas

e processos de transferéncia de massa que ocorrem nas microemulsdes.” "

2.4.3 Microemulsoes Livres de Surfactante

As microemuls@es, sejam elas do tipo dgua em éleo (ME A/O), 6leo em agua (ME
O/A) ou bicontinuas (ME BC), tém sido largamente estudadas nos ultimos anos, pois além de
diminuir custos e consumo de solventes organicos, possibilitam medidas eletroquimicas, ja
gue aumentam a condutividade do meio e diminuem a viscosidade, 0 que causa um
decréscimo na resisténcia elétrica da solucdo.%®’® Uma representacdo simplificada das

goticulas de microemulsdes agua em éleo e 6leo em agua é mostrada na Figura 8.
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Figura 8. Representacdo esquematica: (A) Microemulsdo agua em 6leo, (B) Microemulsdo

6leo em agua (adaptado).”™

No entanto, as microemulsdes podem ser formadas também na auséncia de
surfactantes tradicionais pela mistura de 6leo, 4gua e um "anfi-solvente". Nesse caso, sdo
chamadas "microemulsdes livres de surfactantes” (SFMEs). Estudos eletroquimicos em
microemulsdes tradicionais, realizados pelo nosso grupo de pesquisa, mostraram que O
surfactante presente na microemulsdo pode ser adsorvido na superficie do eletrodo de
trabalho,”” causando um decréscimo na corrente faradaica, razdo pela qual foram iniciados
testes em microemulsdes na auséncia de surfactante.

As SFMEs sdo compostas apenas pelas fases aquosa e oleosa e um co-surfactante,
também chamado de anfi-solvente. Hou et al’® descrevem o anfi-solvente como sendo um
solvente completa ou parcialmente miscivel com ambas as fases aquosa e oleosa.

Smith et al”® relataram, pela primeira vez, em 1977, uma SFME do tipo a4gua em 6leo
(A/O) composta de agua, hexano e n-propanol, sistema que foi considerado entdo como livre
de surfactante, uma vez que nenhum surfactante tradicional foi empregado. Mesmo sem a
presenca do surfactante, descobriu-se que as propriedades fisico-quimicas do novo sistema
eram muito similares as observadas para uma microemulsdo tradicional.’®® A formacdo de
SFMEs foi posteriormente confirmada em muitos sistemas ternarios livres de surfactantes, e
as estruturas O/A e BC, semelhantes aquelas em MEs tradicionais, foram identificadas.
Apesar disso, levou-se algum tempo para caracterizar esse novo sistema e compreender sua

estrutura interna, empregando técnicas de SAXS, SANS e DLS para este fim.

2.4.3.1 Formacédo de Microemuls6es Livres de Surfactante

As SFMEs sdo constituidas de trés componentes: componente A (agua), miscivel com

o0 componente B (um hidrétopo, composto quimico que tem a propriedade de aumentar a
solubilidade em &gua de varias substancias organicas®’ pouco soliiveis neste meio, e.g.
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n-propanol) mas imiscivel com o componente hidrofébico C (e.g. biodiesel), o qual, por sua
vez, € miscivel com o componente B. Nesse tipo de sistema, emulsfes estaveis sdao formadas
na regido bifasica, como por exemplo, ao se adicionar uma quantidade suficiente de agua em
uma mistura de n-propanol e biodiesel; esse fendomeno é conhecido como o “efeito ouzo”.®2
Vitale e Katz® nomearam de “efeito ouzo” a emulsificacio espontanea produzida quando
uma solucgdo de 6leo dissolvido em um solvente atinge a regido metaestavel, entre as curvas
binodal e espinodal, por meio da adi¢do de 4gua. O termo ouzo foi escolhido em homenagem
a bebida grega aromatizada com anis, a qual é produto de uma emulsificacdo espontanea de
anetol quando um excesso de &gua € adicionado a uma solu¢cdo homogénea concentrada
contendo agua, etanol e anetol. Ainda de acordo com Vitale e Katz, em ambos sistemas agua
em Gleo e 6leo em &gua, goticulas uniformes podem ser geradas tanto na regido ouzo como na
regido ouzo reverso (ver Figura 9); além disso, o tamanho de tais goticulas pode ser

controlado ao variar a quantidade dos componentes e temperatura.

curva binodal

regido ouzo
reverso

Figura 9. Representacdo esquematica de um diagrama de fases ternario de um sistema

genérico composto por agua (A), 6leo (O) e co-surfactante (S) (adaptado).®*

De acordo com Klossek et al,® resultados de espalhamento e simulagdo de dindmica
molecular revelaram um detalhe interessante sobre as SFMEs: agregados bem definidos em
escala nanométrica ja sdo observados na regido monoféasica, fato esse que foi chamado de

“efeito pré-ouzo”, evidenciando sua ocorréncia antes que quantidades suficientes de agua
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fossem adicionadas ao sistema. Misturas ternarias na regido pré-ouzo mostraram ser
transparentes, homogéneas e estiveis termodinamicamente, como o sdo as microemulsdes
classicas. Os agregados também apresentam estruturas similares as existentes nas
microemulsdes com surfactante, sendo formados nos trés tipos de microemulsdes conhecidas,
dependendo da natureza dos componentes e composi¢do do sistema. Assim sendo, as SFMES
mostraram ser uma alternativa promissora para as microemulsdes convencionais.®

Como consequéncia, as SFMEs atrairam a atencdo de diversos grupos de pesquisa e
foram empregadas com éxito para 0os mais diversos usos, e.g. reagdes quimicas, separacoes,
sintese de nanomateriais e liberagdo de farmacos.®88° Kayali et al*®® relataram recentemente o
uso de uma SFME composta de n-propanol, agua e um 6leo (esse podendo ser biodiesel,
limoneno ou Diesel) como combustivel alternativo para motores de combustdo; ainda em
2008, Balat et al*® também citaram o uso de microemulsdes, no entanto, tradicionais, como
possiveis combustiveis alternativos. Por outro lado, Bora et al®® publicaram um estudo
empregando acidos graxos como surfactantes ndo-idnicos em uma microemulsdo composta de
biocombustiveis derivados de Oleo da semente de Thevetia peruviana (popularmente
conhecida como chapéu-de-napoledo) que evidencia a formacdo de microemulsdes sem a
adicao de surfactantes.

A literatura reporta poucos estudos envolvendo SFMEs em comparacdo com as
microemulsdes tradicionais, o que, de acordo com Hou et al,”® deve-se & crenca erronea da
necessidade da presenca de um surfactante para a formacdo da solu¢cdo microemulsionada;
entretanto, como acima mencionado, as SFMEs apresentam tanto potencial quanto uma

microemulsdo tradicional.

2.5 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

A cromatografia, em todas as suas variantes, € um método de separacdo de
componentes de uma dada mistura, o qual depende da interacdo das moléculas entre duas
fases, chamadas de fase estacionaria e fase movel. A fase mdvel pode ser um gas, liquido ou
ainda um fluido supercritico, enquanto a fase estacionaria consiste de uma coluna preenchida
com pequenas particulas porosas esféricas ou por um liquido imiscivel com a fase mével; essa
percorre a fase estacionaria promovendo a separacdo dos compostos da mistura por meio de
interacdes quimicas ou fisicas. As técnicas cromatogréaficas sdo classificadas de acordo com a

natureza de ambas as fases e 0s mecanismos de separagéo.®?
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2.5.1 Cromatografia em Fase Gasosa

A cromatografia em fase gasosa (GC) possibilita a anélise de compostos volateis a
partir da interacdo dos analitos com a fase estacionaria e sua identificagdo e quantificacdo por
meio de um sistema de deteccdo, oferecendo alta resolucdo e boa repetibilidade nas analises.
Em GC, um gés inerte compde a fase mdvel, chamado de gés de arraste, e a fase estacionaria
pode ser um liquido ou um solido. Dentre os varios modos de GC, a técnica de GC/MS
(acoplamento com espectrometria de massas) € amplamente empregada para identificar e
quantificar componentes em Gleos e gorduras, sendo um método confiavel, rapido e de facil
manuseio.®® O acoplamento com espectrometria de massas permite a obtencdo de resultados
mais confiaveis, possibilitando a anélise de biodiesel e dleos comestiveis. Etapas de extracdo
ou pré-concentracdo das amostras?>26:94-% s3o frequentemente utilizadas, além de processos de
derivatizacdo, cuja finalidade é aumentar a sensibilidade na analise por GC.%"8 A Figura 10

mostra a representacdo esquematica de um sistema GC/gMS.

Injetor
QO
e o i
He Trap []
Gas de
affaste e lonizador
= L
{ ' L___‘_J <+——Focalizador Bt dor
‘Z\\_/v’.\;‘ . :
& r Analisador
Cromatograio gasoso Espectrometro de massa

Figura 10. Representacdo esquematica de um sistema GC com detector de espectrometria de

massas do tipo quadrupolar (qMS).*
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2.5.2 Cromatografia em Fase Liquida: HPLC e UHPLC

Na cromatografia em fase liquida (LC), a fase movel consiste em um liquido que
escoa, em uma direcdo definida, ao longo da fase estacionéria. Os analitos que interagem mais
fortemente com a fase estacionaria apresentam um tempo de eluicdo maior, enquanto que 0s
que interagem mais fracamente com a fase estacionaria apresentam um menor tempo de
eluicdo.

A HPLC ¢é uma extensdo da LC classica, revelando-se ao longo dos anos como um dos
mais eficientes métodos cromatograficos, devido a utilizacdo de altas pressbes e de fases
estacionarias constituidas por micro-particulas (3 - 10 um de diametro), possibilitando
elevada eficiéncia na separagdo.®

Existem dois modos principais de operagdo em HPLC: a fase normal e a fase reversa.
Na fase normal utiliza-se uma fase estacionaria polar (normalmente silica) para retencdo dos
analitos polares, enquanto que na fase reversa a separacdo € baseada nas forcas de atragéo
entre 0s solutos apolares e os grupos funcionais também apolares ligados a um suporte de
silica.

Assim como a GC, a técnica de HPLC também é bastante utilizada na analise de
diferentes esteres metilicos de &cidos graxos (FAMEs, do inglés fatty acid methyl esters) do
biodiesel, 2261100101 o5 quais podem ser adequadamente separados, e.g. sob elui¢do em HPLC
de fase reversa com identificagio por MS.102

A cromatografia em fase liquida de ultra alta pressdo (ou cromatografia em fase
liguida de ultra alta performance) (UHPLC, do inglés Ultra High Pressure Liquid
Chromatography) é uma técnica avancada de LC na qual sdo empregadas altas pressdes na
fase movel e que tem atraido cada vez mais atencdo devido a sua alta resolucdo. Essa técnica
se baseia nos principios de HPLC, mas com algumas diferencas que permitem uma maior
eficiéncia na separacdo. As colunas empregadas nas analises possuem comprimento reduzido,
assim como as particulas que compbem a fase estaciondria, de diametro inferior a 2 um. A
aplicacdo de pressGes mais elevadas faz com que o consumo de solventes seja relativamente
inferior em relacdo a HPLC, além do fluxo aplicado para a passagem das amostras pela fase
estacionaria poder ser mais elevado.1%

Particulas porosas com diametro menor de 2 um sdo o coracdo da UHPLC, e a
utilizacdo de tais colunas cromatograficas garantem a melhora na resolucdo, a diminuicdo dos
tempos de retencdo e o aumento na sensibilidade, além de menor consumo de solvente, sem

comprometer a andlise. O acoplamento com MS ou MS/MS possibilita detec¢do mais rapida e
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mais sensivel.141% Pyrzynska et al'®® reportam o uso dessa técnica na analise de compostos
fenolicos, em sua maior parte em alimentos e bebidas. Mahmoodani et al %7 descrevem

estudos recentes da vitamina D3 por meio de UHPLC-MS/MS.

2.6 TECNICAS ELETROANALITICAS

As técnicas eletroanaliticas encontram vasta aplicacdo em campos téo distintos como
quimica ambiental,'®® bioquimica,'% biologia molecular'' e fisico-quimicat!! visando tanto o
estudo de propriedades de certas substancias como sua quantificagdo. Tais estudos séo feitos a
partir de medidas de pardmetros elétricos como corrente, potencial, carga, condutividade,
entre outros, 0s quais estdo relacionados com a concentragdo do analito por modelos
matematicos bem estabelecidos. Uma importante caracteristica dessas técnicas, e também
grande vantagem, é a possibilidade de se realizar medidas diretamente na amostra, sem a
necessidade de etapas como a extracéo, o que Ihes confere baixo custo e diminui¢do do tempo
de analise. Outro ponto a ser considerado é a baixa sensibilidade a interferentes, ampliando
sua utilizagdo.!'?

A aplicacdo de técnicas eletroanaliticas diretamente na amostra de biodiesel €
dificultada pela alta resisténcia elétrica, elevada viscosidade e baixa condutividade elétrica do
meio. Em consequéncia, a realizacdo de medidas eletroquimicas requer a diluicdo da amostra

em um meio adequado, seja ele um solvente ou uma microemulsao.

2.6.1 Ultramicroeletrodos

A partir da década de 1960, a crescente utilizacdo de métodos eletroquimicos em
estudos de amostras bioldgicas acelerou o desenvolvimento de eletrodos cada vez menores
com a finalidade de realizar analises in vivo.

Os primeiros trabalhos empregando os chamados ultramicroeletrodos (ume), i.e.
eletrodos que possuem ao menos uma de suas dimensdes menor do que 25 um, foram feitos
no final da década de 1960 por Fleischmann!'® e colaboradores. Eles apresentam diversas
vantagens sobre o uso de eletrodos de dimensdes convencionais, tais como:

i.  As taxas de transporte de massa da superficie do eletrodo para o seio da solucéo e
desta para o eletrodo aumentam;
ii. A capacitancia da dupla camada elétrica na camada de difusdo diminui;
iii.  Devido a diminuicdo da corrente, a queda 6hmica diminui.®
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Em consequéncia, uma grande vantagem dos umes é a possibilidade de realizar
experimentos em meios altamente resistivos. Além disso, € possivel conduzir experimentos
em solugdes congeladas e, ainda, em fase gasosa. Por outro lado, sua principal desvantagem é
a menor reprodutibilidade em relacéo a eletrodos convencionais.*3

Ultramicroeletrodos podem ser construidos com formas diversas, e.g. disco, cilindro e
hemisfera e em materiais como Au, Pt e C vitreo; exibem altas densidades de corrente, mas o
mddulo da corrente é pequeno, em geral da ordem do nanoampére, em razdo da area de
dimensGes micrométricas, permitindo que o estado estacionario seja alcangcado rapidamente
mesmo na auséncia de um eletrélito suporte, o que ndo seria possivel com eletrodos de
dimensdes convencionais.'*

Como ja mencionado anteriormente, a taxa de transporte de massa por difusdo para um
ume é maior do que a observada para um eletrodo convencional e assim o0 estado estacionario
é atingido mais rapidamente. 1sso ocorre devido as pequenas dimensdes do ume (o raio de um
ume € menor do que espessura da camada de difusdo). Por outro lado, a taxa do transporte de
massa por convecgao, se comparada a por difusdo, é negligenciavel, permitindo a realizacéo
de medidas em fluxo.’#14

Sabe-se que, na auséncia de uma espécie eletroativa, a célula eletroquimica pode ser
comparada a um circuito RC em série, onde R é a resisténcia da solucéo e C é a capacitancia
da dupla camada elétrica. Ao aplicar uma diferenga de potencial (AE) durante um dado tempo

t surge uma corrente capacitiva ic, representada pela seguinte equagéo:

ic = (AE/R) exp (-t/RC) [1]

Caso a solucdo em estudo contenha uma espécie eletroativa, ter-se-4 o aparecimento
de uma corrente faradaica ir, resultando em uma corrente total ir + ic. Alcangado o estado
estacionario, ir torna-se diretamente proporcional ao raio de um eletrodo de disco e ao
quadrado da corrente capacitiva, i.e. em comparacdo a um eletrodo convencional, a razéo
(ir/ic) é maior em um ume, possibilitando a realizacdo de analise de tracos e o estudo de

reacdes rapidas.’

2.6.2 Microeletrodos de Fibra de Carbono

Outro tipo de eletrodo micrométrico empregado em eletroanalise é o de fibra de

carbono (CFM, do inglés carbon fiber microelectrode). As fibras de carbono sdo utilizadas

42



em diversos setores, como a inddstria automobilistica e materiais esportivos, tendo crescido
seu uso em medidas eletroquimicas desde a década de 1980.11%17

As caracteristicas e vantagens sobre os eletrodos convencionais sdo as mesmas dos
umes, ou seja, dimensdes da ordem de 100 nm, podendo ser utilizados em microssistemas e
também in vivo. A fibra de carbono é o material mais empregado para sua fabricacdo, em
razdo do baixo custo e alta acessibilidade, sendo os principais materiais precursores o rayon, a
poliacrilonitrila e o piche de petrleo.!t>!16118 Ags propriedades das fibras de carbono, como
resisténcia mecanica, forca de tensdo e estrutura, dependem do material de origem e do
processo de fabricacdo. Alguns modelos estruturais sdo apresentados na Figura 11.

RADIAL CIRCULO RANDOMICA
CONCENTRICO

Figura 11. Modelos estruturais de fibras de carbono (cortes transversais) (adaptado).%®

As fibras de carbono séo classificadas de acordo com o grau de orientacdo das
camadas de grafeno na direcdo axial das fibras. Sendo assim, as fibras sdo denominadas de
alto, médio e baixo mddulo, e classificadas entdo como tipos I, 11 e 1, respectivamente. As
fibras de tipo Il sdo empregadas na fabricacdo de avides e carros de corrida, as de tipo IlI
como material de enchimento em plasticos (ndo apresentam boas propriedades mecanicas) e
as de tipo | na industria automotiva e em pesquisas cientificas, especialmente na area de
eletroanalitica. 1sso se deve ao melhor ordenamento das cadeias de carbono, o que resulta em
uma menor resisténcia elétrica. Devido a suas pequenas dimens@es, as fibras de carbono
podem ser utilizadas na construcdo de ultramicroeletrodos; além disso, a presenca de grupos
funcionais na superficie das fibras permite a fabricacdo de eletrodos quimicamente
modificados e de biossensores.!®

Jennings!® e colaboradores foram pioneiros na aplicagio analitica das fibras de
carbono ao reportar 0 uso de carbono vitreo e das fibras em titulagdes coulométricas de iodo.
O interesse no emprego desses eletrodos em medidas eletroquimicas cresceu no fim da década
de 1970 com a publicagdo de trabalhos de Armstrong-James e Millar,}?° em 1979, e de

Cespuglio e colaboradores,*?* em 1981, ambos em analise de tecido cerebral.
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Atualmente, a literatura reporta diversos estudos in vivo,'?> em particular em
neurociéncias, na deteccdo dos mais diversos compostos, e.g. dopamina'?®1?® e 4cido
ascorbico.?? Eles tém sido utilizados também para deteccdo de metais em sistemas ecoldgicos
e ambientais,'?®!2” bem como na determinagdo de ferro em amostras de vinho.*?® Como dito
anteriormente, CFMs encontram aplicacdo em meios resistivos como o biodiesel; no entanto,
de nosso conhecimento, nenhum trabalho nesse sentido se encontra presentemente na

literatura.

2.6.3 Técnicas Eletroquimicas de Analise

Geralmente, os métodos voltamétricos fazem uso de uma célula eletroquimica, dentro
da qual é colocada a solucéo a ser analisada, associada a trés eletrodos: o eletrodo de trabalho,
0 contra-eletrodo (ou eletrodo auxiliar) e o eletrodo de referéncia. O eletrodo de trabalho €
polarizado por meio da aplicagdo de uma diferenca de potencial entre ele o eletrodo de
referéncia, em um intervalo de tempo constante; a corrente que circula entre o contra-eletrodo
e o eletrodo de trabalho € entdo registrada e o sinal aparece na forma de um voltamograma.

Dentre as diferentes técnicas eletroquimicas existentes, as mais comumente usadas e
reportadas sdo a cronoamperometria e as voltametrias ciclica, de pulso diferencial e de onda
quadrada, sendo as duas ultimas empregadas no presente estudo por apresentarem melhor

sensibilidade em relacdo a outras técnicas voltamétricas.

2.6.3.1 Voltametria de Pulso Diferencial

A voltametria de pulso diferencial (DPV) é uma técnica que consiste na aplicacdo de
pulsos de igual amplitude (cujos valores podem variar de 10 a 100 mV) sobre uma rampa
linear de potencial, medindo-se a corrente antes e depois do pulso aplicado. Tal procedimento
permite a compensacao da corrente capacitiva, uma vez que seus valores nos dois pontos em
gue a corrente € amostrada sdo muito proximos. A primeira corrente é subtraida da segunda e
a diferenca é plotada versus o potencial aplicado, gerando um voltamograma que mostra 0s
picos da corrente, em que a altura de cada pico € diretamente proporcional a concentracdo do
analito e o potencial de pico pode ser empregado para identificar espécies. Devido a
compensacdo da corrente capacitiva ao registrar as diferencas de corrente, a sensibilidade da
DPV ¢ significativamente maior, podendo-se obter limites de deteccdo da ordem de 107 a

108 mol L. Além disso, a diferenca necessria entre os potencias de pico para a
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determinacdo simultanea de duas espécies eletroativas pode ser de 50 a 100 mV, ao passo que
na voltametria classica tal diferenca deve ser de, ao menos, 200 mV. 2°

A Figura 12 mostra o sinal de excita¢do potencial x tempo, em que a corrente € medida
antes (em 1) e depois (em 2) da aplicacéo do pulso.

Intervalo
entre pulsos Largura de pulso
— — | — |
S > i
c
o '/FL—J
,d

Tempo

Figura 12. Representagdo do sinal de excitacdo potencial x tempo para DPV (adaptado).*?®

2.6.3.2 Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV) é uma técnica na qual uma onda composta de
uma onda quadrada simétrica, sobreposta sobre uma rampa de potencial em forma de degraus,
é aplicada no eletrodo de trabalho, de tal maneira que o pulso direto da onda quadrada
coincida com o inicio do degrau da rampa e o0 pulso reverso coincida com a metade da etapa
da rampa em degraus. A corrente é entdo medida duas vezes em cada ciclo de onda quadrada,
no final do pulso direto e no final do pulso reverso, e a subtracdo da corrente reversa da
corrente direta é entdo plotada versus o potencial aplicado, sendo diretamente proporcional a
concentracdo do analito. Do mesmo modo que em DPV, a técnica de SWV discrimina a
corrente capacitiva em razdo de sua diminui¢do mais rapida do que a corrente faradaica, além
da amostragem da corrente ser feita perto do final da duragio do pulso.?®

Essa técnica voltamétrica permite que sejam realizados experimentos de forma mais
rapida em comparacdo com DPV, com sensibilidade semelhante ou melhor, pois também
ocorre discriminacdo da corrente capacitiva. Ainda, a SWV é uma técnica que apresenta
limites de detec¢do comparaveis aos das técnicas cromatograficas e espectroscopicas, sendo,

junto da DPV, mais sensiveis do que outros métodos voltamétricos.!!?
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A Figura 13 mostra os voltamogramas tedricos associados a um sistema reversivel e

um sistema irreversivel, com as correntes direta, reversa e resultante.

1 2
resultante
]
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reversa
0
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Figura 13. Representacdo esquematica dos voltamogramas de onda quadrada: (1) Processo
redox de um sistema reversivel, (2) Processo redox de um sistema irreversivel (adaptado). No

eXGmp|0, |resu|tante = [ldireta - ('lreversa)]-112

A literatura reporta 0 uso de diversas técnicas eletroanaliticas na determinacdo de
antioxidantes sintéticos e naturais, e.g. voltametria de onda quadrada com eletrodo gotejante
de mercdrio em tampdo Britton-Robinson e surfactante Triton X-100 e a técnica de
voltametria linear com eletrodo de pasta de carbono, no mesmo tampdo e em presenca de
surfactantes.’®>!3! J4 na determinagdo simultinea de BHA e TBHQ, foram empregados
métodos amperométricos em eletrodo de diamante dopado com boro,” de carbono vitreo!3? e
em eletrodo impresso de nanotubo de carbono utilizando CTAB.132 Chylkova et al®* relataram
a determinacéo de BHT empregando eletrodo de ouro em meio isopropanol e Caramit et al*34
empregaram eletrodos modificados com nanotubos de carbono na determinacdo de TBHQ,
PG e BHA.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

As amostras de biodiesel empregadas nos experimentos foram:

i. Biodiesel de d6leo de soja sem adicdo de antioxidantes sintéticos, cedido por usina do
municipio de Passo Fundo, Rio Grande do Sul, Brasil;

ii.  Biodiesel de 6leo residual de fritura (canola e girassol), puro e com adi¢do de BHT
entre 600 e 800 mg L, segundo o fornecedor, cedido por usina do municipio de
Barnawartha, Victoria, Australia.

Utilizaram-se os seguintes reagentes: diclorometano (DCM) grau GC (Merck KGaA),
agua deionizada em sistema Milli-Q (Millipore), metanol (SupraSolv), acido acético (100%
v/v) (Sigma Aldrich), fenol (AnalaR, BDH Laboratory Supplies), p-xileno (Sigma Aldrich,
99%) e uma mistura de 37 componentes de FAMEs (47885-U, Sigma-Aldrich) 10 g L™* de
concentracdo total (ndo individual) diluidaa 1 g L™ com DCM.

Os antioxidantes usados foram TBHQ (Fluka, > 98%), BHT (Fluka, > 99%), BHA
(Sigma-Aldrich, > 98 %) e PG (Sigma-Aldrich, > 98%).

Outros reagentes empregados foram: n-propanol (Sigma-Aldrich, > 99,9%),
tetrafluoroborato de tetra-n-butilaménio (N(Butyl)sBF4) (Merck, grau sintese), perclorato de
tetra-hexilaménio (N(Hex)sClOs) (Acros, 99%), ferroceno (Aldrich, 98%), etanol (Acros,
99%) e agua deionizada em sistema Milli-Q (Millipore).

Medidas por voltametria de pulso diferencial (DPV) foram realizadas em célula
convencional de trés eletrodos empregando, alternativamente, como eletrodo de trabalho, o
CFM tipo | (Radiometer) e ultramicroeletrodos de Pt e de Au (EG&G PAR, Princeton
Applied Research, Wellesley, MA, USA), ambos com raio de 5 um, ¢ dois fios de Pt como
contra-eletrodo e eletrodo de quasi-referéncia, respectivamente.

Os experimentos com ume de Pt foram realizados em célula convencional e
conduzidos em um potenciostato/galvanostato HJAUTOLAB TYPE Ill. J& as medidas
empregando ume de Au e CFM foram realizadas em uma micro célula, utilizando-se um
potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT 30. Os dados foram adquiridos pelo
software GPES (General Purpose Electrochemistry Software) e o tratamento dos

voltamogramas obtidos foi feito pelo software Origin 8.0®.
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Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente em gaiola de Faraday, de
modo que ndo houvesse interferéncias eletromagnéticas nos sinais de corrente elétrica

medidos.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Preparo de Amostras e Solugdes-Padréo

3.2.1.1 Voltametria de Pulso Diferencial em ume de Pt

O etanol foi utilizado como diluente do biodiesel por ser um solvente de baixa
toxicidade e por reduzir custos de analise. Inicialmente, o comportamento eletroquimico dos
antioxidantes PG e TBHQ foi investigado em etanol puro contendo 0,20 mol L de
N(Hex)4ClO4 como eletrdlito suporte, na faixa de 10* a 10 mol L.

Uma mistura de biodiesel:etanol na proporcéo 1:1 (v/v) foi utilizada como meio de
estudo em todos os experimentos. Da mesma forma, todas as amostras e soluces-estoque de
TBHQ 0,12 mol L™ e PG 0,01 mol L foram preparadas em biodiesel:etanol 1:1 (v/v).

Para a construgdo das curvas de calibracdo, foram adicionadas aliquotas das solucdes-
estoque de TBHQ e PG na célula eletroquimica contendo 10 mL da mistura biodiesel:etanol
1:1 (v/v) e 0,02 mol L* de N(Hex)4ClOa. Para cada antioxidante foram preparadas amostras
para calibragdo, na faixa de 1,20x103 a 8,90x10° mol L™ para TBHQ e de 8,60x10* a
4,90x107 mol L para PG. Foram realizadas medidas por DPV na faixa de potencial de 0,000
a 1,200 V, a uma velocidade de varredura de 5 mV s*, amplitude de 50 mV e largura de pulso
de 50 ms.

A interferéncia matua entre TBHQ e PG foi investigada por DPV em ume de Pt, com
adicOes sucessivas de quantidades apropriadas das solugdes-estoque dos antioxidantes a
solucdo biodiesel:etanol, empregando o0s parametros de analise acima descritos.
Voltamogramas de amostras contendo 3,40x10° mol L de PG e diferentes concentragdes de
TBHQ (de 1,20x10° a 8,90x10 mol L) foram obtidos; do mesmo modo, a concentragéo de
TBHQ foi fixada em 4,30x10° mol L? variando a concentracdo de PG (de 9,30x10* a
7,00x10° mol L?).

A validacdo do método foi feita por meio da adicdo simultdnea de quantidades
conhecidas de TBHQ e PG a solugdo de biodiesel:etanol contendo 1,20x10° mol L? de

TBHQ e 9,40x10* mol L de PG. Foram feitas dez repeticdes por DPV para quantificar os
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antioxidantes usando o método de adicdo de padrdo. A recuperacdo foi calculada por
deconvolucéo, por meio da razéo entre o valor determinado a partir dos voltamogramas de
adicdo de padréo, obtidos por deconvolucéo, e o valor de referéncia, i.e. o valor previamente
adicionado a amostra.

O software Origin 8.0%° foi empregado no procedimento matematico de deconvolugio
para a determinacdo simultanea de TBHQ e PG. Ap0s subtracdo da corrente de fundo de
todos os voltamogramas, aplicou-se a ferramenta Analysis-Fit Multi-Peaks para selecionar o
namero de picos e 0s potenciais de pico.

Com o intuito de aumentar a reprodutibilidade das medidas, o ume de Pt foi limpo por
imersdo em solucdo de H>SOs concentrado antes de cada conjunto de experimentos,
diariamente, em banho ultrasbnico, durante 5 minutos, sendo em seguida enxaguado
abundantemente com agua Milli-Q. Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em

temperatura ambiente e na presenca de oxigénio dissolvido.

3.2.1.2 Caracterizacdo da SFME

Inicialmente, foi construido o diagrama de fases ternario partindo-se da SFME em
estudo, cuja proporcdo de biodiesel, n-propanol e agua Milli-Q era de 18% (m/m), 71% (m/m)
e 11% (m/m), respectivamente.

Para as medidas de condutividade, foi preparado um conjunto de SFMESs nos quais 0
teor de agua foi mantido constante em 11%, variando-se 0s teores de biodiesel e n-propanol.
Também foi preparado um conjunto de SFMEs nos quais a razdo de biodiesel:n-propanol
(Rer) foi mantida constante em 1:4, variando-se o teor de agua. As condutividades foram
medidas em um condutivimetro Metrohm Conductivity Module 856, com constante de célula

1,02 cm?, a uma temperatura de 25°C.

3.2.1.3 Voltametrias de Pulso Diferencial e de Onda Quadrada em CFM

Nos experimentos empregando o CFM como eletrodo de trabalho foi utilizado como
meio solvente uma microemulsdo livre de surfactante (SFME) composta de biodiesel,
n-propanol e agua Milli-Q na proporcdo de 18% (m/m), 71% (m/m) e 11% (m/m),
respectivamente. Os antioxidantes BHT e TBHQ foram investigados na SFME contendo

0,02 mol L de N(Butyl)4aBF4 como eletrélito suporte.
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As solugbes-padrdo de TBHQ e BHT foram preparadas individualmente na SFME,
sob agitacdo para melhor dissolver os antioxidantes, na concentracdo 1,20x10 mol L cada.

Para os experimentos por DPV, foi empregada a faixa de potencial entre 0,000 e
1,000 V, a uma velocidade de varredura de 5 mV s, pulso com 10 mV de amplitude e 50 ms
de largura. J& para os experimentos por SWV, a faixa de potencial utilizada foi de 0,000 a
1,300 V a uma frequéncia de 100 Hz e amplitude de 0,100 V.

3.2.1.4 Voltametria de Pulso Diferencial em ume de Au

Utilizou-se como meio solvente a SFME composta de biodiesel, n-propanol e agua
Milli-Q na proporgdo de 18% (m/m), 71% (m/m) e 11% (m/m), respectivamente.
Primeiramente, o comportamento eletroquimico dos antioxidantes TBHQ e BHT foi
investigado em n-propanol puro contendo 0,02 mol L* de N(Butyl)sBFs, na faixa de
concentracdes de 10 mol L2,

Neste caso, solu¢des-estoque de TBHQ e BHT foram preparadas por dissolugéo dos
antioxidantes em n-propanol, nas concentracdes de 2,40x102 e 1,80x102 mol L7,
respectivamente. Os graficos de calibracdo dos antioxidantes foram obtidos por meio da
adicao de aliquotas adequadas das solugdes-estoque a célula eletroquimica contendo 10 mL
da SFME e 0,02 mol L de N(Butyl)sBF4. Um conjunto de amostras foi preparado para cada
antioxidante nas faixas de 1,20x10* a 2,40x10* mol L* para TBHQ e de 9,10x10° a
3,55x10* mol L™ para BHT. Medidas por DPV foram realizadas na faixa de potenciais de
0,000 a 0,850 V, a uma velocidade de varredura de 5 mV s?, amplitude de 10 mV e largura de
pulso de 50 ms.

A interferéncia mitua de ambos antioxidantes foi investigada também por DPV, com
quantidades apropriadas das solugdes-estoque adicionadas sucessivamente a célula
eletroquimica contendo 10 mL da SFME, empregando os pardmetros de andlise acima
descritos. Foram registrados voltamogramas de amostras contendo 3,50x10* mol L de
TBHQ e diferentes concentracdes de BHT (de 8,75x10° a 6,55x10* mol L1). Em seguida, a
concentracdo do BHT foi fixada em 3,50x10* mol L com variacdo das concentracdes de
TBHQ (de 5,75x10° a 4,45x10* mol L™Y).

A validacdo do método foi feita por meio da adicdo simultdnea de quantidades
conhecidas de TBHQ e BHT & SFME, de 6,00x10° a 4,45x10* mol L* e de 4,55x10° a
3,35x10* mol L, respectivamente. Foram feitas dez repeticGes por DPV para quantificar os
antioxidantes usando o método de adicdo de padrdo. A recuperacdo foi calculada por meio da
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razdo entre o valor determinado a partir dos voltamogramas de adigdo de padréo, obtidos por
deconvolugdo, e o valor de referéncia, i.e. o valor previamente adicionado a amostra.

O software Origin 8.0%° foi empregado no procedimento matematico de deconvolugio
para a determinacdo simultanea de TBHQ e BHT. Apds subtracdo da corrente de fundo de
todos os voltamogramas, aplicou-se a ferramenta Analysis-Fit Multi-Peaks para selecionar o
namero de picos e 0s potenciais de pico.

Com o intuito de aumentar a reprodutibilidade das medidas, o0 ume de Au era
diariamente limpo antes de cada conjunto de experimentos por imersdo em solucdo de H>SO4
concentrado durante 5 minutos em banho ultrasénico, sendo em seguida enxaguado
abundantemente com agua Milli-Q. Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em

temperatura ambiente e na presenca de oxigénio dissolvido.

3.2.2 Analises Cromatograficas

3.2.2.1 Analise por GC/gMS

As amostras de biodiesel de 6leo residual de fritura puro, comercial (600 - 800 mg L
de BHT, conforme fabricante) e fortificado conjuntamente com BHA, BHT, TBHQ e PG
(700 mg L cada) foram analisadas usando um sistema Agilent 7890A GC-5975C qMS com
uma coluna de baixa polaridade Agilent HP-5ms (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um espessura) e
injetor convencional split/splitless. O padréo interno utilizado foi o fenol.

O programa de temperatura do forno iniciou em 40 °C (por 2 minutos), sendo
aquecido até 180 °C a uma taxa de 10 °C min (por 0 minutos) e até 300 °C a uma taxa de
30 °C min* (por 10 minutos). As amostras (1 pL) foram injetadas a 300 °C com split ratio
(razdo da divisdo de fluxo) de 1:50 para as amostras de biodiesel e 1:10 para os padrdes. O
fluxo do gas carreador (He) foi 1,5 mL min. A temperatura da fonte de ions foi ajustada em
230 °C e a voltagem da ionizacdo por elétrons foi 70 eV. Os espectros de massa foram
adquiridos em uma faixa entre 50 e 450 Da e a identificacdo dos compostos foi feita por

comparacdo desses espectros com aqueles contidos na biblioteca NIST11.

3.2.2.2 Analise por HPLC-UV

As amostras de biodiesel de 6leo residual de fritura puro, comercial (600 - 800 mg L
de BHT, conforme fabricante) e fortificado conjuntamente com BHA, BHT, TBHQ e PG
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(700 mg L cada) foram analisadas a 25 °C em um sistema Agilent 1220 Infinity LC DAD
empregando uma coluna de fase reversa C18 (Grace Alltech Alltima 250 mm x 4,6 mm i.d. x
5 um particula) ou coluna fenilica Zorbax SB-Phenyl (StableBond Analytical 250 mm x
4,6 mm i.d. x 5 um particula). Solucdes de &cido acético 0,1% (v/v) em &gua e metanol foram
utilizadas como fases moveis A e B, respectivamente. Como padrdo interno empregou-se,
alternativamente, p-xileno e fenol.

Para a coluna C18, o gradiente de eluigdo iniciou a 50% (v/v) da fase mdvel B por 3
minutos aumentando linearmente até 90% (v/v) de B. A porcentagem da fase movel B foi
mantida por 21 minutos, aumentando até 100% (v/v) de B por 6 minutos. A coluna foi
mantida em equilibro a 50% (v/v) de B por 2 minutos antes da injecdo seguinte, resultando
em um tempo total de analise de 32 minutos. Aliquotas de 10 pL das amostras foram injetadas
em um fluxo de 1 mL min™.

Para a coluna fenilica, o gradiente de eluigdo iniciou em 50% (v/v) da fase mdvel B
por 17 minutos e entdo aumentou linearmente para 100% (v/v) de B. A porcentagem da fase
movel B foi mantida por 13 minutos. A coluna foi mantida em equilibro a 50% (v/v) de B por
5 minutos antes da injecdo seguinte, resultando em um tempo total de analise de 35 minutos.
Aliquotas de 5 pL das amostras foram injetadas em um fluxo de 0,6 mL min™.

Para todas as analises, as amostras foram diluidas 20 vezes em metanol. Os
comprimentos de onda escolhidos foram 254, 260, 270, 280, 285, 290, 295 e 300 nm
(comprimento de banda de 2 nm; referéncia desligado).

Na aquisicdo e processamento dos dados foi empregado o software Agilent
MassHunter e em sua visualizagdo foram usados os programas Microsoft Excel 2007 e Origin
8.0®. Os componentes do biodiesel foram identificados por comparagdo de seus espectros de

massas com os dos documentos na biblioteca NIST11.

3.2.2.3 Analise por UHPLC-ESI-Orbitrap/MS

SolucBes padrdo preparadas a partir de uma mistura de 37 componentes de FAMES
(47885-U, Sigma-Aldrich), 10 g L de concentracéo total, diluida a 1 g L™ com DCM e
amostras de biodiesel de déleo residual de fritura foram analisadas por UHPLC acoplada com
um espectrémetro de massas do tipo Orbitrap Q-Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific)
equipado com fonte de ionizacdo eletrospray aquecida (HESI, do inglés heated electrospray
ionisation source), bomba bindria, autoinjetor e Orbitrap Quadrupolo. Uma coluna fenilica

Zorbax SB-Phenyl (StableBond Analytical 250 mm x 4,6 mm i.d. x 5 um particula) foi
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utilizada nas anélises. A mesma temperatura e sistema de fase movel usados nas analises por
HPLC-UV foram aqui empregados. O fluxo foi 0,30 mL mint e o volume de injecdo 15 pL.
A fonte HESI foi operada em ambos 0s modos positivo e negativo. As condi¢bes da fonte
foram gas de bainha 35, gas auxiliar 10, gés de varredura 0, voltagem do spray 3,0 kV,
temperatura do capilar 320 °C e temperatura do aquecedor do gas auxiliar 300 °C. O MS foi
operado em ambos 0s modos positivo e negativo em full scan (de 50 a 400 m/z) aplicado com
as seguintes variagdes dos parametros MS: resolucéo de 70 000 FWHM, alvo AGC de 1 x 10°
e tempo maximo de injecdo de 200 ms. O sistema foi calibrado diariamente, antes das
analises, para ambos 0s modos, positivo e negativo.

Sistemas Agilent OpenLAB CDS (ChemStation Edition) para LC e LC/MS e
Microsoft Excel 2007 foram utilizados para visualizacdo de dados. O software Xcalibur
3.0.63 (Thermo Fisher) foi empregado para ajustes dos parametros de corrida do instrumento
e para analise de dados. O software Trace Finder 3.0 (ThermoFisher) foi utilizado para

identificacdo, confirmacéo e quantificacdo empregando o programa Microsoft Excel 2007.

3.2.3 Estudo da Estabilidade do Biodiesel

Um total de 27 amostras de biodiesel comercial de 6leo residual de fritura (600 -
800 mg L de BHT, conforme fabricante) foram expostas, concomitantemente, a temperatura
ambiente, ar e luz solar por diferentes periodos, variando de 0 a 8 semanas (trés replicatas
para cada semana). O mesmo conjunto também foi preparado tanto para amostras de biodiesel
de dGleo residual de fritura puro como fortificado com os quatro SPAs testados, com
concentracéo de 700 mg L cada.

Todas as amostras foram diluidas 20 vezes em metanol, de modo a conter entre 30 e
40 mg L de cada antioxidante, e posteriormente caracterizadas por HPLC-UV. As analises
das amostras eram feitas semanalmente, apds a coleta de cada conjunto correspondente a
semana a ser analisada. O experimentou visou avaliar a degradacao dos ésteres do biodiesel

na auséncia e presenca de SPAs, bem como a propria estabilidade dos antioxidantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDOS ELETROQUIMICOS

4.1.1 Determinacdo e Quantificagdo Simultdnea de TBHQ e PG em Meio Etandlico
Empregando ume de Pt como Eletrodo de Trabalho

4.1.1.1 Comportamento do Meio Solvente

O etanol é classificado como um solvente prético, cuja permissividade, €, é 24,55 ¢ a
viscosidade, 1, é 1,078 cP;1*>13¢ sua oxidag&o eletroquimica tem sido amplamente investigada
nas Ultimas décadas por meio de eletrodos de Pt em meio aquoso, principalmente por métodos
voltamétricos.™®’

Sabe-se que, durante o processo de transferéncia de elétrons, a interacdo das moléculas
do solvente com espécies eletroativas dissolvidas altera sua capacidade de doar ou receber
elétrons. Assim sendo, parametros eletroquimicos de um par redox podem ser modificados em
funcédo da natureza do solvente.

No presente estudo, experimentos por DPV realizados em etanol puro contendo
0,20 mol L de N(Hex)4ClOs como eletrélito suporte apresentaram uma pequena onda em
torno de 0,700 V (mostrada na Figura 14, curva a), provavelmente devido a oxidacdo do
proprio solvente, a qual ocorre em potencial proximo do potencial de oxidacdo do TBHQ. As
curvas b - f da Figura 14 mostram uma relacdo linear entre a concentracdo do TBHQ e a

corrente.
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Figura 14. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Pt (r = 5 pum) de etanol contendo
0,20 mol L de N(Hex)4ClO4: (a) Auséncia de TBHQ; (b - f) Presenca de concentracdes
crescentes de TBHQ. Faixa de potencial entre 0,000 V e 1,000 V, velocidade de varredura de
5 mV s?, amplitude de 10 mV e largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia

em Pt.

Devido a viscosidade do biodiesel ser mais elevada do que a do etanol, a magnitude do
pico da diferencial de corrente de oxidacdo do TBHQ é cerca de dez vezes menor em meio

biodiesel:etanol do que em etanol puro, como observado nos voltamogramas seguintes.
4.1.1.2 Curvas de Calibracao para TBHQ e PG

De forma geral, a oxidacdo de compostos fendlicos da origem a radicais fenoxil
instaveis que, posteriormente, podem ser oxidados a quinonas ou reagir entre si formando
dimeros, os quais prontamente se polimerizam em compostos poliaromaticos.**813 Além
disso, radicais fenoxil sdo capazes de interagir entre si ou com outros monémeros fenolicos,
gerando um filme isolante de forte aderéncia, que pode passivar a superficie do eletrodo de
trabalho.'®14% No entanto, ndo foi observada passivacdo da superficie do eletrodo de Pt nos
experimentos realizados no presente estudo. Tal comportamento pode ser atribuido a adsorcéo
de moléculas polares dos ésteres do biodiesel sobre a Pt por meio da porcdo carbonilo,

dificultando assim a deposicdo de dimeros e polimeros sobre a superficie do eletrodo.141:142
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Durante experimentos para averiguar a oxidagdo do PG em microemulsdes e em
solugdes contendo surfactantes, Szymula et al**® observaram que a adicio de surfactantes ao
sistema influenciava tanto o potencial de oxidacdo como a corrente de pico. Os filmes de
surfactantes anidnicos e ndo-ibnicos formados na interface eletrodo/solu¢do dificultam a
transferéncia de elétrons, diminuindo assim a taxa de transferéncia de carga na oxidacdo do
PG.

A Figura 15 mostra os voltamogramas obtidos para a oxidacdo do PG apds a subtracao
da corrente do branco. E possivel observar um potencial de pico (Ep), de aproximadamente
0,710 V (curva a), o qual é deslocado para potenciais ligeiramente mais positivos com
concentragcfes mais elevadas do antioxidante, comportamento esse atribuido ao carater
irreversivel dos processos de oxidacdo de compostos fendlicos.'** Ao mesmo tempo,
provavelmente ocorre adsorcdo de moléculas de biodiesel na superficie do eletrodo de
trabalho, de modo que a oxidacdo do PG ocorre em potenciais mais positivos quando em
concentragdes maiores. O pico visualizado em aproximadamente 0,300 V diz respeito,

provavelmente, a oxidacdo do proprio solvente sobre a Pt.
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Figura 15. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Pt (r = 5 um) de biodiesel:etanol
1:1 (v/v) contendo 0,02 mol L de N(Hex)sClO4: (a - f) Concentracdes de PG variando de
8,60x10* mol Lt a 4,90x10 mol L. Faixa de potencial entre 0,000 V e 1,200 V, velocidade
de varredura de 5 mV s, amplitude de 10 mV e largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e

quasi-referéncia em Pt.
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A Figura 16 mostra a curva de calibragdo obtida para o PG, podendo ser vista uma
relagéo linear entre a intensidade de corrente e a concentragdo do antioxidante na faixa de
8,60x10* a 4,90x10° mol L.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados usando as

seguintes formulas:
LD = (3xSy)/b [2]
LQ = (10xSp)/b [3]
em que Sp é 0 desvio padrdo de dez replicatas do branco e b é a inclinacdo da curva
analitica.
Os valores obtidos para LD e LQ foram 1,70x10* mol L e 5,70x10* mol L7,
respectivamente; o valor para a sensibilidade foi 1,40x10® A L mol* e para o coeficiente de

correlacdo r foi 0,9930. O pequeno desvio da linearidade para concentracGes mais elevadas de
PG, observado na Figura 16, ja foi previamente reportado na literatura.'*®
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o 1 2 3 4 5
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Figura 16. Curva de calibracdo para quantificacdo individual de PG em biodiesel:etanol 1:1

(v/v) de acordo com a Figura 15.

A Figura 17 mostra voltamogramas de pulso diferencial para a quantificacdo
individual do TBHQ apds a subtracdo da corrente do branco. Observa-se um E, de 0,600 V, o
qual é deslocado para potenciais mais positivos apds sucessivas adi¢cbes do antioxidante,
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assim como observado para 0 Ep, do PG. Com as adigdes sucessivas de TBHQ, na faixa de

1,20%x10° a 8,90x10° mol L™, ocorre um aumento linear da corrente medida.

0,141
0,121
0,104
0,081
0,061
0,041
0,021
0,004

_0,02 T L T 5 T % T % T ' T L T '
00 02 04 06 08 1,0 1,2

E/V

| / nA

Figura 17. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Pt (r = 5 um) de biodiesel:etanol
1:1 (v/v) contendo 0,02 mol L de N(Hex)sClOs: (a - h) Concentragdes de TBHQ variando de
1,20x10° mol L a 8,90x10 mol L. Faixa de potencial entre 0,000 V e 1,200 V, velocidade
de varredura de 5 mV s, amplitude de 10 mV e largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e

quasi-referéncia em Pt.

A Figura 18 mostra a curva de calibracdo obtida para o TBHQ); nota-se a relagéo linear
entre a intensidade do pico diferencial da corrente e a concentracdo do antioxidante na faixa
de 1,20x10° mol L a 8,90x10° mol L. Ambos LD e LQ foram calculados por meio das
formulas 2 e 3, obtendo-se valores de 2,10x10* e 7,00x10* mol L?, respectivamente; a

sensibilidade foi 1,45x10® A L mol? e o coeficiente de correlacéo r foi 0,9970.
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Figura 18. Curva de calibracdo para quantificacdo individual de TBHQ em biodiesel:etanol
1:1 (v/v) de acordo com a Figura 17.

Ao comparar 0s voltamogramas apresentados nas Figuras 15 e 17 pode-se observar
que o deslocamento do potencial para valores mais positivos com concentracGes crescentes de
antioxidante é mais significativo para o PG do que para 0 TBHQ. Esse comportamento € um
indicio dos diferentes graus de irreversibilidade, bem como da influéncia da adsorcdo do
biodiesel na superficie do eletrodo, o que dificulta a transferéncia de elétrons, como ja

mencionado anteriormente.
4.1.1.3 Andlise da Interferéncia Mutua entre TBHQ e PG

Com o intuito de avaliar a extensdo da interferéncia mutua entre ambos antioxidantes,
foram realizadas varreduras de DPV em amostras contendo tanto 3,40x10° mol L de PG e
diferentes concentracbes de TBHQ como 4,30x10° mol L? de TBHQ e diferentes
concentracdes de PG.

Apos a subtracdo da corrente do branco, dois picos de oxidacdo bem definidos foram
observados. O TBHQ apresentou um Ep em aproximadamente 0,630 V, enquanto o PG em
cerca de 0,880 V (vistos nas Figuras 19 e 20, respectivamente), resultando em uma separacao
de 250 mV entre os potenciais, 0 que possibilita a identificacdo e quantificacdo simultanea

dos dois antioxidantes em biodiesel.
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Figura 19. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Pt (r = 5 pum) de biodiesel:etanol
1:1 (v/v) contendo 0,02 mol L de N(Hex)4ClO4 e 3,4x10° mol L de PG: (a) Auséncia de
TBHQ, (b - i) Concentraces de TBHQ de 1,20x107 a 8,9x10° mol L. Faixa de potencial
entre 0,000 V e 1,200 V, velocidade de varredura de 5 mV s, amplitude de 10 mV e largura

de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.
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Figura 20. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Pt (r = 5 um) de biodiesel:etanol
1:1 (v/v) contendo 0,02 mol L™ de N(Hex)4ClO4 e 4,3x10° mol L de TBHQ: (a) Auséncia
de PG, (b - i) Concentragdes de PG de 9,3x10* a 7,0x10 mol L. Faixa de potencial entre
0,000 V e 1,200 V, velocidade de varredura de 5 mV s*, amplitude de 10 mV e largura de

pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.
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As Figuras 21 e 22 mostram as respectivas curvas de calibragdo obtidas para TBHQ e

PG a partir dos voltamogramas apresentados nas Figuras 19 e 20, respectivamente.
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Figura 21. Curva de calibracdo para quantificacdo individual de TBHQ, em biodiesel:etanol

1:1 (v/v), em presenca de 3,40x10° mol L de PG, de acordo com a Figura 19.
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Figura 22. Curva de calibracdo para quantificacdo individual de PG, em biodiesel:etanol 1:1

(v/v), em presenca de 4,30x10° mol L de TBHQ, de acordo com a Figura 20.
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Na presenca de TBHQ, a mudanca na inclinagdo da curva de calibragdo do PG quando
este se encontra em concentragdes mais elevadas (vista na Figura 22) sugere uma
concentragdo de PG mais baixa na camada de difusdo, como evidenciado por um valor menor
de corrente comparado com o valor esperado. Uma vez que o correspondente radical catiénico
formado pela oxidacdo do TBHQ ¢é um &cido relativamente forte, um proton seré liberado
espontaneamente!*® e o radical fenoxil do TBHQ pode ser posteriormente oxidado a
fenoxdnio. Dessa forma, ambos radicais fenoxil e fenoxénio do TBHQ, 0s quais s&o
eletrofilos, podem atacar parcialmente o PG, o que pode explicar a interferéncia entre TBHQ
e PG.

4.1.1.4 Quantificacdo Simultdnea de TBHQ e PG

Devido a significativa sobreposi¢cdo nas correntes de oxidacdo, a quantificacdo
simultdnea de TBHQ e PG em biodiesel, mostrada na Figura 23, requer um tratamento por
deconvolucéo (ver Figura 24), apos subtracdo da linha de base, pois o sinal de fundo da matriz
do biodiesel afeta ambos voltamogramas.

0,20+
0,16+
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|/ nA
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Figura 23. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Pt (r = 5 um) de biodiesel:etanol
1:1 (v/v) contendo 0,02 mol L™ de N(Hex)4ClO4: AdigOes sucessivas de TBHQ de 1,20x1073
a 8,9x10° mol L e de PG de 9,3x10* a 7,0x10° mol L* apds obtengdo de 10 brancos
estaveis. Faixa de potencial entre 0,000 V e 1,200 V, velocidade de varredura de 5 mV s,
amplitude de 10 mV e largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.
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Figura 24. Dados obtidos a partir do procedimento de deconvolucdo referente aos
voltamogramas da Figura 23.

A Figura 25 apresenta as curvas de adicdo de padrédo obtidas a partir dos resultados da

deconvolucéo, para ambos antioxidantes TBHQ e PG.
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Figura 25. Curvas de adicdo de padrdo para determinacdo simultanea de TBHQ e PG de

acordo com a deconvolucdo da Figura 24.
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Nos experimentos de interferéncia mutua entre os antioxidantes, os desvios da
linearidade em concentracgdes elevadas s&o mais significativos para o PG do que parao TBHQ
(vistos nas Figuras 19 e 20); ja nos experimentos de quantificagdo simultanea (Figura 23), 0s
desvios mais significativos sdo referentes ao TBHQ. Tal comportamento pode indicar que,
além das reacOes quimicas acima discutidas, um componente cinético, que depende da razéo
entre as concentracfes dos antioxidantes no seio da solucdo, controla as taxas de oxidacgao
desses compostos.

Os resultados obtidos estdo resumidos na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2. Figuras de mérito para determinacdo de TBHQ e PG em biodiesel:etanol 1:1 v/v.

Individual Simultanea PG fixo? TBHQ fixo?

Analito TBHQ PG TBHQ PG TBHQ PG

Intercepto (A) 5,21x10* 1,71x10% 8,6x10* 3,6x10% 3,89x10* 1,01x101

r 0,9970 0,9930 0,9910 0,9980 0,9980 0,9820

LD (mol LY 2,12x10* 1,70x10* 1,90x10* 1,18x10* 3,64x10* 9,24x10°
LQ (mol L) 7,00x10* 5,70x10* 5,60x10* 3,90x10* 1,20%x1073 3,10x10*
Sensibilidade® 1,47x10°® 1,40x10°® 1,23x10°® 1,77x10°8 1,31x10°% 1,98x10

L PG fixo em 3,40x10° mol L
2TBHQ fixoem 4,30x102 mol L*
3 Sensibilidade: A L mol*

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que a técnica proposta para a
determinacgdo simultanea de TBHQ e PG apresenta elevada sensibilidade analitica e limites de

deteccdo da mesma ordem de grandeza para ambos antioxidantes.

4.1.1.5 Experimentos de Recuperacao

Experimentos de recuperacdo realizados em amostra de biodiesel livre de
antioxidantes e fortificada com concentraces variaveis de TBHQ e PG sdo mostrados na
Figura 26. Apds subtracdo da corrente do branco e deconvolucdo dos respectivos
voltamogramas, os picos para ambos antioxidantes sdo facilmente distinguiveis, como mostra

a Figura 27.
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Figura 26. VVoltamogramas de pulso diferencial em ume de Pt (r = 5 um) de biodiesel:etanol
1:1 (v/v) contendo 0,02 mol L de N(Hex)sClOa4: (a) Amostras de biodiesel fortificadas com
1,20x10° mol L de TBHQ e 9,40x10* mol L de PG, (b - i) AdicBes sucessivas de ambos

antioxidantes, ap0s obtencao de 10 brancos estaveis. Faixa de potencial entre 0,000 V e 1,100

V, velocidade de varredura de 5 mV s?, amplitude de 10 mV e largura de pulso de 50 ms.

Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.
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Figura 27. Dados obtidos a partir do procedimento de deconvolucdo referente aos

voltamogramas da Figura 26.
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A Figura 28 apresenta as respectivas curvas de adicdo de padréo para os antioxidantes

TBHQ e PG obtidas a partir do procedimento de deconvolugdo mostrado na Figura 27.

0,14+ m TBHQ
] A
0,124 PG

0,10+
0,08 -

0,06 -

|/ nA

[TBHQ], [PG] / mmol L~
Figura 28. Curvas de adicdo de padrdo para determinacdo simultanea de TBHQ e PG de

acordo com a deconvolucéo da Figura 27.

Foram obtidos valores de recuperacdo de 116% para TBHQ e 104% para PG, o que
indica precisao e exatidao satisfatdrias. Desse modo, a técnica proposta pode ser empregada
na determinacdo direta e simultanea de TBHQ e PG em biodiesel sem a necessidade de pré-

tratamento das amostras.
4.1.2 Formacdo e Caracterizacdo de SFME A/O de Biodiesel

Uma solucdo homogénea e opticamente transparente constituida de agua, 6leo e um
co-surfactante ndo € indicio suficiente de que o sistema formado seja uma microemulsdo. A
confirmacdo pode ser feita por meio da construcdo de um diagrama de fases ternario e de
outros parametros, tais como propriedades fisicas, dpticas e elétricas. Basicamente, um
sistema microemulsionado apresenta duas regides, uma de miscibilidade entre os
componentes e outra de imiscibilidade (regides | e I1, respectivamente, na Figura 29).

O diagrama de fases da mistura agua, n-propanol e biodiesel apresenta estas duas
regibes, em que 0s pontos representados por O e A indicam, respectivamente, composi¢coes

em que o teor de agua e a razdo biodiesel:n-propanol (Re) sdo constantes.
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Figura 29. Diagrama de fases ternario de misturas de biodiesel, &gua e n-propanol (m/m), a
25 °C, em que: (1) Regido de imiscibilidade, (I1) Regido de miscibilidade. A interseccdo entre
0s pontos O e A indica a SFME empregada no presente estudo (71% n-propanol, 11% agua e
18% biodiesel).

A regido de miscibilidade corresponde a microemulsdo na qual os componentes
formam uma solucdo isotropica opticamente transparente; ja a regido de imiscibilidade diz
respeito a solugdes multifasicas, i.e. microemulsdo em equilibrio com excessos de agua ou
Oleo.

As microemulsdes A/O sdo formadas com baixo teor de agua, sendo o Oleo a fase
continua. Ao aumentar gradualmente o teor de &gua, ocorre a transicdo para um sistema
bicontinuo (desde gue ndo haja separacdo de fases e a solu¢do permaneca isotropica); por fim,
com o teor de agua mais alto que o de dleo, tem-se uma microemulsédo O/A.

Na microemulsdo em estudo (71% n-propanol, 11% agua e 18% biodiesel (m/m)), o n-
propanol é o anfisolvente, com pKa 19,4 a 25 °C e permissividade 20,1, portanto miscivel
tanto com o biodiesel quanto com a agua. Assim, é possivel que uma pequena quantidade de
fons H3O", resultante do carater levemente acido do n-propanol, esteja presente nas goticulas
de &gua, cuja superficie estara recoberta por moléculas de n-propanol, via ligacdo hidrogénio
da hidroxila do alcool e por moléculas dos ésteres do biodiesel, o qual também estara

solvatado por moléculas de n-propanol.
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O estudo da estrutura das microemulsées pode ser feito por varias técnicas, entre elas
medidas do coeficiente de difusdo e de condutividade elétrica, sendo essa a mais simples e
mais empregada para investigar microestruturas e mudancas estruturais nas
microemulsdes.”!*® No presente estudo foram realizadas medidas de condutividade elétrica
(<) em microemulsGes com diferentes composicoes, primeiramente mantendo o teor de dgua
constante com variacdo do teor de biodiesel e, posteriormente, fixando a razdo de
biodiesel:n-propanol (Rer) em 1:4 e aumentando gradualmente o teor de agua.

A Figura 30 mostra a variacdo da condutividade k em fungéo do teor de biodiesel,
mantido constante o teor de agua (%, m/m), para sistemas com composi¢cdo correspondente

aos pontos representados por O na Figura 29.

0,44 o H,O = constante
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% Biodiesel (m/m)

Figura 30. Variacdo da condutividade elétrica k em funcdo do teor de biodiesel (teor de agua
constante) para os sistemas correspondentes aos pontos representados por O na Figura 29. O

ponto assinalado em vermelho representa a SFME usada no estudo.

Pode-se observar que o aumento no teor de biodiesel e correspondente diminuicdo do
teor de n-propanol causam flutuagdes nos valores de k, indicando mudancas na organizacao
estrutural dos sistemas microemulsionados em funcdo da composicdo que afetam
significativamente sua condutividade. Eicke et al'®® e Antalek et al'*® afirmam que tais
sistemas podem apresentar modificacdo da estrutura e do tamanho das goticulas dispersas no

meio continuo, bem como na percolacdo entre ambas as fases.
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Para melhor compreensdo dos sistemas, foi feito um ajuste polinomial dos dados de
condutividade seguido da primeira derivada, como mostrado nas Figuras 31 e 32,
respectivamente. Os resultados evidenciam que a estruturacdo das microemulsdes muda de
acordo com a composicdo. Considerando que a permissividade da fase continua diminui com
0 aumento do teor de biodiesel e que o teor de &gua € constante, valores maximos e minimos
de k (Figura 31) indicam, respectivamente, diminuicdo de tamanho e aumento do numero de
goticulas de agua, e diminuicio do nimero de goticulas com aumento de tamanho. E
necessario considerar ainda o aumento da resisténcia elétrica do meio continuo com o teor de
biodiesel como um fator que muito provavelmente contribui para a reorganizacgao estrutural
da fase dispersa. Ou seja, 0 tamanho e a estrutura das goticulas sdo modificados de modo a
adquirir a configuracdo mais estavel em cada composicao.

0,4 % H,O = constante
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Figura 31. Valores de condutividade elétrica x da Figura 30 ajustados com um polindmio, em

funcdo do teor de biodiesel (%, m/m). Sistema com composicdo correspondente aos pontos
representados por O na Figura 29.

A derivada da funcdo polinomial da Figura 31 permite visualizar mais claramente
pontos de inversdo de tamanho/composicao das goticulas com o aumento do teor de biodiesel.
Neste aspecto, as variagdes estruturais mais significativas ocorrem para as composicoes
contendo em torno de 12%, 18%, 28%, 38% e 45% de biodiesel.
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Figura 32. Derivada do ajuste polinomial dos valores de condutividade elétrica k em fungéo
do teor de biodiesel (%, m/m). Sistema com composi¢do correspondente aos pontos

representados por O na Figura 29.

Na Figura 33 é mostrada a variacdo de x em funcdo do teor de agua (Re/ constante

em 1:4) para os sistemas correspondentes aos pontos representados por A na Figura 29.
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Figura 33. Condutividade elétrica x em funcdo do teor de dgua (Re constante em 1:4) para
0s sistemas correspondentes aos pontos representados por A na Figura 29. O ponto assinalado

em vermelho representa a SFME usada no estudo.

70



Assim como observado na Figura 30, a variagdo no teor de &gua provoca flutuagdes
nos valores de «, ratificando a hipOtese de que a composicdo desses sistemas afeta
significativamente os valores de condutividade. Neste caso, 0 ajuste polinomial e sua derivada
(ver Figuras 34 e 35) mostram uma modificagdo estrutural mais suave do sistema, o que pode
estar relacionado tanto com a dificuldade de interacdo entre as fases aquosa e oleosa, devido a
significativa diferenca de polaridade relacionada com a formacdo de ligagdes hidrogénio
n-propanol-4gua, como com o teor crescente de agua, cuja elevada condutividade ndo altera

significativamente a condutividade da microemuls&o.

049 R =14

B/P

0 5 10 15 20 25 30 35

% Agua (m/m)

Figura 34. Ajuste polinomial dos valores de condutividade da Figura 33 em funcéo do teor de
agua (%, m/m). Sistema com composicdo correspondente aos pontos representados por A na

Figura 29.
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Figura 35. Derivada do ajuste polinomial dos valores de condutividade elétrica k da Figura
33 em func¢éo do teor de agua (%, m/m). Sistema com composi¢cdo correspondente aos pontos

representados por A na Figura 29.

Além disso, como o teor de dgua ndo ultrapassa 35%, a variagdo da composicéo ndo e
tdo significativa quando comparada a variagdo no teor de biodiesel.

Xu et al” estudaram um sistema semelhante e observaram transicGes de estruturas por
meio da variacdo da condutividade com a composicdo de um sistema acido oléico/agua/
n-propanol e razdo constante agua:n-propanol. Os autores atribuiram a estruturacdo do
sistema em microemulsdo em razdo da fase dleo conter monoésteres de acidos graxos,
favorecendo a formacéo de microemulsdo. Isso porque ésteres de acidos graxos comportam-se
como surfactantes ndo ionicos,***%! ou seja, apresentam em sua estrutura molecular uma
cadeia apolar com extremidade polar, o que Ihes confere anfifilicidade. Além disso, como ja
citado™ anteriormente, alcoois de cadeia média, como o n-propanol, diminuem a tensio

interfacial, auxiliando a formacéo de goticulas.
4.1.2.1 Coeficiente de Difusdo do Ferroceno em SFME A/O de Biodiesel

O ferroceno (Fc) é uma sonda recomendada®®? como referéncia na analise em meios
ndo-aquosos, sendo o sistema redox ja bem estabelecido na literatura para diversos meios.*®3

Assim sendo, com finalidade de confirmar a estrutura A/O da SFME em estudo, foi
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determinado o coeficiente de difusdo do Fc (Drc) por voltametria linear (LV, do inglés Linear
Voltammetry).

Sabe-se que o Fc é oxidado eletroquimicamente a ferricinio (Fc*) conforme a equagéao
4 e que, apesar da baixa solubilidade em &gua®® (5x10° mol L), uma pequena porgio da
sonda adicionada a uma ME A/O pode se dissolver no interior das goticulas de &dgua:

Fc = F¢" +¢e [4]

A Figura 36 mostra os voltamogramas obtidos por voltametria linear da SFME em

estudo na auséncia e presenga de Fc.
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Figura 36. Voltamogramas obtidos por LV em ume de Au (r =5 um) em SFME A/O de
biodiesel (71% n-propanol, 11% &gua, 18% biodiesel (m/m)) contendo 0,02 mol L* de
N(Butyl)sBF4, sem adicdo de antioxidantes: (a) Auséncia de ferroceno, (b) Presenca de
8,00x10* mol L? de ferroceno, (c) Presenca de 1,60x10° mol L™ de ferroceno. Faixa de
potencial entre 0,000 V e 1,000 V, velocidade de varredura de 5 mV s?. Contra-eletrodo e

quasi-referéncia em Pt.

Na auséncia de Fc (curva a), observa-se uma onda em torno de 0,350 V, valor proximo
ao observado para a oxidacdo de um antioxidante natural ja presente no biodiesel (visto na

curva b da Figura 42 a seguir). Esse valor ¢ compativel com o obtido por Silva et al’’ em
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voltametria ciclica para uma microemulsdo tradicional. Ao se adicionar Fc na microemulséo,
observam-se potenciais de meia-onda em torno de 0,210 V. De acordo com MacKay,*** uma
dada espécie E entra na goticula de agua (gagua) da microemulsdo com uma taxa k;j controlada
por difusdo, conforme equacdo 5 a seguir, enquanto que a taxa de saida de E da goticula de

agua, Ko, diz respeito a solubilidade de E nas fases dispersa e continua:

ki
g + kﬁog- E

agua agua [5]

O coeficiente de difuséo do Fc, Dr, foi calculado por meio da equagéo 6 para o ume:
lim = 4nFrDC [6]

em que n é o namero de elétrons, F é a constante de Faraday, r € o raio do ume, C é a
concentracio de Fc e D é o coeficiente de difusdo.®

O valor encontrado para Drc foi de 2,30x10° cm? st (lim = 3,50x10° A), em
concordancia com o valor encontrado por Silva et al’” (1,40x10° cm? s) em estudo com

microemulsdo de biodiesel A/O.

4.1.3 Quantificacdo Simultanea de TBHQ e BHT em SFME A/O de Biodiesel
Empregando CFM como Eletrodo de Trabalho

A fim de avaliar a resposta do CFM relativa aos antioxidantes TBHQ e BHT, foram

realizadas medidas preliminares por DPV na SFME (71% n-propanol, 11% agua, 18%

biodiesel (m/m)), na auséncia e presenca de TBHQ. O resultado é mostrado na Figura 37.
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Figura 37. Voltamogramas de pulso diferencial em CFM tipo | de SFME A/O de biodiesel
(71% n-propanol, 11% agua, 18% biodiesel) contendo 0,02 mol L™ de N(Butyl)4BFs: (a)
Auséncia de TBHQ, (b) Presenca de 6,9x10“ mol L? de TBHQ. Faixa de potencial entre
0,000 V e 1,000 V, velocidade de varredura de 5 mV s*, amplitude de 10 mV e largura de

pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.

A resposta do CFM ao analito estudado evidencia a elevada sensibilidade desse
eletrodo e a possibilidade de usa-lo na deteccdo de antioxidantes em biodiesel. Entretanto,
apos varreduras subsequentes observou-se que a corrente medida apresentava valores cada
vez menores do que o inicialmente obtido, indicando um possivel processo de adsorcdo na
superficie porosa do eletrodo de trabalho.

A limpeza do CFM tem grande influéncia em sua resposta. O fabricante aconselha
deixa-lo imerso em solugdo de NaOH 1 mol L™ durante 2 horas e em seguida lava-lo com
agua deionizada em abundancia. Esse procedimento foi sequido durante algum tempo, ao fim
do qual foi possivel observar novamente um decréscimo no valor da corrente medida, se
comparada com a inicialmente obtida. Tal comportamento, indicativo do processo de
adsorcdo acima mencionado, foi corrigido aplicando ao eletrodo 20 ciclos potenciodindmicos
no meio SFME ap0s a limpeza com NaOH. Apds esse pré-tratamento foi observado um
acréscimo no valor da corrente, bem como o deslocamento do potencial de pico do TBHQ

para valores menos positivos, como mostra a Figura 38.
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Figura 38. Voltamogramas de pulso diferencial em CFM tipo | de SFME A/O de biodiesel
(71% n-propanol, 11% agua, 18% biodiesel) contendo 0,02 mol L* de N(Butyl)sBFs na
presenca de 6,90x10* mol L™ de TBHQ: (a) Sem pré-tratamento, (b) Com pré-tratamento.
Faixa de potencial entre 0,000 V e 1,000 V, velocidade de varredura de 5 mV s, amplitude

de 10 mV e largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.

Entretanto, apesar da melhora do sinal e aumento do valor da corrente se comparada
com a da Figura 37, o pico que inicialmente era bem definido tornou-se um “ombro”, e,
mesmo apos sucessivas adicdes de TBHQ, a resposta permanecia insatisfatoria, com apenas
pequenos aumentos da corrente apos cada adicéo.

Uma hipotese a ser considerada € a passivacdo do eletrodo, o qual pode ter camada
sobre camada do antioxidante adsorvida em sua superficie, causando assim a diminuicdo na
corrente medida. Dessa forma, a limpeza apenas por imersdo do CFM em solucdo de NaOH
ndo se mostra eficaz, por ndo remover completamente o TBHQ presente na superficie do
eletrodo. Por esse motivo, foi realizada uma limpeza por voltametria ciclica do CFM em
solucdo aquosa de KCI 0,1 mol L. A Figura 39 mostra os voltamogramas correspondentes as
adicdes de TBHQ na SFME apds esse novo procedimento de limpeza. Nota-se que, apds esse
processo, é possivel observar que o pico do antioxidante voltou a se apresentar bem definido,
0 que comprova a hipotese de passivacdo da superficie do eletrodo. Como resultado, a
limpeza por imersé@o em solucdo de NaOH foi descartada, adotando-se somente a limpeza

com solugdo de KCI10,1 mol L.
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Figura 39. Voltamogramas de pulso diferencial em CFM tipo | de SFME A/O de biodiesel
(71% n-propanol, 11% &gua, 18% biodiesel) contendo 0,02 mol L de N(Butyl)sBFa, apos
lavagem do eletrodo com solucéo de KCI 0,1 mol L (a) Auséncia de TBHQ, (b) Presenca de
6,90x10* mol L de TBHQ, (c) Presenca de 1,20x10° mol L de TBHQ. Faixa de potencial
entre 0,000 V e 1,100 V, velocidade de varredura de 5 mV s?, amplitude de 10 mV e largura

de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.

Varreduras em presenca do antioxidante BHT sdo mostradas na Figura 40; seu pico de
oxidacao aparece apés o pico do TBHQ, sendo também digno de nota a boa estabilidade do
eletrodo em medidas consecutivas. N&o foi possivel realizar a separacdo do BHA e do PG,
visto que seus potenciais de oxidacdo possuem valores extremamente proximos daqueles do

BHT e do TBHQ, inviabilizando a quantificacéo.

77



60

50 -

1 BHT
40
TBHQ

|/ nA

30+
20

10+

T T T T T T T T T T T T T

00 02 04 06 08 10 12
E/V

Figura 40. Voltamogramas de pulso diferencial em CFM tipo | de SFME A/O de biodiesel
(71% n-propanol, 11% agua, 18% biodiesel) contendo 0,02 mol L de N(Butyl)sBF4, na
presenca de TBHQ e BHT, nas concentragdes de 1,00x10° mol L e 7,70x10* mol L7,
respectivamente, apos lavagem do eletrodo com KCI 0,1 mol L. Faixa de potencial entre
0,000 V e 1,100 V, velocidade de varredura de 5 mV s*, amplitude de 10 mV e largura de

pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.
A Figura 41 apresenta voltamogramas referentes a SWV, obtidos ap0ds a limpeza com

KCI, nos quais também ¢é possivel observar a boa estabilidade do eletrodo em medidas

consecutivas.
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Figura 41. Voltamogramas de onda quadrada em CFM tipo | de SFME A/O de biodiesel
(71% n-propanol, 11% agua, 18% biodiesel) contendo 0,02 mol L de N(Butyl)sBF4, na
presenca de TBHQ e BHT, nas concentragdes de 1,00x10° mol L e 7,70x10* mol L7,
respectivamente, apos lavagem do eletrodo com KCI 0,1 mol L?. Faixa de potencial entre
0,000 V e 1,100 V, velocidade de varredura de 5 mV s*, amplitude de 10 mV e largura de

pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.

Apesar dos procedimentos de lavagem do eletrodo com a solugdo de KCI 0,1 mol L%,
para aumentar a repetibilidade e reprodutibidade das medidas, possivelmente houve adsorcéao
dos antioxidantes analisados na superficie porosa do CFM, pois mesmo com concentracGes
crescentes dos antioxidantes a corrente medida ndo mostrou aumento de intensidade.
Lavagens por voltametria ciclica ndo mais apresentaram melhora nas respostas, nem a
utilizacdo de limpeza em banho ultra-sdnico. Por esse motivo, foi escolhido novo eletrodo de

trabalho, um ume de Au, mantendo o meio de estudo e os antioxidantes a serem analisados.
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4.1.4 Quantificagdo Simultanea de TBHQ e BHT em SFME A/O de Biodiesel
Empregando ume de Au como Eletrodo de Trabalho

4.1.4.1 Comportamento do Meio Solvente

Uma vez que os FAMEs apresentam propriedades similares aos surfactantes néo-
ibnicos devido a presenca de grupos hidrofébicos em uma parte de sua estrutura e grupos
hidrofilicos em outra, eles podem atuar como surfactantes em uma SFME, facilitando a sua
preparacéo. >

Para avaliar a resposta eletroquimica dessa microemulsdo em ultramicroeletrodo de
Au foram realizados experimentos por DPV na mistura de n-propanol e &gua contendo
0,02 mol L de N(Butyl)4BF4, na presenca de porcentagens crescentes de biodiesel, variando
de 0,3% a 1,8%.

A Figura 42 apresenta os voltamogramas obtidos a partir desses experimentos.
Observa-se uma onda em torno de 0,300 V (curva b), provavelmente devido a oxidagdo de um
antioxidante natural presente no biodiesel, potencial esse préximo ao potencial de oxidagéo
do TBHQ. As curvas subsequentes mostram uma relacdo linear entre a porcentagem do
biocombustivel e a corrente de pico. Portanto, 0 meio solvente permite desenvolver uma

técnica quantitativa para a determinacéo de aditivos no biodiesel.
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Figura 42. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Au (r = 5 um) de SFME A/O de
biodiesel (71% n-propanol, 11% &gua (m/m)) contendo 0,02 mol L* de N(Butyl)4BFs, sem
adicdo de antioxidantes: (a) Auséncia de biodiesel, (b - g) Porcentagens crescentes de
biodiesel (em volume) (0,3%, 0,6%, 0,9%, 1,2%, 1,5% e 1,8%, respectivamente). Faixa de
potencial entre 0,000 V e 0,850 V, velocidade de varredura de 5 mV s, amplitude de 10 mV,

largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.

Para fins de comparacdo, foram realizadas varreduras por DPV em n-propanol
contendo simultaneamente TBHQ e BHT. A Figura 43 mostra os respectivos voltamogramas
obtidos apds adicBes sucessivas de TBHQ e BHT. E possivel observar que a magnitude do
pico da diferencial da corrente de oxidacdo do TBHQ é cerca de 1,5 vezes maior em meio
microemulsionado do que em n-propanol puro, para a mesma concentra¢do do antioxidante,
como observado nas figuras subsequentes. Apesar de a SFME conter biodiesel e 0 mesmo
causar um decréscimo na condutividade do meio, a presenca da agua se contrapGe,
aumentando a condutividade e portanto, a magnitude do pico da diferencial da corrente de

oxidacao na SFME se comparada com o n-propanol puro.
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Figura 43. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Au (r = 5 pm) de n-propanol
contendo 0,02 mol L de N(Butyl)sBF4, na auséncia de biodiesel: (a) n-propanol puro, (b)
Presenca de 2,4x10* mol L? de TBHQ, (c) Presenca de 2,4x10* mol L de TBHQ e
1,8x10* mol L de BHT, (d - f) ConcentragGes crescentes de TBHQ (4,70x10%, 6,90x10* e
9,05x10* mol L) e BHT (3,55%10%, 5,20x10** e 6,80x10* mol L™). Faixa de potencial entre
0,000 V e 0,850 V, velocidade de varredura de 5 mV s*, amplitude de 10 mV e largura de

pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.
4.1.4.2 Curvas de Calibracdo para TBHQ e BHT

Diferentemente do comportamento observado nos voltamogramas referentes as curvas
de calibracdo do PG e TBHQ em meio etandlico (Figuras 15 e 17, respectivamente), 0s
antioxidantes reportados nesta secdo ndo apresentam seus potenciais de oxidacdo deslocados
para potenciais mais positivos a cada adicdo sucessiva de solucdo-estoque. A Figura 44
mostra 0s voltamogramas da oxidacdo do TBHQ em SFME de biodiesel apos a subtracdo da
corrente do branco. E possivel observar um E, de aproximadamente 0,390 V, bem como um

aumento linear da corrente com a concentracdo do antioxidante.
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Figura 44. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Au (r = 5 um) de SFME A/O de
biodiesel (71% n-propanol, 11% agua, 18% biodiesel (m/m)) contendo 0,02 mol L de
N(Butyl)4BF4: (a - €) Concentragdes de TBHQ entre 1,20x10* mol L? e 2,40x10* mol L.
Faixa de potencial entre 0,000 V e 0,850 V, velocidade de varredura de 5 mV s, amplitude

de 10 mV e largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.

A Figura 45 mostra a curva de calibracdo obtida para o TBHQ e a relacdo linear entre
intensidade de corrente e concentracdo do antioxidante, na faixa entre 1,20x10* e
2,40x10* mol L. Ambos LD e LQ foram calculados por meio das férmulas 2 e 3, obtendo-
se os valores de 5,62x10“ mol L e 1,88x10° mol L, respectivamente; a sensibilidade foi

1,92x107 A L mol™ e o coeficiente de correlagéo r foi 0,9988.
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Figura 45. Curva de calibragdo para quantificacdo individual de TBHQ em SFME A/O de
biodiesel de acordo com a Figura 44.

A Figura 46 mostra voltamogramas de pulso diferencial para a quantificacéo
individual do BHT em SFME de biodiesel apds a subtracédo da corrente do branco. Observa-se
um Ep de aproximadamente 0,500 V e um aumento linear da corrente com o aumento da

concentracio do antioxidante, na faixa de 9,08x10° mol L™ a 3,56x10* mol L.
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Figura 46. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Au (r = 5 um) de SFME A/O de
biodiesel (71% n-propanol, 11% agua, 18% biodiesel (m/m)) contendo 0,02 mol L de
N(Butyl)sBF4: (a - €) Concentragdes de BHT entre 9,08x10®° mol L™ e 3,56x10* mol L™,
Faixa de potencial entre 0,000 V e 0,850 V, velocidade de varredura de 5 mV s?, amplitude

de 10 mV e largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.

A Figura 47 apresenta a curva de calibracdo obtida para o BHT, sendo possivel
observar a relacdo linear entre o pico de corrente diferencial e a concentragcdo do antioxidante
na faixa de 9,08x10° mol L a 3,56x10* mol L. Do mesmo modo que para o TBHQ, LD e
LQ foram calculados por meio das formulas 2 e 3 ja apresentadas, obtendo-se valores de
4,22x10*% e 1,40x10° mol L, respectivamente; a sensibilidade foi de 7,75x108 A L mol e o

coeficiente de correlacédo r foi 0,9992.

85



30

|/ pA

10 1

T T T 1

00 01 02 03 0,4
[BHT]/ mmol L™
Figura 47. Curva de calibracdo para quantificacdo individual de BHT em SFME A/O de

biodiesel de acordo com a Figura 46.

Como j& mencionado, ao contrario do observado nas Figuras 15 e 17, referentes aos
experimentos realizados em ume de Pt e meio etandlico, os voltamogramas mostrados nas
Figuras 44 e 46 ndo apresentam deslocamento do potencial com concentragcfes crescentes de
antioxidante, evidenciando um grau de reversibilidade das reacdes de oxidacdo maior neste

meio do que em etanol.
4.1.4.3 Andlise da Interferéncia Mutua entre TBHQ e BHT

Com o intuito de avaliar a extensdo da interferéncia matua entre BHT e TBHQ, foram
realizadas medidas por DPV de amostras contendo tanto 3,50x10* mol L? de BHT e
diferentes concentragdes de TBHQ como 3,50x10*% mol L? de TBHQ e diferentes
concentracdes de BHT.

Apos a subtracdo da corrente do branco, dois picos de oxidacdo bem definidos foram
observados. O E, para 0 TBHQ foi de aproximadamente 0,210 V e para o BHT foi de 0,480 V
(vistos nas Figuras 48 e 49, respectivamente). Na presenca de TBHQ, os potenciais de
oxidacdo do BHT apresentam um ligeiro desvio da linearidade com crescentes concentracfes

desse antioxidante.
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Figura 48. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Au (r = 5 um) de SFME A/O de
biodiesel (71% n-propanol, 11% agua, 18% biodiesel (m/m)) contendo 0,02 mol L* de
N(Butyl)4BF4: (a) Branco, (b) Presenca de 3,5x10* mol L de BHT, (c - j) Concentragdes
crescentes de TBHQ de 5,76x10° a 4,46x10* mol L? na presenca de 3,50x10* mol L* de
BHT. Faixa de potencial entre 0,000 V e 0,700 V, velocidade de varredura de 5 mV s7,

amplitude de 10 mV e largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.
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Figura 49. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Au (r = 5 um) de SFME A/O de
biodiesel (71% n-propanol, 11% agua, 18% biodiesel (m/m)) contendo 0,02 mol L* de
N(Butyl)4BF4: (a) Branco, (b) Presenca de 3,5x10 mol L de TBHQ, (c - j) Concentracdes
crescentes de BHT de 8,73x10° a 6,54x10* mol L™ na presenca de 3,5x10* mol L? de
TBHQ. Faixa de potencial entre 0,000 V e 0,700 V, velocidade de varredura de 5 mV s?,

amplitude de 10 mV e largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.

As Figuras 50 e 51 mostram as respectivas curvas de calibracdo obtidas para TBHQ e

BHT a partir dos voltamogramas apresentados nas Figuras 48 e 49, respectivamente.
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Figura 50. Curva de calibracdo para a quantificacdo individual de TBHQ, em presenca de
3,50x10* mol L de BHT em SFME A/O de biodiesel de acordo com a Figura 48.
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Figura 51. Curva de calibracdo para a quantificacdo individual de BHT, em presenca de
3,50x10* mol Lt de TBHQ em SFME A/O de biodiesel de acordo com a Figura 49.
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4.1.4.4 Quantificagdo Simultédnea de TBHQ e BHT

A quantificagcdo simultanea de TBHQ e BHT em SFME de biodiesel, mostrada na
Figura 52, requer um tratamento por deconvolugédo (apresentado na Figura 53) devido a uma
sobreposicdo significativa das correntes de oxidagdo. Uma vez que ambos antioxidantes séo
afetados pelo sinal de fundo da matriz do biodiesel, os voltamogramas foram diferenciados

por meio da subtracdo da linha de base e entdo deconvoluidos.
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Figura 52. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Au (r =5 um) de SFME A/O de
biodiesel (71% n-propanol, 11% &gua, 18% biodiesel (m/m)) contendo 0,02 mol L* de
N(Butyl)sBF4: AdigOes sucessivas de TBHQ de 6,02x10° a 4,46x10“ mol L e de BHT de
4,54x10° a 3,36x10* mol L?. Faixa de potencial entre 0,000 V e 0,700 V, velocidade de
varredura de 5 mV s*, amplitude de 10 mV e largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e

quasi-referéncia em Pt.
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Figura 53. Dados obtidos a partir do procedimento de deconvolucdo referente aos

voltamogramas da Figura 52.

A Figura 54 apresenta as curvas de adicdo de padrdo obtidas a partir dos resultados da

deconvolucéo, para ambos antioxidantes TBHQ e BHT.
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Figura 54. Curvas de adicdo de padrdo para determinacdo simultanea de TBHQ e BHT de

acordo com a deconvolucgédo da Figura 53.
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Nos experimentos relacionados a interferéncia mdtua entre os antioxidantes, pode-se
observar que os desvios da linearidade em concentracdes crescentes sdo mais significativos
para 0 BHT do que para o TBHQ (Figuras 48 e 49). No que diz respeito aos experimentos de
quantificagdo simultanea (Figura 52), existem leves desvios nos potenciais relativos ao
TBHQ. Pode-se chegar a mesma conclusdo tida para o comportamento do PG quando
analisado em meio etandlico: a existéncia de um componente cinético que possivelmente
controla a concentragdo de ambos antioxidantes na camada de difuséo, o que faz com que eles
ndo sejam completamente independentes um do outro.

Os resultados obtidos estdo resumidos na Tabela 3 a seguir.

Tabela 3. Figuras de mérito para determinacdo de TBHQ e BHT em SFME A/O de biodiesel.

Individual Simultanea BHT fixo? TBHQ fixo?

Analito TBHQ BHT TBHQ BHT TBHQ BHT

Intercepto” (A) 1,12x101 7,12x10*2 1,45x10 1,16x10* 5,02x10* 1,91x101

r 0,9988 0,9992 0,9980 0,9935 0,9994 0,9950
LD (mol L™ 5,62x10* 4,22x10* 4,58x10* 3,46x10* 4,60x10* 6,70x10*
LQ (mol L) 1,88x10° 1,40x10° 1,53x10° 1,15x10° 1,53%x107 2,24x10°®

Sensibilidade® 1,92x107 7,75%x10°8 1,44x107 2,15%x107 6,05x10® 1,20x1077

LBHT fixo em 3,50x10* mol L*
2TBHQ fixoem 3,50x10“ mol L*
3 Sensibilidade: A L mol*

Os resultados apresentados na Tabela 3 acima mostram que a curva de adicdo de
padrdo para a determinacdo simultanea dos antioxidantes TBHQ e BHT apresenta excelente
sensibilidade, bem como limites de deteccdo da mesma ordem de grandeza para ambos

antioxidantes.

4.1.4.5 Experimentos de Recuperacao

Foram realizados experimentos de recuperacdo em amostra de biodiesel livre de
antioxidantes em microemulsdo, fortificada com concentracGes variaveis de TBHQ e BHT. A
Figura 55 mostra os voltamogramas de pulso diferencial obtidos pelo método de adi¢do de
padrdo. Apos subtracdo da corrente do branco e deconvolucdo dos voltamogramas, 0s picos

de oxidagdo de ambos antioxidantes sdo facilmente distinguiveis, como mostra a Figura 56.
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Figura 55. Voltamogramas de pulso diferencial em ume de Au (r =5 um) de SFME A/O de
biodiesel (71% n-propanol, 11% agua, 18% biodiesel (m/m)) contendo 0,02 mol L de
N(Butyl)sBF4: (a) Branco, (b) Amostras de biodiesel fortificadas com 1,2x10 mol L* de
TBHQ e 9,08x10° mol L de BHT, (c - h) AdigOes sucessivas de ambos antioxidantes. Faixa
de potencial entre 0,000 V e 0,850 V, velocidade de varredura de 5 mV s*, amplitude de

10 mV e largura de pulso de 50 ms. Contra-eletrodo e quasi-referéncia em Pt.
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Figura 56. Dados obtidos a partir do procedimento de deconvolucdo referente aos

voltamogramas da Figura 55.
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A Figura 57 apresenta as respectivas curvas de adicdo de padrdo para ambos
antioxidantes TBHQ e BHT.
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Figura 57. Curvas de adicdo de padrdo para determinagcdo simultanea de TBHQ e BHT de

acordo com a deconvolucéo da Figura 56.

Foram obtidos valores de recuperacdo de 90% para o TBHQ e de 99,5% para o BHT
com a metodologia proposta, indicando precisdo e exatidao satisfatorias. Desse modo, ela
pode ser empregada para determinacdo direta de TBHQ e BHT em biodiesel sem a

necessidade de pre-tratamento da amostra.
4.2 ANALISES POR CROMATOGRAFIA
4.2.1 Analise por GC/gMS

As técnicas cromatogréaficas para analise dos mais variados analitos, incluindo os
antioxidantes sintéticos, estdo bem estabelecidas na literatura; entretanto, a maior parte dos
trabalhos requer extracdo do analito da amostra. Os resultados dos experimentos apresentados
a seguir mostram a viabilidade da realizacdo da analise cromatogréafica direta, apenas por
diluicdo do biodiesel em solvente adequado.

Inicialmente foram determinados os tempos de eluicdo de TBHQ, BHA, BHT e PG e

do padrao interno (IS, do inglés internal standard) em metanol, ou seja, sem interferéncia da
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matriz de biodiesel. A Figura 58 mostra o cromatograma obtido por GC/qMS. Nesse
experimento, o Unico antioxidante ndo detectado foi o PG, sendo necessério realizar uma

derivatizagdo do composto, o que, no presente estudo, ndo caracterizaria uma analise direta.

Intensidade do Sinal
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Figura 58. Cromatograma por GC/qMS em metanol: (IS) fenol 2,10x10* mol L*, (1) BHA

5,50x10° mol L?, (2) BHT 4,50x10° mol L™, (3) TBHQ 6,10x10° mol L. Coluna Agilent

HP-5ms (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um espessura), temperatura inicial 40 °C (por 2 min),

rampas de 10 °C min? até 180 °C e de 30 °C min™ até 300 °C, amostras (1 pL) injetadas a

300 °C com split ratio 1:10, fluxo do gas carreador He 1,5 mL min™.

Observa-se que o BHA apresenta o menor tempo de retencdo, seguido do BHT e do
TBHQ. O ponto de ebulicdo do TBHQ é maior do que o dos outros dois antioxidantes, ou
seja, ele € o dltimo a evaporar; dessa forma, permanece mais tempo em seu estado fisico
original e, ao atingir o estado gasoso, seu tempo de retencdo é maior do que os tempos dos
outros antioxidantes. Com relacdo ao BHA e BHT, ambos possuem valores de polaridade
proximos, mas o primeiro elui mais rapidamente em colunas de baixa polaridade devido ao
menor nimero de atomos de carbono em sua estrutura; no entanto, em colunas de maior
polaridade, a ordem de eluicdo é invertida devido a maior interacdo e retencdo do BHA
(ligeiramente mais polar que o BHT) com a fase estacionaria.®’

A Figura 59 apresenta o cromatograma obtido por GC/gMS para uma amostra de
biodiesel fortificada com os antioxidantes BHA, BHT e TBHQ; entretanto, nenhum pico

correspondente a eles pode ser visualizado.
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Figura 59. Cromatograma por GC/gMS de amostra de biodiesel fortificada com BHA, BHT e
TBHQ (2,80x103, 2,30%x107 e 3,00x10 mol L%, respectivamente). Coluna Agilent HP-5ms
(30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 um espessura); temperatura inicial 40 °C (por 2 min), rampas de
10 °C mint até 180 °C e de 30 °C min* até 300 °C, amostras (1 pL) injetadas a 300 °C com
split ratio 1:50, fluxo do gas carreador He 1,5 mL min™®. Amostra de biodiesel diluida 50

vezes em metanol.

Devido a alta intensidade dos picos do biocombustivel (como mostra a Figura 59), os
quais eluiram apds 16 minutos de corrida, nenhum pico correspondente a qualquer dos
antioxidantes pode ser observado na analise de uma amostra de biodiesel de dleo residual de
fritura, diluida 50 vezes em metanol e fortificada com os antioxidantes investigados. Neste
experimento, a presenca dos antioxidantes e também do IS foi mascarada em razdo do fundo
de escala do detector apresentar um fator de autoajuste da ordem de 10°. Devido ao fato de, na
corrida com metanol, os antioxidantes eluirem antes do tempo de 16 minutos (mostrado na
Figura 58), optou-se por desligar o detector nesse tempo, o que alterou o fator de autoajuste
para 10° permitindo assim a visualizagdo dos picos. Apds este procedimento, diversos
compostos presentes no biodiesel foram identificados, inclusive os antioxidantes, como

mostra a Figura 60.

96



x103

224

1.8+
164
1.44
1.2

Intensidade do Sinal

e

7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Tempo (min)

[=J = =  ]
(=T SR - < -]
T T

Figura 60. Cromatograma por GC/gMS de amostra de biodiesel fortificada com BHA, BHT e
TBHQ (2,80x107%, 2,30x10° e 3,00x10° mol L™, respectivamente): (1) Ester octanoato, (2)
Ester decanoato, (3) BHA, (4) BHT, (5) Ester dodecanoato, (6) TBHQ, (7) Ester tridecanoato.
Coluna Agilent HP-5ms (30 m x 0,25 mm i.d. x 0,25 pum espessura), temperatura inicial
40 °C (por 2 min), rampas de 10 °C min* até 180 °C e de 30 °C min™ até 300 °C, amostras
(1 pL) injetadas a 300 °C com split ratio 1:10, fluxo do gas carreador He 1,5 mL min™,
Detector desligado ap6s 16 minutos de corrida. Amostra de biodiesel diluida 50 vezes em

metanol.

Para diminuir a intensidade dos picos dos ésteres do biodiesel, as amostras foram
diluidas 50 vezes em metanol e um split ratio de 1:50 foi empregado. Na construcdo das
curvas de calibragdo o split ratio utilizado foi de 1:10, uma vez que as mesmas foram obtidas

com amostras livres da presenca de biodiesel.
4.2.1.1 Curvas de Calibracao e Limites de Deteccéo

As curvas de calibracdo (Figuras 61, 62 e 63) nas analises por GC/gMS foram
construidas para os trés antioxidantes detectados por meio da injecdo de uma mistura dos

mesmos em diferentes concentracdes, plotando-se a concentracdo do antioxidante versus a

razdo area do pico do antioxidante/area do pico do IS.
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Figura 61. Curva de calibracdo para BHA gerada a partir de analises GC/qMS, com

Area do Pico do BHA/Area do IS

concentragdo variando entre 5e 25 mg L (2,80x1072 e 1,40x10" mmol L?).
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Figura 62. Curva de calibracdo para BHT gerada a partir de analises GC/qMS, com

Area do Pico do BHT/Area do IS

U'l_

concentragio variando entre 5e 25 mg L™ (2,30x102 e 1,15x10* mmol L),
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Figura 63. Curva de calibracdo para TBHQ gerada a partir de anélises GC/gMS, com

Area do Pico do TBHQ/Area do IS

concentragéo variando entre 5 e 25 mg L™ (3,00x102 e 1,50x10"* mmol L1).

Os resultados obtidos estdo resumidos na Tabela 4 a seguir.

Tabela 4. Figuras de mérito para determinacdo de BHA, BHT e TBHQ em biodiesel diluido
em metanol por GC/gMS.

Analito BHA BHT TBHQ

LWR (mg L) 5-25 5-25 5-25

LWR (mmol L?) 2,80x102 - 1,40x10? 2,30x10%- 1,15x10? 3,00x10% - 1,50x10*
Intercepto -0,18005 -0,13562 -0,14884

r 0,9904 0,9985 0,9868

LD (mg L/umol L) 0,25/1,40 0,05/2,25x 10" 0,75/4,50
Inclinacédo da reta 0,05636 0,07546 0,0314

LWR: faixa de trabalho linear; r: coeficiente de correlacdo; LD: limite de detec¢éo.

Os resultados apresentados na Tabela 4 acima mostram que as curvas de calibracdo
para a determinacdo simultanea de BHA, BHT e TBHQ em amostras de biodiesel apresentam

bons coeficientes de correlacdo e limites de deteccéo.
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4.2.2 Anélise por HPLC-UV

4.2.2.1 Selegéo de Coluna e Comprimento de Onda

Os efeitos da natureza da coluna e a determinagdo do melhor comprimento de onda na
separacdo de BHA, BHT, TBHQ e PG adicionados a amostras de biodiesel foram
investigados.

A Figura 64 mostra os cromatogramas obtidos para analise do biodiesel fortificado
com os quatro antioxidantes, em uma coluna C18. Apesar da boa separacdo obtida por tal
coluna, houve a co-eluicdo do BHT e do FAME C14:0 (éster tetradecanoato) (ver pico 4 da
figura inserida). A co-eluicdo foi observada mesmo apds otimizada a razéo entre as fases
movel e aquosa, 0 que leva a identificacdo e quantificacdo ndo confidveis desse antioxidante

em amostras reais.
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Figura 64. Cromatogramas por HPLC-UV de amostra de biodiesel fortificada com BHA,
BHT, TBHQ e PG (3,40x1073, 3,20x1073, 4,20x103 e 3,30x10° mol L7, respectivamente):
(1S) Padrdo interno p-xileno, (1) PG, (2) TBHQ, (3) BHA e (4) BHT. Coluna C18 (Grace
Alltech Alltima 250 mm x 4,6 mm i.d. x 5 um particula); gradiente de eluicédo inicial 50% v/v
(fase movel B por 3 min) com aumento linear até 90% v/v, mantendo-se por 27 min e
aumentando até 100% v/v por 0,2 min; equilibro a 50% v/v de B por 1,8 min antes da injecéo
seguinte. Amostras (10 pL) injetadas em um fluxo de 1 mL min?, previamente diluidas 20
vezes em metanol v/v. Comprimento de onda de 280 nm.
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Dessa forma, foi feita a troca da coluna C18 pela coluna fenilica. A Figura 65
apresenta 0s cromatogramas obtidos com essa coluna na analise da mesma amostra
apresentada na Figura 64. Pode-se observar a boa separacdo de todos os antioxidantes sem a
interferéncia da matriz; apesar dos tempos de eluicdo do BHT e do FAME C14:0 serem ainda
préximos, a quantificacdo daquele é possivel uma vez que 0s picos estdo bem separados.

E importante observar que o pico do IS também deve ser distinto dos picos dos
analitos; ao trocar a coluna cromatogréfica, o p-xileno eluiu ao mesmo tempo que o PG,
sendo necessaria também a substituicdo do 1S. O fenol foi escolhido por apresentar tempo de
eluicdo distinto dos quatro antioxidantes, possibilitando sua quantificacéo.

3
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S 100+
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o]
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Figura 65. Cromatogramas por HPLC-UV de amostra de biodiesel fortificada com BHA,
BHT, TBHQ e PG (3,40x1073, 3,20x1073, 4,20x10% e 3,30x10° mol L7, respectivamente):
(1S) Padréo interno fenol, (1) PG, (2) TBHQ, (3) BHA e (4) BHT. Coluna Zorbax SB-Phenyl
(StableBond Analytical 250 mm x 4,6 mm i.d. x 5 um particula); gradiente de eluicdo inicial
50% v/v (fase movel B por 17 min) com aumento linear até 100% v/v, mantendo-se por 13
min; equilibro a 50% v/v de B por 5 min antes da injecdo seguinte. Amostras (5 pL) injetadas
em um fluxo de 0,6 mL min, previamente diluidas 20 vezes em metanol v/v. Comprimento
de onda de 280 nm.

101



Para realizar a determinagdo dos limites de deteccdo, foi investigado o melhor
comprimento de onda para cada antioxidante. A Figura 66 apresenta os cromatogramas
relativos as maiores intensidades de pico para PG, TBHQ, BHA e BHT com o0s respectivos
comprimentos de onda de 270, 290, 290 e 280 nm.

—PG: 270 nm
200 —— TBHQ: 290 nm
——— BHA: 290 nm
—— BHT: 280 nm
150 -
O
(&)
T
[{
-e 100_
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3
< 50
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5 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo / min
Figura 66. Cromatogramas por HPLC-UV em metanol com BHA, BHT, TBHQ e PG
(3,40%x10%, 3,20x10%3, 4,20x10° e 3,30x10° mol L™, respectivamente) individualmente.
Coluna Zorbax SB-Phenyl (StableBond Analytical 250 mm x 4,6 mm i.d. X 5 pum particula);
gradiente de eluicdo inicial 50% v/v (fase mével B por 17 min) com aumento linear até 100%
v/v, mantendo-se por 13 min; equilibro a 50% v/v de B por 5 min antes da injecdo seguinte.

Amostras (5 pL) injetadas em um fluxo de 0,6 mL min™.
4.2.2.2 Curvas de Calibracao e Limites de Deteccéo

As curvas de calibracdo (Figuras 67, 68, 69 e 70) para as analises por HPLC-UV
foram construidas para os quatro antioxidantes detectados por meio da injecdo de uma mistura

dos mesmos em diferentes concentracdes, plotando-se a concentracdo do antioxidante versus

a razdo area do pico do antioxidante/area do pico do IS.
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Figura 67. Curva de calibracdo para BHA gerada a partir de analises HPLC-UV, com

Area do pico do BHA/Area do IS
w

concentragéo variando entre 10 e 80 mg L (5,55%107 e 4,40x10 mmol L). Comprimento
de onda de 290 nm.

0
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[BHT]/mg L™
Figura 68. Curva de calibracdo para BHT gerada a partir de analises HPLC-UV, com

Area do Pico do BHT/Area do IS

concentracio variando entre 10 e 80 mg L (4,55x102 e 3,65x10™ mmol L). Comprimento
de onda de 280 nm.
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Figura 69. Curva de calibragdo para TBHQ gerada a partir de analises HPLC-UV, com

Area do pico do TBHQ/Area do IS
w

concentragéo variando entre 10 e 80 mg L™ (6,00x10 e 4,80x10" mmol L). Comprimento
de onda de 290 nm.
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Figura 70. Curva de calibracdo para PG gerada a partir de analises HPLC-UV, com

concentracio variando entre 10 e 80 mg L (4,70x102 e 3,80x10™ mmol L). Comprimento
de onda de 270 nm.
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Os resultados obtidos estdo resumidos na Tabela 5 a seguir.

Tabela 5. Figuras de mérito para determinacdo de BHA, BHT, TBHQ e PG em biodiesel
diluido em metanol por HPLC-UV.

Analito BHA BHT TBHQ PG

LWR (mg L) 10-80 10-80 10-80 10 - 80

LWR (mmol L% 5,55x102 - 4,55x1072 - 6,00x107 - 4,70x102 -
4,40x10°1 3,65x10'" 4,80x10° 3,80x10°

Intercepto -0,09128 -0,01272 0,04317 -0,09922

r 0,9991 0,9994 0,9985 0,9994

LD (mg LYpumol L)  0,0125/6,95x102  0,030/1,35x101  0,015/9,00x102 0,010/ 4,70x10?

Inclinagéo da reta 0,06735 0,03731 0,06675 0,25439

LWR: faixa de trabalho linear; r: coeficiente de correla¢do; LD: limite de detecgéo.

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram que as curvas de calibracdo para a
determinagdo simultanea de BHA, BHT, TBHQ e PG em amostras de biodiesel apresentam
boa linearidade e sensibilidade, como indicado pelos valores dos coeficientes de correlacéo e
limites de deteccdo. Esses foram obtidos nos comprimentos de onda de 290, 280, 290 e
270 nm para BHA, BHT, TBHQ e PG, respectivamente, os quais foram identificados a partir

das menores concentragdes dos antioxidantes nas amostras analisadas.

4.2.3 Andlise por UHPLC-ESI-Orbitrap/MS

A Figura 71 apresenta 0 mapa de ions referentes a analise por UHPLC-ESI-
Orbitrap/MS, no qual valores de m/z sdo plotados contra o tempo de retencdo do analito; na
presente técnica, foi possivel reduzir a interferéncia de fundo no modo negativo.

Apesar de terem sido empregadas a mesma coluna e condicdes de fase movel usadas
em HPLC-UV, o fluxo foi diminuido para 0,3 mL min, o que resultou em um maior tempo
de retencdo observado na analise por MS. O baixo fluxo é necessario para facilitar a formacéo

do spray na analise em ESI-MS.
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Figura 71. Mapa de ions obtido por UHPLC-ESI-Orbitrap/MS na analise de biodiesel
fortificado com PG, TBHQ, BHA e BHT (1 mg L™ cada) nos modos (A) Negativo e (B)
Positivo, com (C) Correspondentes cromatogramas de ions extraidos para 0s quatro
antioxidantes: (1) PG, (2) TBHQ, (3) BHA, (4) BHT. Coluna Zorbax SB-Phenyl (StableBond
Analytical 250 mm x 4,6 mm i.d. x 5 um particula); gradiente de eluicao inicial 50% v/v (fase
mével B por 17 minutos) com aumento linear até 100% v/v, mantendo-se por 13 minutos;
equilibro a 50% v/v de B por 5 minutos antes da injecdo seguinte. Amostras (15 uL) injetadas
em um fluxo de 0,3 mL min. Fonte HESI operada nos modos positivo e negativo: gas de
bainha 35, gas auxiliar 10, gas de varredura 0, voltagem do spray 3,0 kV, temperatura do
capilar 320 °C e do aquecedor do géas auxiliar 300 °C. MS operado nos modos positivo e
negativo em full scan (de 50 a 400 m/z): resolugdo de 70 000 FWHM, alvo AGC de 1 x 10°% e
tempo maximo de injecao de 200 ms.
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Além dos quatro antioxidantes, o teor de FAMESs no biodiesel pode ser detectado. A
quantidade de picos referentes aos FAMES é muito menor no modo negativo do que no modo
positivo, como se pode ver nas Figuras 71A e 71B, respectivamente. No modo positivo, 0s
ions moleculares protonados foram identificados e sdo apresentados na Tabela 6, com 0 mapa
de ions ilustrado na Figura 71B. Uma vez que quanto maior a hidrofobicidade de um
composto mais fortemente esse é retido na fase hidrofébica, os FAMESs com maiores valores
de m/z tem tempo de eluicdo tardio (ver topo direito da Figura 71B); os FAMEs saturados
(mais hidrofébicos) eluem em tempo maior do que os insaturados de massa molar semelhante
(ver Tabela 6). Tais comportamentos sdao indicios de uma caracteristica tipica de separacdo

em fase reversa.®®

Tabela 6. Perfil analitico do biodiesel por UHPLC-ESI-Orbitrap/MS.

No. Tempo de retencdo (min) Massa exata [M+H]" ou [M-H] Composto
1 15,5 211,0607° PGP

2 16,7 165,0916° TBHQP

3 20,8 179,10722 BHA®P

4 25,4 219,1749% BHT®

5 25,2; 27,6° 241,2169 FAME C14:0
6 25,8; 27,8° 255,2325 FAME C15:1
7 26,4; 28,6° 269,2481 FAME C16:0
8 26,6; 28,2° 291,2324 FAME C18:4
9 26,6; 28,5° 293,2480 FAME C18:3
10 26,9; 29,0° 295,2637 FAME C18:2
11 27,2; 29,5° 297,2794 FAME C18:1
12 30,2 299,2949 FAME C18:0
13 29,6 321,2795 FAME C20:3
14 27,7; 30,0° 323,2951 FAME C20:2
15 28,0; 30,6° 325,3107 FAME C20:1
16 30,2; 31,5°¢ 327,3263 FAME C20:0
17 32,1 341,3419 FAME C21:0

2 Valores de massa calculados no modo negativo.

b \dentidade do composto também confirmada por meio de sua inje¢do individual.
€ Identificacio do composto com mais de um pico para um valor exato de massa, indicativo da presenca de isomeros.
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4.2.4 Avaliacio da Estabilidade do Biodiesel

A estabilidade de componentes do biodiesel de 6leo residual de fritura (ndo aditivado,
comercial e fortificado) sob exposi¢do a luz solar e temperatura ambiente foi investigada, por
meio de degradacédo oxidativa forcada.

Os cromatogramas sobrepostos a diferentes tempos de exposicao (0, 1, 4 e 8 semanas)
para amostras de biodiesel sem antioxidantes, fortificado com os quatro antioxidantes e
amostra comercial fortificada com BHT s@o apresentados nas Figuras 72, 73 e 74,
respectivamente. Sem a presenca de antioxidantes, o teor de FAMEs C18 no biodiesel
diminuiu significativamente na primeira semana de exposi¢do e continuou diminuindo ao
longo das 8 semanas de exposi¢do, como mostrado na Figura 75A.

Para as amostras contendo antioxidantes, o teor dos FAMEs das semanas 4 - 8 ndo
apresentou queda significativa quando comparado com o ensaio correspondente a semana 0,
nem houve degradacao relevante dos antioxidantes, e.g. como ilustrado para o BHT (pico 4
nas Figuras 73 e 74, com teor plotado na Figura 75B) e outros antioxidantes (Figura 75C).
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Figura 72. Cromatogramas por HPLC-UV de amostra de biodiesel sem adicdo de
antioxidantes, ao longo de 8 semanas: (8 - 12) FAMESs mostrados na Tabela 6. Coluna Zorbax
SB-Phenyl (StableBond Analytical 250 mm x 4,6 mm i.d. x 5 um particula); gradiente de
eluicdo inicial 50% v/v (fase movel B por 17 min) com aumento linear até 100% vl/v,
mantendo-se por 13 min; equilibro a 50% v/v de B por 5 min antes da injecdo seguinte.
Amostras (5 pL) injetadas em fluxo de 0,6 mL min?, previamente diluidas 20 vezes em
metanol v/v. Comprimento de onda de 280 nm.
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Figura 73. Cromatogramas por HPLC-UV de amostra de biodiesel com adi¢cdo de BHA,
BHT, TBHQ e PG (700 ppm cada), ao longo de 8 semanas: (4) BHT, (8 - 12) FAMEs
mostrados na Tabela 6. Coluna Zorbax SB-Phenyl (StableBond Analytical 250 mm x 4,6 mm
i.d. x 5 um particula); gradiente de eluicdo inicial 50% v/v (fase movel B por 17 min) com
aumento linear até 100% v/v, mantendo-se por 13 min; equilibro a 50% v/v de B por 5 min
antes da injecdo seguinte. Amostras (5 pL) injetadas em um fluxo de 0,6 mL min?,

previamente diluidas 20 vezes em metanol v/v. Comprimento de onda de 280 nm.

109



300~

Semana 0
1 a0 Semana 1
N 7 —— Semana 4
20 Semana 8
8-12
o 2004 " 4 |
S ] o
@
e 150
[
(@) 0 —
8 100 - 17 18 19 20 21 22 23 24
< B
/’_
50 -
0 — e
17 18 19 20 21 22 23 24

Tempo / min

Figura 74. Cromatogramas por HPLC-UV de amostra de biodiesel comercial com adicéo de
BHT (600 - 800 ppm, conforme fabricante), ao longo de 8 semanas: (4) BHT, (8 - 12) FAMEs
mostrados na Tabela 6. Coluna Zorbax SB-Phenyl (StableBond Analytical 250 mm x 4,6 mm
i.d. x 5 um particula); gradiente de eluicdo inicial 50% v/v (fase movel B por 17 min) com
aumento linear até 100% v/v, mantendo-se por 13 min; equilibro a 50% v/v de B por 5 min
antes da injecdo seguinte. Amostras (5 pL) injetadas em um fluxo de 0,6 mL min?,

previamente diluidas 20 vezes em metanol v/v. Comprimento de onda de 280 nm.

A Figura 75 mostra a relacdo entre o tempo de exposicdo e a estabilidade dos FAMESs
na presenca e auséncia de antioxidantes no biocombustivel, evidenciando que, mesmo em
condicdes desfavoraveis como a exposicdo a luz solar, a adicdo do antioxidante mantém os

teores dos ésteres mais elevados.
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Figura 75. Perfil de estabilidade quimica de diferentes amostras de biodiesel apds exposicédo
a luz solar por até 8 semanas: (A) Teor total de FAME C18 (compostos 8 - 12 na Tabela 6) no
biodiesel puro (x), amostra comercial fortificada com BHT (o) e amostra fortificada com os
quatro antioxidantes (A); (B) Teor total de BHT em amostra comercial de biodiesel (o); (C)
Teores de (0) PG, (A) TBHQ, (*) BHA e (o) BHT em amostras de biodiesel fortificadas com
0s quatro antioxidantes. As barras de erro foram obtidas a partir de trés replicatas dos

experimentos.
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5. CONCLUSOES

Na determinacéo simultdnea de TBHQ e PG em meio biodiesel:etanol por voltametria
de pulso diferencial usando um ume de Pt, a separagdo de 250 mV entre 0s potenciais de
oxidacdo permitiu a identificacdo e quantificacdo simultdnea dos dois antioxidantes
empregando um procedimento matematico de deconvolugdo dos voltamogramas.
Sensibilidade analitica da ordem de 108 A L mol * e valores de ensaio de recuperagdo de
116% para TBHQ e 104% para PG foram obtidos, o que indica boa precisdo e exatiddo. O
deslocamento do potencial de oxidagdo para valores mais positivos com concentragdes
crescentes de antioxidante indicou maior grau de irreversibilidade na oxidacdo do PG do que
na do TBHQ.

A microemulsdo A/O contendo 71% n-propanol, 11% agua e 18% biodiesel foi
caracterizada e evidenciou ser um meio solvente adequado para a realizacdo de analise direta
de antioxidantes fenolicos sintéticos em biodiesel por voltametria de pulso diferencial. No
entanto, ensaios preliminares empregando um microeletrodo de fibra de carbono indicaram
que este material € quimicamente ativo em relacdo aos compostos estudados, o que dificulta
sua limpeza e, consequentemente, a reprodutibilidade dos resultados.

Na identificacdo e determinacdo simultanea de TBHQ e BHT em microemulsdo de
biodiesel livre de surfactante por voltametria de pulso diferencial em ume de Au observou-se
apresentou uma separacdo entre os potenciais de pico de 270 mV com sensibilidade analitica
de 107 A L mol . Valores dos ensaios de recuperacdo de 90% para o TBHQ e de 99,5% para
0 BHT foram obtidos pela técnica de adi¢do de padréo por deconvolugédo dos voltamogramas.
A menor sensibilidade analitica em relacdo ao meio etanol pode ser atribuida a um menor
grau de atividade catalitica do eletrodo de Au em relacdo ao de Pt. Neste caso, ndo foi
observado deslocamento do potencial de oxidacdo para valores mais positivos com
concentragdes crescentes de antioxidante, indicando maior grau de reversibilidade das reacdes
neste meio.

Em razdo da seletividade dos potenciais de oxidacdo dos compostos investigados,
ambos 0s meios, etanol e SFME, podem ser empregados na determinacdo direta de
antioxidantes em biodiesel, sem a necessidade de pré-tratamento da amostra. No entanto,
como 0s materiais eletrédicos empregados sdo diferentes, ndo é possivel atribuir vantagens

significativas de um sobre o outro.

112



Entre as técnicas cromatogréficas empregadas, GC/gMS e HPLC-UV, a segunda
permitiu separar, detectar e quantificar simultaneamente BHT, BHA, TBHQ e PG, sem a
necessidade de extracdo ou derivatizagdo, com boa linearidade nas curvas de calibragdo e
baixos limites de deteccdo. J& por GC/gMS foram detectados TBHQ, BHT e BHA em meio
biodiesel:metanol 1:50, ndo sendo detectado o PG.

As curvas de calibracdo nas analises por HPLC-UV empregando diluicdo do biodiesel
em metanol e coluna fenilica apresentaram linearidade na faixa de concentragdes entre 10 e
80 mg L, com coeficientes de correlagdo variando entre 0,99855 e 0,99949 enquanto para as
analises por GC/qMS a linearidade ficou na faixa de concentracdes entre 5 e 25 mg L?, com
coeficientes de correlagdo variando entre 0,9868 e 0,9988. A estabilidade quimica do
biodiesel sob exposi¢do a luz solar e temperatura ambiente, com e sem adi¢do de antioxidante,
mostrou que a presenca simultanea dos 4 antioxidantes investigados manteve o conteudo de
FAMEs praticamente constante durante 8 semanas.

A técnica UHPLC-ESI-Orbitrap/MS permitiu a identificacdo dos antioxidantes e dos
alquil ésteres de acidos graxos presentes na amostra de biodiesel ndo aditivado na planta,
empregando as mesmas coluna e fase movel das anélises por HPLC-UV.

Os métodos cromatograficos desenvolvidos mostram-se aplicaveis em analises de
rotina em amostras comerciais de biodiesel e na investigagdo da estabilidade do
biocombustivel sob armazenamento a temperatura ambiente.

As metodologias propostas sdo de facil preparo e baixo consumo de amostra, podendo
vir a serem do interesse da industria para o monitoramento destes e de outros antioxidantes
em biodiesel, na linha de producdo. A principal vantagem é ndo ser necessario nenhum tipo
de pré-tratamento da amostra: a simples diluicdo em metanol ou etanol ou a preparacéo do
biodiesel na forma de microemulsdo livre de surfactante conferem rapidez e simplicidade a

determinacdo dos antioxidantes investigados.
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