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RESUMO

Neste trabalho, a superficie de um eletrodo de carbono vitreo foi
modificada com filmes de surfactantes derivados do imidazélio
propanosulfonato contendo caudas alquilicas de 10, 12, 14 e 16
carbonos. A resposta do eletrodo foi avaliada para trés antioxidantes
sintéticos, butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) e terc-
butilhidroquinona (TBHQ) amplamente utilizados na inddstria de 6leos
e gorduras. Estudos revelaram potencial toxicidade destes compostos
quando consumidos em grandes quantidades e por isso foram
selecionados para este estudo.

Para caracterizacdo do eletrodo modificado foram empregadas
técnicas como voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia
eletroquimica e a microscopia de forga atdmica. Os resultados indicaram
que o filme mais eficiente para a realizagdo da modificacdo do eletrodo
foi obtido empregando o surfactante com 14 carbonos, denominado 3-
(1-tetradecil-3-imidazélio)  propanossulfonato  (ImS3-14).  Este
surfactante aumentou a resposta do eletrodo para os antioxidantes BHA
e TBHQ. Por ser empregado isoladamente como antioxidante em 6leos
vegetais o TBHQ foi selecionado para os estudos de otimizacdo e
aplicacdo do eletrodo.

Como técnica eletroanalitica foi empregada a voltametria de onda
quadrada e o teor de TBHQ foi determinado em dois extratos aquosos
obtidos a partir de dleos de soja e os valores obtidos comparados com o
método UV. As condicfes experimentais que forneceram maior resposta
eletroquimica foram: solucdo 5,0x10° mol L™ de surfactante para
formagao do filme, solucdo tampédo acetato (0,1 mol L™, pH 5,0) como
eletrolito suporte, como parametros da voltametria de onda quadrada:
frequéncia de 30 Hz, amplitude de 40 mV e incremento de 4 mV. A
curva de calibragdo foi construida sob as condicdes otimizadas, obtendo-
se uma faixa linear de 8,93x10™ a 7,44x10° mol L™ para TBHQ com um
limite de deteccéo calculado de 4,72x107" mol L™. A repetibilidade entre
as medidas (n=4) foi de 5,4% e a repetibilidade entre os eletrodos (n=3)
foi de 7,2%. A recuperagdo foi avaliada e apresentou valores entre
94,3% a 105,7%.

Os valores de TBHQ determinados nos extratos empregando o
eletrodo proposto e o método comparativo UV apresentaram pouca
diferenca, 7,9% e 6,0%, para as amostras A e B. A excelente
detectabilidade do eletrodo modificado com ImS3-14, combinada ao
bom desempenho na quantificacdo de TBHQ, demonstra que a



metodologia proposta pode ser uma alternativa complementar aos
métodos convencionais de anélise.

Palavras-Chave: Eletrodo modificado. Filme. Surfactante zwiterionico.
Antioxidante.



ABSTRACT

In this study, the surface of a glassy carbon electrode was
modified with films from surfactants derived of imidazolium
propanesulfonate containing alkyl tails with 10, 12, 14 and 16 carbons.
The response of the electrode was evaluated for three synthetic
antioxidant, butyl hydroxy anisole (BHA), butylated hydroxytoluene
(BHT) and tert-butylhydroquinone (TBHQ), widely used in the oils and
fats industry. Studies have shown the potential toxicity of these
compounds when consumed in large quantities and so were selected for
this study.

For the characterization of the modified electrode different
techniques were employed as cyclic voltammetry, electrochemical
impedance spectroscopy and atomic force microscopy. The results
indicated that the most efficient surfactant film for electrode
modification was obtained using the surfactant with 14 carbon atoms,
named 3- (1-tetradecyl-3-imidazolium) propane (ImS3-14). This
surfactant increased the electrode response to the BHA and TBHQ
antioxidants. Because it employed separately as an antioxidant in
vegetable oils TBHQ was selected for optimization studies and
application of the electrode.

As electroanalytical technique was used the square wave
voltammetry and TBHQ content was determined in two aqueous extracts
obtained from soybean oil and the values obtained compared with the
UV method. The experimental conditions were provided a higher
electrochemical response: 5.0x10° mol L™ surfactant solution
concentration for film formation, acetate buffer (0.1 mol L *, pH 5.0) as
supporting electrolyte, as square wave voltammetry parameters:
frequency 30 Hz, amplitude of 40 mV and 4 mV of step potential. The
calibration curve was constructed under the optimized conditions,
yielding a linear range of 8.93x107 to 7.44x10°® mol L™ for TBHQ with
a limit of detection calculated 4.72x10”" mol L™. The repeatability of the
measurements (n = 4) was 5.4% and repeatability between the electrodes
(n = 3) was 7.2%. Recovery was evaluated and varied from 94.3% to
105.7%.

TBHQ values determined in the extracts using the proposed
electrode and the UV comparative method showed little difference,
7.9% and 6.0% for samples A and B. The excellent detectability of the
electrode modified with ImS3-14, combined with good performance in
the TBHQ quantization shows that the proposed method can be a
complementary alternative to conventional methods of analysis.



Keywords: Modified electrode. Film. Zwitterionic surfactant.
Antioxidant.
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1. INTRODUCAO
1.1. Eletrodo Quimicamente Modificado (CME)

Eletrodos sdo dispositivos capazes de fornecer informacdes sobre
a natureza quimica ou fisica de um sistema, convertendo esta
informacdo em um sinal elétrico (TREVISAN e POPPI, 2006). Para o
funcionamento de um eletrodo precisamos de uma superficie receptora
que é sensivel a determinada caracteristica do sistema, de um transdutor
para converter a informacdo obtida em um sinal elétrico e um
amplificador de sinal (MELLO e KUBOTA, 2002). Estes dispositivos
podem avaliar propriedades fisicas, como temperatura, indice de
refracdo, viscosidade, entre outros, ou reconhecer constituintes quimicos
sendo capazes de determinar a concentracdo de uma substancia de
interesse (TREVISAN e POPPI, 2006).

Os eletrodos que operam a partir de medidas eletroquimicas,
avaliam como grandeza de medida valores de corrente elétrica, potencial
e condutividade. Nestes dispositivos ocorre a interacdo da superficie do
eletrodo com uma substancia de interesse, geralmente em solugéo, e esta
interacdo é convertida em um sinal mensurdavel (MELO, 2008).
Dependendo da aplicacdo desejada podemos utilizar diferentes materiais
para construgdo de eletrodos, tais como, platina (LUPU et al., 2009),
ouro (ZHOU et al., 1996), cobre (FENG et al., 2009), niquel (ASGARI
et al., 2012), iridio (LANG et al., 2000), rédio (SAMPATH e LEV,
1998), paladio (CHI e DONG, 1993), carbono (WANG et al., 2002),
carbono vitreo (MUSAMEH, 2002), grafite (SILVA et al, 2013),
grafeno (DU et al., 2011), etc. O eletrodo de carbono vitreo (glassy
carbon electrode — GCE) é um dos eletrodos mais utilizados devido a
sua boa condutividade elétrica, estabilidade térmica e robustez (DING et
al., 2008).

A denominacdo de eletrodo quimicamente modificado
(chemically modified electrode — CME) foi sugerida por Murray e
colaboradores (MURRAY et al. 1975), na década de 70 para eletrodos
gue possuem espécies quimicas devidamente imobilizadas sobre a
superficie capazes de aumentar as respostas destes dispositivos
analiticos. Neste trabalho, a resposta eletroquimica obtida pelo eletrodo
foi aumentada pela modificacdo da superficie de um eletrodo de SnO,
com amina, piridina e etilenodiamina.

Os estudos desenvolvidos por Adams e colaboradores (ADAMS,
1976) foram muito importantes para a compreensdo de eletrodos & base
de carbono, demonstrando a facilidade de alterar a superficie deste tipo
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de dispositivo. Neste trabalho foi realizada a modificagdo de um
eletrodo de pasta de carbono contendo glioxima, que foi empregado em
determinac@es de niquel 1. Foi observado que a adigdo do modificador
contribuiu para elevar a sensibilidade do eletrodo.

Um CME, segundo a IUPAC (DURST et al., 1997), é definido
como sendo um eletrodo feito de um material condutor ou semicondutor
gue é recoberto com um filme monomolecular, multimolecular, iénico
ou polimérico de um modificador quimico, que por meio de
transferéncias de carga (reacdes faradaicas), apresenta propriedades
quimicas e/ou eletroquimicas. Estes modificadores sdo adicionados para
pré-estabelecer e controlar as caracteristicas da interface eletrodo-
solucdo, aumentando a detectabilidade e seletividade dos eletrodos.
(MURRAY et al., 1975; PEREIRA et al., 2002; QUINTANA et al.,
2013).

A adicdo de modificadores aos eletrodos permite a obtencdo de
dispositivos para diferentes fins e aplicacGes, tais como o controle
qualitativo e quantitativo de poluentes em amostras de interesse
ambiental (PERSSON et al., 1990; KATZ et al., 1994; PEREIRA et al.,
2002; BRONDANI et al., 2013), na detec¢do de patologias humanas
como infarto cardiaco (ZAPP et al., 2014; MOREIRA et al., 2014) e
dengue (SILVA et al., 2014), e também, podem ser utilizados na
industria de alimentos possibilitando o controle do teor de compostos
fendlicos (PUSCH et al.,, 2013; FERNANDES et al., 2013).

Diversos materiais podem ser utilizados para modificar um
eletrodo dependendo da natureza do material eletrédico e da
modificacdo desejada, tais como enzimas, nanomateriais, liquidos
ibnicos, zeolitas, DNA, surfactantes. De modo geral, 0 que ocorre é um
aumento na resposta do eletrodo que é medida pelo transdutor, a
corrente de pico obtida pelo aparelho é proporcional a concentragdo de
analito na solucdo (FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992).

Os materiais utilizados na modificacdo de eletrodos podem ser
adicionados a superficie do dispositivo através de diversas técnicas,
como: adsorcdo fisica, formacdo de monocamadas auto-organizadas,
eletropolimerizacdo, reacdes quimicas, recobrimento com membranas
poliméricas, formacdo de compdsitos, entre outros (FERNANDES,
2012).

Um dos procedimentos mais utilizados para modificagdo de
eletrodos consiste na formacdo de filmes sobre a superficie ativa
(PERSSON et al., 1993; PEREIRA et al., 2002). Compostos que
possuem caracteristicas “permesseletivas”, como a ciclodextrina (YAO
etal., 2014), quitosana (YANG et al., 2014) e o Nafion® (IZQUIERDO-
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GIL, et al. 2012) podem ser empregados na modificacdo superficial de
eletrodos, contribuindo para a seletividade do CME.

Materiais que aceleram a cinética dos processos de transferéncia
de elétrons, como a polianilina e o polipirrol, quando utilizados para
modificacdo de eletrodos, aumentam a resposta obtida (CRESPILHO et
al., 2006; ZOU et al., 2014). Zou e colaboradores (2014) empregaram
filmes de polianilina contendo DNA para modificar a superficie de um
GCE, conferindo grande especificidade ao eletrodo desenvolvido.
Liquidos idnicos também podem ser utilizados na modificacdo de
eletrodos contribuindo para a detectabilidade, auxiliando nas cinéticas
de transferéncia de carga. Saadati e colaboradores (2014) utilizaram
hemoglobina e liquido i6nico para modificar um GCE obtendo um CME
seletivo e sensivel empregado para determinacéo de nitrito.

Nanomateriais vem sendo bastante empregados na modificacio
de eletrodos, principalmente por suas capacidades cataliticas bem como
sua alta razédo area superficial/volume, fatores sinérgicos que aumentam
as respostas de analiticas. Nanoparticulas de ouro estabilizadas em
guitosana foram empregadas por Xu e colaboradores (2007) para
modificar um GCE. A utilizacdo das nanoparticulas aumentou a
detectabilidade do CME, que foi aplicado na determinacdo de glicose.
Rastgar e colaboradores (2014) utilizaram um filme modificador de
grafeno e nanoparticulas metélicas de niquel sobre um GCE para
aumentar a resposta eletroanalitica obtida pelo eletrodo na determinacéo
de antibidticos.

Filmes de surfactantes foram empregados na modificacdo de
eletrodos, aumentando a detectabilidade destes dispositivos. Vittal e
colaboradores (2006), comprovaram este fato empregando o brometo de
cetiltrimetilaménio (CTABr) sobre um GCE para a quantificacdo de
dopamina. Fernandes e colaboradores (2012) e Zapp e colaboradores
(2013) utilizaram filmes de surfactante para modificar eletrodos de ouro
e GCE, respectivamente, empregados na deteccdo de catecol e
hidroguinona. As respostas de corrente obtidas comprovam a capacidade
dos surfactantes de aumentar a sensibilidade dos eletrodos através de
processos adsortivos entre o analito e a superficie modificada com o
surfactante.

1.2. SURFACTANTES
Surfactantes sdo compostos que apresentam duas regiGes de

polaridades distintas, em uma das extremidades da estrutura ha uma
parte polar hidrofilica (cabeca) e na outra extremidade uma parte
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hidrofdbica (cauda), geralmente uma cadeia de hidrocarbonetos (XU et
al., 2009). Consequentemente, eles podem interagir com interfaces
polares e apolares, alterando as suas propriedades superficiais. A
classificacdo dos surfactantes é feita levando-se em consideragdo a
existéncia e a natureza dos grupos carregados em sua estrutura, sendo
classificados em quatro categorias, conforme mostra a Tabela 1
(SHRESTHA et al., 2007; TONDO et al., 2010; FERNANDES, 2012).

O surfactante catibnico possui carga positiva em sua estrutura, o
surfactante anibnico apresenta carga negativa, os denominados nao
ibnicos ndo apresentam cargas em sua estrutura e os zwiteridnicos
possuem cargas negativas e positivas na mesma molécula.

Tabela 1. Classificagdo dos surfactantes

Classificagdo Exemplo
\/\é%/\ +/
_ N -
Catibnico 12 ’ Br

Brometo de cetiltrimetilamdnio (CTABT)

0
\/\@/\ /
Anibnico 8 //S\O' Na+
Dodecilsulfato de sodio ( SDS)

Nao I6nico \W /\%

Eter dodecn -(4)- pohoanlemco
O]

\/\é%/\ \\S/O
+

N NS

10 ’ ~ " Yo

3-dimetil(tetradecil)amonio-1-propanesulfonate
(SB3-14)

Zwiteridnico

1.2.1. Micela normal e reversa

Uma das caracteristicas comum a todos os surfactantes é a
capacidade de associar-se espontaneamente em solucdo gerando
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agregados (micelas). A concentracdo minima de surfactante para o inicio
do processo de formacdo das micelas é chamada de concentracdo
micelar critica (CMC) (TANFORD, 1974; MANIASSO, 2001). Esses
agregados quando em meio aquoso sdo chamados de micelas normais
(Figura 1A), onde as moléculas de surfactante orientam-se de forma que
a cauda apolar hidrofébica esta no interior da micela e a cabeca polar em
contato com a agua. A formacdo de micelas também ocorre em
solventes apolares, porém as caudas ficam voltadas para fora e as
cabecas polares voltadas para o interior. Estes agregados formados em
solventes organicos apolares sdo chamados de micelas reversas (Figura
1B) (ARKIN e SINGLETERRY, 1948).

Figura 1. (A) Representacdo de uma micela normal e (B) uma micela reversa
de um surfactante cationico.

A utilizacdo do sistema de micelas reversas permite uma melhor
aderéncia do filme de surfactante a superficies apolares, sendo muito
promissor na modificacdo de eletrodos sélidos, como é o caso do GCE,
formando filmes estaveis que aumentam a sensibilidade do eletrodo
(ZAPP et al., 2013).

Devido a capacidade de alterar as propriedades da interface
eletrodo-solugdo, diversos surfactantes tém sido utilizados em
metodologias eletroanaliticas, podendo ser empregados junto ao
eletrélito suporte e/ou na modificacdo da superficie do eletrodo (CAO et
al., 2008; MAHMUD et al., 2011). Os surfactantes tém a capacidade de
interagir com os analitos facilitando a adsorcéo desses compostos, 0 que
aumenta a concentracdo desses sobre a superficie do eletrodo (XU et al.,
2009; RAJBONGSHI et al., 2010).

Varios surfactantes tais como o SDS (FAN et al., 2000), brometo
de didodecildimetilaménio (CHEM et al., 2004) e brometo de
dimetildioctadecilaménio (LIU et al., 2005), foram utilizados para
modificar a superficie de eletrodos.
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1.2.2. Surfactantes zwiteridnicos sulfonato imidazélicos

Os surfactantes zwiteridnicos sulfonato imidazélicos, sintetizados
e caracterizados por Tondo e colaboradores (TONDO et al., 2010) e por
Souza e colaboradores (Souza et al., 2012), apresentam capacidade de
organizagdo nas estruturas micelares. Essas moléculas possuem um anel
imidazolico rigido e um grupo sulfonato. A interacdo eletrostatica entre
eles contribui para a formacdo de uma estrutura rigida capaz de se
organizar. Estes surfactantes foram utilizados com sucesso na
construcdo de biossensores e sensores para deteccdo de compostos
fenolicos (FERNANDES et al., 2012; ZAPP et al., 2013).

O aumento da sensibilidade do eletrodo é atribuido a capacidade
adsortiva dos surfactantes. Além disso, diversos trabalhos ja
demonstraram a eficiéncia dos compostos imidazélicos em aumentar a
cinética dos processos de transferéncia de carga, processos que
aumentam as respostas de corrente obtidas (IVASKA e WEI, 2008;
FERNANDES et al., 2009; FRANZOI et al., 2011; FEI et al., 2011,
FRANZOI et al., 2011).

1.3. ANTIOXIDANTES EM ALIMENTOS

Antioxidantes sdo substancias adicionadas a um produto para
prevenir ou retardar a deterioracdo oxidativa (HUANG et al., 2005).
Estes podem ser classificados como sendo antioxidantes sintéticos ou
naturais (substancias bioativas, tais como &cido citrico e &cido
ascarbico, que possuem naturalmente atividade antioxidante) (MELO e
GUERRA, 2002).

Os principais antioxidantes sintéticos pertencentes a classe dos
fendis e mais utilizados na indstria de alimentos ricos em lipideos sdo:
0 BHA (butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno) e o0 TBHQ (terc-
butilhidroquinona) (Figura 2). No Brasil, as legislagbes vigentes
(BRASIL, 1998) permitem a adi¢do de antioxidantes em 6leos com um
limite maximo de 100 mg kg™ de BHT e 200 mg kg™ para BHA e
TBHQ. Estes antioxidantes sintéticos apresentam um potencial toxico e
cancerigeno, portanto, seu uso € proibido em alimentos no Japéo,
Canada e paises europeus (RIBEIRO et al., 2001, MATTEA et al.,
2004).
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Figura 2. Estrutura quimica dos principais antioxidantes sintéticos empregados
em alimentos.

OH OH OH
C(CHg)z  (H3C)sC C(CHg)3 C(CHy)3
OCHj CHy OH
BHA BHT TBHQ

O BHA e o0 BHT séo antioxidantes mais utilizados como aditivos
em gorduras animais do que em O0leos vegetais, apresentando pouca
estabilidade frente a temperaturas elevadas e por isso uso limitado. O
TBHQ ¢é considerado o melhor antioxidante para éleos empregados em
frituras, pois resiste ao calor, conferindo uma excelente estabilidade para
0s produtos acabados (RAMALHO e JORGE, 2006).

1.3.1. Deterioracéo de 6leos

A deterioracdo de Oleos € conhecida como rancidez
(QUINTEIRO e VIANNI, 1995) e pode ser classificada como
hidrolitica ou oxidativa. A rancidez hidrolitica resulta da hidrdlise da
molécula de triglicerideo do 6leo, com a formacédo de glicerol e &cidos
graxos livres. Esta reacdo € promovida por umidade e catalisada por
lipases (enzimas naturalmente presentes nas oleaginosas ou de origem
microbiana) que acabam sendo extraidas junto com o 6leo (ALVEZ,
2004).

A oxidacdo ou rancidez oxidativa envolve o ataque do oxigénio
atmosférico, ou dissolvido no produto, aos acidos graxos presentes nos
6leos e gorduras, sendo favorecida pela elevacdo da temperatura,
incidéncia de luz e grande concentracdo de triglicerideos insaturados
(ALVEZ, 2004; RAMALHO e JORGE, 2006). O esquema de auto-
oxidacdo é resumidamente apresentado na Figura 3, e pode ser dividido
em trés etapas: (I) no inicio ocorre a formacdo dos radicais livres do
acido graxo em condicdes favorecidas por luz e calor; (1) Os radicais
livres formados sdo suscetiveis ao ataque do oxigénio atmosférico e séo
convertidos em outros radicais, formando-se os produtos primarios de
oxidacdo, peréxidos e hidroperoxidos. Os radicais livres formados
atuam como propagadores da reagdo, resultando em um processo
autocatalitico; (Ill) a reacdo termina quando dois radicais acabam
combinando-se, formando produtos estaveis, produtos secundarios de
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oxidacdo, obtidos pelo rearranjo dos peréxidos (RAMALHO e JORGE,
2006).

Figura 3. Esquema geral do mecanismo da oxidacéo lipidica.
Iniciacdo RH — R'+H"
Propagacio R*+0, — ROO°

ROO*+RH — ROOH + R*

Término ROO"+R* —» ROOR

ROO*+ROO° —> ROOR + 0, Produtos

Estaveis
R*+R" — RR

onde: RH - Acido graxo insaturado; R* - Radical livre;
ROO" - Radical peroxido e ROOH - Hidroperdxido

FONTE: RAMALHO e JORGE, 2006.

Para evitar a degradacdo de 6leos e gorduras, é necessario
suprimir todos os fatores que a favorecem, mantendo ao minimo a
temperatura e a luz, evitando a presenca de metais no 6leo e diminuindo
0 contato com oxigénio. Além destas medidas, geralmente sédo
adicionadas aos alimentos industrializados pequenas quantidades de
antioxidantes que bloqueiam a degradacdo, inibindo a propagacdo da
reacdo de degradagdo. Compostos como o BHA, BHT e o TBHQ séo
6timos antioxidantes, pois sua estrutura fendlica permite a doagéo de um
préton a um radical livre, regenerando o acido graxo e interrompendo o
mecanismo de oxidacdo por radicais livres. Como sdo utilizados em
diversos alimentos, sua concentragdo deve ser monitorada, evitando
adicBes excessivas e, consequentemente, danos a salde humana
(MATTEA et al., 2004; RAMALHO e JORGE, 2006).
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1.3.2. Determinacao de antioxidantes em 6leos comestiveis

Atualmente, muitas técnicas analiticas tém sido utilizadas para
detectar e quantificar substancias antioxidantes. Entre os métodos mais
utilizados estdo os colorimétricos e os espectrofotométricos; contudo
estas técnicas ndo apresentam grande sensibilidade, o que dificulta a
determinacdo de baixas concentragcfes. As técnicas colorimétricas, como
0o método Folin-Ciocalteu, requerem um minucioso tratamento da
amostra a fim de remover qualquer cor interferente, e como ndo sao
seletivos apresentam o0s resultados como antioxidantes totais, sem
diferenciar as espécies presentes (STUCKEY e OSBORNE, 1965;
CAMPOS e TOLEDO, 2000; SUCUPIRA, et al., 2012).

As técnicas de cromatografia gasosa (GC- Gas chromatography)
e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High performance
liquid chromatography), também sdo utilizadas na quantificacdo de
antioxidantes (TAKEMOTO et al., 2000; CAMPOS e TOLEDO, 2000),
porém as indlstrias de alimentos necessitam de respostas rapidas para
assegurar a qualidade dos produtos e do processo, e estas sdo técnicas
gue demandam elevado tempo de analise, preparo das amostras e
elevado custo instrumental e de reagentes.

As metodologias  eletroanaliticas, empregando técnicas
voltamétricas, por exemplo, representam uma alternativa promissora
para determinacdo de antioxidantes, principalmente com o
desenvolvimento de CME cada vez mais sensiveis e seletivos. A
voltametria de onda quadrada (SWV) é uma técnica eletroanalitica que
proporciona resultados rapidos com adequada detectabilidade,
comparavel aos métodos cromatograficos (MELLO e KUBOTA, 2002;
MEDEIROS et al., 2010). Diferentes técnicas voltamétricas podem ser
utilizadas para deteccdo dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ tais
como a voltametria ciclica (CV), voltametria de pulso diferencial
(DPV), voltametria de onda quadrada (SWV) e a voltametria de
varredura linear (LSV) (DE LA FUENTE et al., 1999; CEBALLOS et
al., 2000; GUO et al, 2006; MEDEIROS et al, 2010). O
comportamento voltamétrico do BHA e BHT em um GCE foi avaliado
em solucdo de acido perclérico por Ni et al. (2000) utilizando a técnica
de LSV, obtendo-se faixas lineares de 2,8-83,0 x 10° mol L™ para BHA
e 2,8-36,0 x 10° mol L™ para BHT, com limites de deteccéo de 1,0 e
0,68 x 10°® mol L™, respectivamente. Ceballos et al. (2000), utilizaram a
SWV com ultramicroeletrodos de disco de carbono para quantificar
BHA e BHT em o6leos vegetais. As determinacdes foram realizadas
diretamente em uma mistura de benzeno/etanol/H,SO, ou em
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acetonitrila, apds um procedimento de extracdo. Posteriormente,
comportamento eletroquimico do BHA, BHT e TBHQ foi avaliado
utilizando um GCE modificado com nanoparticulas de ouro e, apds
otimizagdo, utilizado com sucesso na quantificacdo destes antioxidantes
em Oleos comestiveis (NI et al., 2013). A voltametria de pulso
diferencial (DPV) também foi empregada para determinacdo de TBHQ
em amostras de biodiesel utilizando um GCE e extrages com
acetonitrila (CASTILHO et al., 2014).

Nanocompdsitos de grafeno e ouro foram empregados por Du e
colaboradores (DU et al. 2014) para determinacdo do antioxidante
TBHQ em amostras de alimentos empregando a CV e a técnica de DPV
obtendo um dispositivo analitico com faixa linear de 5,0x10° mol L™ a
2,3x10™ mol L™ e um limite de deteccéo de 5,8x10°® mol L™. Ultramicro
eletrodos de Pt e carbono, foram empregados juntamente com a técnica
de SWV para determinacdo de TBHQ em amostras de 6leo comestivel
por Robledo e colaboradores (ROBLEDO et al, 2014) empregando
extracbes com benzeno e acetonitrila. A faixa de recuperacdo obtida
empregando a adicdo de padrdo foi de 92% a 102% e os valores de
TBHQ calculados por esta metodologia apresentaram concordancia com
os valores declarados pelos fabricantes de dleo.

Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA et al, 2014) empregaram
nanotubos de carbono e enzima peroxidase para determinagdo de TBHQ
em molhos de salada, empregando a SWV. Nas condi¢Ges otimizadas
foi obtida uma faixa linear de 9,92x10° mol L™ a 5,9x10™ mol L™ com
um limite de deteccdo de 2,46x10° mol L™ O eletrodo proposto
apesentou recuperagdes na determinacdo de TBHQ em molhos para
salada de 99,6% a 104,8%.

Um estudo foi realizado por Wang e colaboradores (WANG et al,
2014) utilizando um GCE ativado in situ por oxidacdo quimica para
determinacdo de TBHQ empregando a DPV. A faixa linear obtida foi de
1,0x10® mol L™ a 1,1x10° mol L™. Posteriormente o eletrodo foi
empregado na determinacdo de TBHQ em biodiesel com uma faixa de
recuperacao de 95,2% a 103,2%.
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2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo desse trabalho foi desenvolver um CME com filme de
surfactante zwiteridnico derivado de imidazol, avaliar seu desempenho
analitico e empregé-lo na determinacdo de TBHQ em extratos de 6leo
de soja.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a contribuicdo do filme de surfactante e a influéncia do
tamanho da cadeia alquilica na resposta analitica do eletrodo;
Verificar o mecanismo de funcionamento do eletrodo;

o Verificar a influéncia da concentracdo do surfactante na resposta
analitica do eletrodo;

e Auvaliar a resposta voltamétrica do CME para os antioxidantes: BHA,
BHT e TBHQ, em diferentes valores de pH;

e Caracterizar a superficie do CME utilizando a técnica de microscopia
de forca atdbmica e a espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS);

e Auvaliar o desempenho analitico do eletrodo empregando SWV, DPV
e LSV,

e Investigar e otimizar os pardmetros experimentais de varredura da
técnica de SWV (frequéncia, amplitude e incremento);

e Construir uma curva de calibracdo para o0 TBHQ, sob as condigdes
otimizadas;

e Auvaliar a repetibilidade do CME e investigar possiveis espécies
interferentes;

o Verificar a porcentagem de recuperacdo e aplicar o CME para a
determinacdo de TBHQ em extratos obtidos a partir de amostras
comerciais de 6leo de soja utilizando a SWV;

e Comparar o teor de TBHQ determinado utilizando o eletrodo
proposto com o valor obtido pelo método comparativo
espectrofotomeétrico.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. INSTRUMENTACAO

Um banho ultrassom Unique 1400A foi utilizado para auxiliar na
limpeza dos eletrodos de carbono vitreo. Todas as medidas de pH das
solugdes foram realizadas com um medidor de pH B475 Micronal
usando um eletrodo combinado de vidro, calibrado com solucdes
tampdo pH 4,0 e 7,0. As medidas eletroquimicas de CV, DPV, SWV,
LSV e EIS foram realizadas em um potenciostato/galvanostato Autolab
PGSTAT128N (Eco Chemie, Holanda), conectado a um software de
processamento de dados (NOVA, versdo 1.10). Para execucdo das
medidas voltamétricas utilizou-se uma cela de vidro (capacidade
maxima aproximada de 15 mL) com tampa de Teflon provida de
orificios circulares para encaixe dos eletrodos e adi¢do das solugdes. Foi
utilizado um sistema de trés eletrodos para realizagdo dos experimentos:
GCE (Metrohm) modificado com filme de surfactante como eletrodo de
trabalho, um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) como eletrodo de
referéncia e uma placa de platina (0,5 cm?) como eletrodo auxiliar.

As caracterizacdes morfologicas do filme de surfactante foram
realizadas no Laboratério de Filmes Finos e Superficies da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Uma placa de carbono vitreo
recoberta com filme de surfactante forneceu as imagens topograficas de
microscopia de forga atbmica (AFM), que foram obtidas utilizando um
microscépio modelo Pico-SPM (Molecular Imaging Corporation, EUA),
operando no modo de contato com uma agulha revestida de
Platina/Iridio, uma constante de forca nominal de 0,2 N m™ e raio de
curvatura da ponta de 20 nm.

As amostras comerciais de 6leo de soja foram submetidas a um
processo de extragdo em uma mini-incubadora shaker MAB832
(Marconi). Um espectrofotémetro UV-Vis Cary60 (Agilent), com uma
célula de quartzo (caminho optico de 1,0 cm), foi usado para
determinacdo do TBHQ pelo método comparativo.

3.2. REAGENTES, SOLUCOES E AMOSTRAS

Todos o0s reagentes empregados neste trabalho eram de grau
analitico e obtidos comercialmente, sendo usados sem purificacdo
adicional. Todas as soluces foram preparadas com agua desionizada
(7,5 uS cm™). Solucdes tampao acetato (pH 3,0; 4,0; 5,0) e fosfato (pH
6,0; 7,0; 8,0), na concentracdo de 0,1 mol L, foram preparadas
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utilizando reagentes obtidos da Vetec. BHA, BHT, TBHQ, &cido citrico
e acido ascorbico foram adquiridos da Sigma-Aldrich, e as solugdes
estoque preparadas diariamente em etanol (Synth). Suspensdo de
alumina com particulas de 0,05 um de didmetro (Aratec, Brasil) foi
utilizada para o polimento dos eletrodos.

Os surfactantes sulfonato imidazdlicos empregados neste trabalho
(Figura 4) foram sintetizados e caracterizados no Laboratorio de
Catalise e Fenbmenos Interfaciais (LACFI) da UFSC, coordenado pelo
Prof. Dr. Faruk Nome (TONDO et al., 2010; SOUZA et al., 2012), e
fornecidos para realizacdo do presente trabalho em colaboracéo.
Amostras de 6leo de soja de duas marcas diferentes (representadas por
A e B) foram adquiridas em um supermercado local em Floriandpolis,
Santa Catarina e usadas para obtencdo dos extratos contendo TBHQ.

Figura 4. Estrutura dos surfactantes sulfonato imidazolicos avaliados, com
diferentes caudas.

o
O0=S=0
N
ImS3-10 He” NN
; ©)
o
O0=S=0
ImS3-12 HoC N@N\/\l
— 0
O0=S=0
N
ImS3-14 H,C N@N\/\l
o
0=S=0

ImS3-16  H.C
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3.3. MODIFICACAO DO ELETRODO

A superficie do GCE (didmetro de 2 mm), antes da modificacao,
foi polida em suspensdo de alumina sobre feltro para limpeza do
eletrodo. Em seguida, o eletrodo foi lavado com &gua destilada e
mantido em banho com ultrassom por 5 minutos para remogdo da
alumina residual e novamente lavado com etanol. Apds o procedimento
de limpeza, uma aliquota de 2 uL de uma solugdo de surfactante (em
cloroférmio) foi gotejada sobre a superficie do eletrodo e, em seguida,
mantido em dessecador com vacuo por 15 minutos em temperatura
ambiente.

3.4. MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas voltamétricas foram realizadas em uma cela
eletroquimica contendo 10,0 mL de solucdo tampédo e as adicbes de
solucdo padrdo dos antioxidantes estudados ou extratos de 6leo de soja
foram feitas com auxilio de uma micropipeta.

Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em um intervalo de
potencial de -1,0 a +1,0 V, com uma velocidade de varredura de 100
mV s ' As medidas utilizando a SWV foram feitas com varreduras de
potenciais entre 0,0 e +0,8 V. Os parametros da técnica foram avaliados
na faixa de 10-100 Hz de frequéncia, amplitude de pulso de 10-100 mV
e incremento de potencial de 1-10 mV. Todos os voltamogramas foram
registrados com as solugfes sob repouso, a temperatura ambiente e com
um tempo prévio de agitacdo de 30 segundos para homogeneizar a
solucéo.

3.5. PREPARACAO DOS EXTRATOS E DETERMINAGCAO DE
TBHQ

Duas amostras de 6leo de soja A e B foram submetidas a um
processo de extracdo para obtencdo dos extratos contendo TBHQ
(TAKEMODO et al, 2009). Foram realizadas extracGes utilizando
acetonitrila e solucdo tampéo acetato (0,1 mol L™, pH 5,0). Inicialmente,
uma aliquota de 10,0 mL de dleo vegetal foi diluida em 10,0 mL de
hexano e, em seguida, 10,0 mL de acetonitrila ou solucdo tampdo
acetato (0,1 mol LY pH 5,0) foram adicionados. A mistura obtida foi
agitada durante 2 horas em um agitador automatico para o processo de
extracdo do TBHQ. A mistura foi entdo transferida para um funil de
separacdo e os extratos do dleo de soja contendo TBHQ coletados em
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frascos ambar e armazenados a 4 °C. Posteriormente, aliquotas dos
extratos foram transferidas para a célula eletroquimica, ja contendo
eletrélito suporte, e o teor de TBHQ foi determinado empregando o
eletrodo proposto, através do método de adicdo de padrdo. As medidas
eletroquimicas foram realizadas em triplicata por SWV.

Como método comparativo, empregou-se a espectrofotometria
UV (A= 230 nm), e os teores de TBHQ presentes nos extratos foram
obtidos a partir do método da adicdo de padrdo (ANDRIKOPOULOS,
1991; ESPINOSA-MANSILLA et al.,1996; SA et al.,2004). Para
realizacdo das medidas, o extrato foi diluido dez vezes com solugdo
tamp&o acetato (0,1 mol L™, pH 5,0). Em seguida 1,0 mL do extrato
diluido foi transferido para uma cubeta de quartzo e o volume ajustado
para 3,0 mL com a solucdo tampdo. O procedimento foi realizado em
triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. CONTRIBUICAO DO FILME DE SURFACTANTE

Com a finalidade de verificar a contribuicdo do filme de
surfactante sobre a resposta do eletrodo para os antioxidantes BHA,
BHT e TBHQ, foram realizadas medidas de CV utilizando um GCE néo
modificado e um GCE modificado com uma solugo 5,0x10% mol L™ de
surfactante sulfonato imidazolico, contendo 14 carbonos na cadeia
alquilica, 3-(1-tetradecil-3-imidazdlio)propanossulfonato (denominado
ImS3-14/GCE). A Figura 5 apresenta os voltamogramas ciclicos e as
correntes de pico obtidos para uma solucéo 1,45x10™ mol L™ de (A)
BHA, (B) BHT e (C) TBHQ em solucéo tampéo acetato (0,1 mol L™,
pH 5,0). A técnica de CV foi empregada nas otimizagdes para obter
informacOes qualitativas sobre os processos eletroquimicos. Esta técnica
fornece resultados rapidos sobre a termodinamica dos processos redox,
da cinética das reacdes de transferéncias de elétrons e sobre 0s processos
adsortivos.

Como podemos observar, a adicdo do filme de ImS3-14 sobre a
superficie do eletrodo aumenta as correntes de pico para 0 BHA e
TBHQ. Embora o processo redox seja termodinamicamente
desfavorecido (afastamento e deslocamento dos potencias de pico), a
cinética dos processos de transferéncia de carga para estes antioxidantes
é acelerada. O filme de surfactante inibiu a interacdo do BHT com a
superficie impedindo a transferéncia de carga, com diminuicdo quase
que total do pico de oxidacdo. Este efeito se deve ao fato de que a
adsorcao do analito no filme é uma etapa que precede a transferéncia de
elétrons. Podemos concluir que o filme de surfactante limitou a adsorcéo
do BHT na superficie do eletrodo. A alta organizacdo das estruturas
micelares formadas pelo surfactante no filme sobre a superficie acaba
impedindo estericamente a adsorcdo do BHT e, consequentemente,
diminuindo a reacdo de transferéncia de carga na superficie do eletrodo
(NASSAR et al., 1995; BRUNA et al., 2006; ZAPP et al., 2013). O que
se observou foi um aumento de 84,6% na resposta do eletrodo para o
antioxidante BHA e um aumento de 90,3% na resposta eletroquimica do
eletrodo para o antioxidante TBHQ ap6s a adicdo do filme sobre a
superficie.
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Figura 5. Voltamogramas ciclicos e correntes de pico obtidos utilizando o0 GCE
ndo modificado e o ImS3-14/GCE para 1,45x10™ mol L™ de (A) BHA, (B) BHT
e (C) TBHQ em solucéo tamp&o acetato (0,1 mol L™, pH 5,0).
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42. EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA E
MECANISMO ELETROQUIMICO

A fim de determinar o mecanismo de funcionamento do eletrodo
foi avaliada a influéncia da velocidade de varredura na corrente de pico
dos voltamogramas obtidos utilizado a técnica de CV. O experimento
foi executado em uma faixa de velocidades de 20 — 140 mV s™. Para
isso foi empregado o CME ImS3-14/GCE como eletrodo de trabalho e
uma solucdo de KCI (0,1 mol L™) contendo ferricianeto de potassio
$K3[Fe(CN)6]) e ferrocianeto de potéassio (K4[Fe(CN)g]) (1,0x10™ mol L’

).

A equacdo de Randles-Sevcik foi aplicada para avaliar o
mecanismo dominante nas correntes de pico obtidas. Para isso usou-se 0
plote i, vs. v'* (Figura 6); a linearidade obtida indica que o processo
redox na superficie do eletrodo é controlado pelo transporte de massa do
TBHQ na superficie, ou seja, este é o fator limitante do processo. Como
forma de confirmar este fato, foi realizado o plote de log i, vs. log v, que
apresentou uma inclinagdo de 0,98 para as correntes de pico anddico e
inclinacdo de -1,10 para as correntes de pico catédico. Um valor de
inclinagdo proximo a 1,0 é esperado para o grafico log i, vs. log v em
um processo eletrodico controlado por adsorcdo e proximo a 0,5 em
processos controlados por difusdo. Podemos concluir que o mecanismo
de funcionamento do eletrodo é controlado pela adsor¢do do analito na
superficie do filme e, posteriormente, pelo processo de transferéncia de
elétrons.
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Figura 6. Efeito da velocidade de varredura no CME em solucdo de KCI (0,1
mol L™ contendo ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]) e ferrocianeto de
potassio (K,[Fe(CN)s]) (1,0x10™* mol L™).
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Ainda empregando a equagdo de Randles-Sevcik e o coeficiente
de difusdo do ferricianeto de potassio (Kz[Fe(CN)e]) e ferrocianeto de
potassio (K4[Fe(CN)g]) foram calculadas as areas ativas do GCE e do
ImS3-14/GCE, sendo 0,036 cm? e de 0,052 cm? respectivamente, 0 que
equivale a um aumento de, aproximadamente, 45,0% da area superficial.
O aumento da area superficial do eletrodo contribuiu para 0os maiores
valores de correntes de picos obtidos com o eletrodo modificado.

43. ESTUDO DO ELETROLITO DE SUPORTE E pH DA
SOLUCAO

A natureza do eletrolito suporte e o pH da solucdo tem grande
influéncia na resposta de corrente usando o CME. Assim, para avaliar
este efeito foram realizadas medidas de CV empregando uma solucéo
1,45x10 mol L™ de BHA, BHT e TBHQ, preparadas em diferentes
eletrlitos suporte: solugdo tampao acetato (0,1 mol L™, pH 3,0 a5,0) e
solucéo tampéo fosfato (0,1 mol L™, pH 6,0 a 8,0).

Os voltamogramas ciclicos e as correntes de pico em diferentes
eletrélitos suporte e pH para (A) BHA, (B) BHT e (C) TBHQ utilizando
0 eletrodo ImS3-14/GCE séo apresentados na Figura 7.
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Como pode ser observado nos voltamogramas, o TBHQ
apresentou os maiores valores de correntes de pico utilizando o eletrodo
ImS3-14/GCE, seguido pelo BHA. As correntes de pico obtidas
aumentaram com a elevacgédo dos valores de pH dos tampdes de 3,0 a 5,0
para ambos os antioxidantes (BHA e TBHQ), ocorrendo um decréscimo
do pico para valores superiores de pH. O tampdo acetato mantém o
grupo fendlico protonado, sendo este grupo o responsavel pelo sinal
eletroquimico de oxidacdo e reducdo. Observa-se também um aumento
nos valores de AEp com o aumento do pH da solugéo indicando que o
processo se torna termodinamicamente desfavorecido, ou seja a
reversibilidade da reacdo € prejudicada. O aumento das correntes de
pico obtido demonstra que 0 processo é cineticamente mais favoravel
devido a maior area superficial do eletrodo e a adsor¢do do analito na
superficie. A maior corrente de pico foi obtida empregando como
eletrélito suporte a solucdo tampéo acetato (pH 5,0), tanto para 0 BHA
como para 0 TBHQ, sendo selecionada como eletrélito suporte para os
demais estudos.

O antioxidante BHT apresentou baixas correntes de pico para o
eletrodo modificado, sendo que em solucdo tampédo pH 5,0 a resposta
eletroquimica para este antioxidante foi praticamente nula, e solugdes
tampdo com pH acima de 6,0 ndo apresentaram pico de oxidag&o. Isto se
deve ao fato de que para pH acima de 5,5 0 BHT ndo apresenta mais
atividade eletroquimica e, portanto, ndo pode mais ser detectado em
solucdo, resultados concordantes com estudos anteriores (NI et al.,
2000; RAYMUNDO et al., 2006). Como o antioxidante TBHQ foi o
gue apresentou maior resposta voltamétrica e também por ser
empregado isoladamente como antioxidante em Oleos vegetais, este
composto foi escolhido para os estudos subsequentes.
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Figura 7. Voltamogramas ciclicos e corrente de pico em funcdo do pH da
solugdo em diferentes solucgdes de eletrélito suporte para (A) BHA, (B) BHT e
(C) TBHQ utilizando o eletrodo ImS3-14/GCE.
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4.4, TAMANHO DA CADEIA ALQUILICA

A influéncia do tamanho da cadeia alquilica do surfactante
sulfonato imidazolico sobre a resposta do eletrodo foi investigada
utilizando surfactantes contendo diferentes tamanhos de caudas
hidrofdbicas, sendo estes tamanhos iguais a: 10 carbonos (ImS3-10), 12
carbonos (ImS3-12), 14 carbonos (ImS3-14) e 16 carbonos (ImS3-16).
Os voltamogramas ciclicos empregando os eletrodos modificados com
filmes destes surfactantes foram gerados utilizando uma solucdo de
TBHQ 1,45x10™ mol L™ em solucdo tamp&o acetato (0,1 mol L™, pH
5,0) e sdo apresentados na Figura 8 juntamente com as correntes de pico
obtidas a partir dos voltamogramas.

Como pode ser observada na Figura 8, a melhor interacéo entre o
CME e o TBHQ ocorre quando o surfactante contém uma cauda
alquilica com 14 atomos de carbono, evidenciada pelas corrente de pico
obtidas, sendo este entdo selecionado para a modificagdo do eletrodo de
GCE. Este ganho de corrente se deve ao fato das caudas alquilicas serem
responsaveis pela adsor¢do do TBHQ na superficie do GCE, fato que
contribui para aumentar as correntes de pico obtidas, confirmado pelo
aumento da corrente de pico até o surfactante ImS3-14. Porém, para o
surfactante ImS3-16 ocorre uma diminuicdo da corrente de pico. Isto se
deve ao fato da cauda alquilica contendo 16 carbonos dificultar a
adsorcdo do analito devido a um impedimento estérico,
consequentemente diminuindo as respostas de corrente obtidas pelo
eletrodo (JAGANNATAN et al., 1987; CRUZ et al., 2000).
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Figura 8. Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando uma solucdo de TBHQ
1,45x10™ mol L em solugéo tamp&o acetato (0,1 mol L™, pH 5,0) empregando
eletrodos modificados com surfactantes com diferentes caudas alquilicas e
respectivas correntes de pico obtidas.
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4.5, CONCENTRAGCAO DE SURFACTANTE

O efeito da concentragdo da solugdo de ImS3-14 sobre a resposta
do eletrodo proposto foi verificado utilizando solugdes de surfactante
com diferentes concentracdes: 1,0x102, 5,0x107%, 7,0x10? e 10,0x107
mol L™ Os eletrodos modificados com filmes a partir destas solugées
foram avaliados utilizando uma solugo padréo de TBHQ 1,45x10™ mol
L™ em solucdo tampdo acetato (0,1 mol L™, pH 5,0). Para a
modificagdo, 2 pL da solucdo de surfactante com diferentes
concentracdes foram gotejados sobre a superficie do eletrodo e testados
individualmente. Os voltamogramas ciclicos adquiridos sdo
apresentados na Figura 9 juntamente com as correntes de pico. Pode-se
verificar que o eletrodo modificado com 5,0x102 mol L™ de ImS3-14
fornece a maior corrente de pico, sendo esta concentracdo selecionada
para os estudos subsequentes. Esta quantidade corresponde a CMC do
surfactante ImS3-14, onde inicia-se a formacao das micelas (TONDO et
al., 2010; SOUZA et al., 2012). Com a elevacdo da concentragdo da
solucdo de surfactante empregado na formagdo do filme, ocorre um
aumento da corrente de pico devido a uma maior adsorcdo do TBHQ na
superficie. Observou-se que ocorre uma diminuicdo na resposta de
corrente do eletrodo para a solugdo acima de 5,0x102 mol L™. Isso se
deve ao fato de concentracbes mais elevadas produzirem filmes muito
espessos que acabam dificultando o acesso do TBHQ a superficie,
reduzindo a resposta obtida (PEREIRA et al., 2002; ZAPP et al., 2013).
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Figura 9. Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodos modificados com
diferentes concentrages de ImS3-14 para uma solugdo 1,45x10 mol L™ de
TBHQ em solugéo tampéo acetato (0,1 mol L™, pH 5,0) e correntes de pico
obtidas a partir dos voltamogramas.

40 35
1,0x10° mol L™ [ K
301 > B 30 ”
——5,0x10" mol L [
20 5 a o
7,0x10 " mol L 25
— 104 ——10,0x10 " mol L™
< < 20+
¢ o] =
o .
g o 154
= .10 S
-20 = 109
30 5
-40 ; ; ; ; . 0- — —
1.0 -05 0.0 0.5 1.0 0123456 7 8 9 1011
E(V) Concentragéo x10”~ (mol L)

4.6. CARACTERIZACAO DA SUPERFICIE DO ELETRODO
4.6.1. Microscopia de Forca Atbémica

A fim de verificar o efeito do filme na morfologia da superficie
do carbono vitreo, a técnica de AFM foi utilizada para obter a topografia
da superficie em imagens em duas dimensdes (2D) e em trés dimensdes
(3D). Para este estudo, utilizou-se a superficie de uma placa de carbono
vitreo para simular a construcdo do eletrodo. As Figuras 10A e 10C
mostram as imagens da superficie da placa de carbono vitreo limpa
(GCP - glassy carbono plate), as Figuras 10B e 10D mostram a
superficie ap6s a adicdo do filme de surfactante (ImS3-14/GCP).

Podemos perceber claramente nas imagens 2D e 3D, que a
superficie de ImS3-14/GCP apresenta grandes aglomerados compactos,
diferindo significativamente da morfologia da GCP. Estas estruturas
podem se formar durante a evaporacdo de solvente na superficie do
carbono, provocando ondulagdes no filme antes deste secar
completamente. Além disso, as moléculas que estdo sendo depositadas
sofrem forte interacdo das moléculas vizinhas o que contribui para
formacéo desta morfologia (YUAN et al., 2005; GAMBOA et al., 2012;
DAVID et al., 2013). Estas estruturas tridimensionais permitem um
maior acimulo de analito na superficie, 0 que aumenta as correntes de
pico obtidas pelo CME (GONZALEZ, 2000).
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Figura 10. Imagem 2D de AFM de (A) GCP; (B) ImS3-14/GCP; (C)
Imagem 3D da superficie do GCP e (D) Imagem 3D do ImS3-14/GCP.

4.6.2. Caracterizacao por EIS

A técnica de EIS foi empregada para avaliar a superficie do GCE
e as suas propriedades elétricas ap6s o recobrimento com o filme de
ImS3-14, utilizando-se uma solugdo de KCI (0,1 mol L™) contendo
ferricianeto de potéssio (Ks[Fe(CN)s]) e ferrocianeto de potéssio
(K4[Fe(CN)g]) (1,010 mol L™). A EIS é uma técnica eletroquimica
que permite o estudo de caracteristicas da superficie de eletrodos
modificados (GIROTTO, 1999).

A Figura 11 apresenta as medidas de plote de Nyquist para os
diferentes eletrodos (GCE e ImS3-14/GCE) e no detalhe o semicirculo
referente a resisténcia a transferéncia de carga. Como observado, a
resisténcia a transferéncia de carga (R.) sofre uma significativa
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diminuicdo ap6s o recobrimento com o filme de ImS3-14, indicando a
presenca de uma camada condutora sobre a superficie do eletrodo capaz
de aumentar a corrente de pico obtida. Consequentemente, isso leva a
um aumento na detectabilidade do eletrodo. Isto se deve a presenca do
surfactante contendo um anel imidazélico. Este anel especificamente é
capaz de acelerar a cinética dos processos de transferéncia de elétrons na
superficie de eletrodos, fato comprovado por diversos estudos anteriores
(FERNANDES et al. 2009; FRANZOI et al, 2011; FERNANDES et al,
2012. Os circuitos equivalentes de Randles foram empregados para
estimar a resisténcia a transferéncia de carga correspondentes a cada
sistema. Pode-se calcular uma Ry de 2,21 k@ para o0 GCE, com uma
diminuicéo deste valor para 362 Q2 no ImS3-14/GCE.

Figura 11. Espectros de impedancia eletroquimica para os diferentes
eletrodos GCE ndo modificado e ImS3-14/GCE, obtidos em solucdo de
KCI 0,1 mol L™ contendo [Fe(CN)e]*"** (1,0x10* mol L™), em uma
faixa de frequéncia de 100 kHz a 0,1 Hz e amplitude de 10 mV, usando
potencial de circuito aberto.
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4.7. SELECAO DA TECNICA ELETROANALITICA

As técnicas de SWV, DPV e LSV podem ser empregadas na
quantificacdo de TBHQ. Estas técnicas sdo mais sensiveis que a CV e,
por isso, comumente usadas do desenvolvimento de metodologias
analiticas. Todas as medidas foram realizadas em uma janela de
potenciais de -0,3 & +1,0V. Para a LSV foi empregada uma velocidade
de varredura de 50 mV.s™. A técnica de DPV foi executada utilizando
uma amplitude de pulso de 50mV e uma velocidade de varredura de 30
mV.st. A SWV foi realizada utilizando 50Hz de frequéncia, 50 mV de
amplitude e 5mV de incremento de potencial.

Para obtencdo dos voltamogramas foi empregada uma solugdo
2,62x10° mol L™ de TBHQ em solucéo tamp&o acetato (0,1 mol L™, pH
5,0). Os voltamogramas obtidos sdo apresentados na Figura 12,
juntamente com as correntes de pico. Como podemos observar as
técnicas de LSV e DPV apresentaram menor corrente de pico quando
comparadas a corrente obtida empregando a SWV. Como a SWV foi a
técnica que apresentou maiores valores de corrente de pico empregando
0 eletrodo modificado esta foi selecionada para a construgdo da curva de
calibragdo e determina¢do do TBHQ em extratos obtidos a partir de
oOleos de soja.

Figura 12. Resposta do eletrodo modificado empregando diferentes técnicas
eletroanaliticas para uma solugdo 2,62x10° mol L™ de TBHQ em solucéo de
tampéo acetato (0,1 mol L™, pH 5,0) e as correntes de pico obtidas a partir dos
voltamogramas.
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4.8. OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS DA SWV

A corrente obtida na SWV utilizando o eletrodo ImS3-14/GCE é
dependente de pardmetros instrumentais como frequéncia, amplitude de
pulso e incremento de potencial. Para obter as melhores condicfes
experimentais, os efeitos destes parametros sobre a corrente de pico
foram investigados empregando uma solucdo 2,62x10° mol L™ de
TBHQ em solugo tamp&o acetato (0,1 mol L™, pH 5,0).

A frequéncia empregada tem influéncia sobre a velocidade de
aplicacdo dos pulsos que deve se adequar a cinética do processo de
transferéncia de carga entre o0 TBHQ e a superficie do eletrodo, o que
representa maior resposta de corrente, por isso foi o primeiro parametro
a ser otimizado. A frequéncia foi avaliada em uma faixa de 10,0 a 100,0
Hz (Figura 13A) e foi selecionada levando em conta a regido linear. O
valor escolhido foi de 30,0 Hz sendo este valor empregado nas
subsequentes experiéncias. A amplitude do pulso tem relacdo com a
velocidade com que sdo feitas as varreduras, que também depende da
cinética da reagéo de transferéncia de carga. Este parametro foi avaliado
em um intervalo de 10 a 100 mV e a corrente de pico aumentou
linearmente com o aumento da amplitude; o valor selecionado levando
em conta a regido linear foi de 40 mV (Figura 13B). Apds a técnica estar
otimizada para o processo de transferéncia de carga do TBHQ com o
eletrodo modificado, o efeito do incremento de potencial foi avaliado.
Este pardmetro garante a melhor definicdo dos voltamogramas e dos
picos de corrente obtidos. Para isso o incremento foi investigado no
intervalo de 1 a 10 mV. A corrente aumentou linearmente com o
aumento do incremento (Figura 13C); porém, para valores superiores a 4
mV o0s voltamogramas apresentaram ruidos nas medidas. Portanto, o
valor de 4 mV de incremento foi selecionado para os demais estudos.
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Figura 13. (A) Efeito da frequéncia, (B) amplitude de pulso e (C) incremento
de pulso sobre a corrente de pico obtida na SWV para 1,0x10™ mol L™ de
TBHQ em solugéo de tampéo acetato (0,1 mol L™, pH 5,0).
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A Tabela 2 resume todas as variaveis investigadas e os valores
selecionados para construcdo e utilizacdo do eletrodo ImS3-14/GCE na

quantificacdo de TBHQ.

Tabela 2. Variaveis investigadas e valores selecionados para construcdo e
otimizacéo do eletrodo ImS3-14/GCE

Parametros

pH do eletrélito suporte

Tamanho da cadeia
alquilica do surfactante
(n° de carbonos)

Concentracdo da solucdo
de ImS3-14 (mol L™

Frequéncia (Hz)

Amplitude de pulso (mV)

Incremento de potencial
(mV)

Faixa Avaliada Melhor Resposta
3,0-8,0 5,0
10-16 14
1,0 a 10,0x10® 5,0x10°
10 - 100 30
10 - 100 40
1-10 4

4.9. CURVA DE CALIBRACAO

Nas melhores condigcdes estabelecidas para a utilizacdo do
eletrodo proposto (Tabela 2), a SWV foi empregada para a construcéo
da curva analitica, obtida através de medidas de corrente apds adicbes
sucessivas da solucdo estoque de TBHQ. O pico de corrente resultante
do TBHQ foi observado em um potencial de 0,43 V vs. Ag/AgCl, e a
Figura 14 apresenta um esquema ilustrativo desta reacdo sobre a

superficie do CME.
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Figura 14. Esquema ilustrativo da reacdo de oxidacdo e reducdo do TBHQ na
superficie do eletrodo ImS3-14/GCE.

C = Fime de Swufactarte Im33-14

Os voltamogramas de onda quadrada sdo mostrados na Figura
15 e a curva analitica construida com as correntes resultantes vs.
concentracdo de TBHQ pode ser vista no detalhe. A curva analitica
apresentou uma faixa linear de 8,93x107 a 7,44x10°® mol L™ de TBHQ,
que pode ser expressa pela seguinte equagao: Aip = -1,01(% 0,14)x10” +
0,089(+ 0,003) [TBHQ]; r?2 = 0,996, onde Ai, € a corrente de pico
resultante em Ampéres (A) e [TBHQ] é a concentracdo de TBHQ em
mol L™. A correlagdo entre os pontos (r?) satisfaz os valores exigidos
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e pelo
Instituto  Nacional de Metrologia Normalizacdo e Qualidade
Instrumental (INMETRO (r2 > 0,90 - INMETRO; r* > 0,99 - ANVISA).
O limite de deteccdo foi calculado para 95% de confianca usando a
equacdo da curva (3 x desvio padrdo do intercepto/inclinacdo) e o valor
obtido foi de 4,72x10” mol L™.
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Figura 15. Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando o eletrodo ImS3-
14/GCE para: (A) solugéo tampéo acetato (0,1 mol L™, pH 5,0); (B) 8,93x10™;
(C) 1,77x10°%; (D) 2,62x10°%; (E) 3,46x10°; (F) 4,29x10°°; (G) 5,10x10°°; (H)
5,91x10° (1) 6,68x10° (J) 7,44x10° mol L™* de TBHQ, com 30 Hz de
frequéncia, 40 mV de amplitude e 4 mV de incremento. Inserido: a
correspondente curva analitica obtida.

10

2 [TBHQ] x 10 °(mol L)

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
EM)

4.10. REPETIBILIDADE DO ELETRODO E REPETIBILIDADE
DA MEDIDA

Um estudo de repetibilidade foi realizado para avaliar a precisdo
do instrumento. Para isso 0 grau de concordancia entre quatro
determinacBes sucessivas usando o mesmo eletrodo em uma solucdo
contendo 2,62x10° mol L™ de TBHQ em solucéo tamp&o acetato (0,1
mol L™, pH 5,0) foi avaliado. O desvio padréo relativo das correntes de
pico resultantes obtidas para o TBHQ foi de 5,4%. Quando trés
eletrodos preparados independentemente e de igual modo foram
utilizados para a medida de uma solugdo 2,62x10°® mol L™ de TBHQ em
tamp&o acetato (0,1 mol L™, pH 5,0), o desvio padrdo relativo para a
corrente de pico resultante foi de 7,2% indicando que o eletrodo ImS3-
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14/GCE apresenta adequada repetibilidade para aplicacbes em
determinac@es analiticas de TBHQ.

4.11. ESTUDO DE INTERFERENTES

Para verificar se espécies existentes nas amostras de 6éleo, como
acido citrico e acido ascorbico, podem interferir na resposta do eletrodo,
foi realizado um estudo que comparou as respostas fornecidas para uma
solucdo de TBHQ 2,62x10° mol L™ em relagdo a solugdes contendo
proporgoes fixas de 1:1 e 1:10 de TBHQ:Interferente. Nenhum efeito de
interferéncia significativa na determinacdo de TBHQ (mudanca do sinal
superior a 5%) foi observado na presenca do &cido citrico e do &cido
ascorbico nas proporcdes avaliadas, permitindo a determinacdo do
TBHQ em amostras de 6leo de soja que contenham estes compostos.

4.12. ESTUDO DE RECUPERAGCAO E DETERMINAGAO DE
TBHQ

Um estudo de recuperacdo do TBHQ foi realizado utilizando os
dois extratos obtidos a partir do dleo de soja (A e B) com adi¢do de trés
aliquotas de diferentes concentracdes de TBHQ (0,81, 1,77 e 2,62x10°
mol L™). A recuperacéo esté relacionada com a exatiddo da metodologia
e reflete a quantidade de analito que é determinada no processo
experimental, em relacdo & quantidade real presente na amostra (ou
adicionada) (FERNANDES, 2012). Um erro sistematico pode ocorrer
pela perda da substancia devido a baixa recuperacdo da extracéo,
medidas voltamétricas imprecisas, substancias interferentes na amostra,
entre outros problemas (BRITO et al., 2003). Os resultados obtidos
foram comparados com as concentra¢es adicionadas, como mostra a
Tabela 3. Os valores de recuperacdo variaram de 94,3 e 105,7%,
demonstrando uma adequada exatiddo do eletrodo ImS3-14/GCE.
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Tabela 3. Estudo de recuperacdo de TBHQ em amostras de extrato de 6leo de
soja, usando o eletrodo ImS3-14/GCE.

TBHQ (x10°mol L™)

Amostra® Recuperagao (%)°
Adicionado Determinado”

0,81 0,808 £ 0,06 99,80

A 1,77 1,72 +£0,30 97,40
2,62 2,63+0,29 100,25
0,81 0,78 £0,05 97,0

B 1,77 1,67 +£0,29 94,3
2,62 2,77 £0,20 105,7

zA e B = extratos obtidos a partir do 6leo de soja utilizados como amostra;
n=3;
¢ Recuperagéo = (valor encontrado/valor adicionado) x 100.

A concentragdo de TBHQ nos extratos A e B foi determinada
pelo método de adicéo de padrdo para avaliar o desempenho analitico do
eletrodo ImS3-14/GCE. Como procedimento comparativo foram
realizadas medidas de absorbancia utilizado o  método
espectrofotométrico em um comprimento de onda de 230 nm
(ANDRIKOPOULOS, 1991; ESPINOSA-MANSILLA et al.,1996; SA,
et al.,2004). Os resultados obtidos com os dois métodos séao
apresentados na Tabela 4. Como pode ser observado, o erro relativo na
determinacdo foi de 7,90% e 6,006 para a amostra A e B,
respectivamente, havendo uma pequena diferenca entre as medidas
usando o eletrodo proposto ImS3-14/CGE e o método UV. Para
comparacao dos resultados obtidos usando os diferentes procedimentos
foi aplicado o teste t-Student e o teste F. Os valores de Fcacuiago SA0
menores que o valor de Fipeago = 19,00 (a0 = 0,05), portanto ndo ha
significancia na diferenca entre as duas precisdes, O valor tabelado de t
para 2 graus de liberdade (Graus de liberdade = n-1, onde n é o0 numero
de medias comparadas) é de 4,30 com intervalo de confianca de 95%.
Uma vez que os valores tecuiado SA0 MeNOres que O tipelado NA0 ha
diferenca significativa nas determinagBes. demonstrando que o0s
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métodos sdo estatisticamente iguais. As pequenas diferencas entre os
valores obtidos entre o método proposto e o método comparativo
confirmam que o eletrodo modificado pode ser empregado na
determinacdo de TBHQ.

Tabela 4. Determinagdo de TBHQ nos extratos de 6leo de soja, utilizando o
método comparativo e 0 método proposto.

TBHQ (x10°mol L™)"
Amostra’ Erro Relativo®
Método UV ImS3-14/GCE

1,013 0,09
A 1,100 + 0,08 t.= 0,87 7,90%
F=1,27

1,346 + 0,07
B 1,432 + 0,09 t.= 0,26 6,00%
F.=1,65

4 A e B = extratos obtidos a partir do leo de soja utilizados como amostra;

b n=3; t.= valor de t calculado; t,= valor de t tabelado = 4,30; F.= valor de F
calculado; F= valor de F tabelado = 19,00.

° Erro Relativo = [(método proposto — método comparativo)/(método
comparativo)] x 100.
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A Tabela 5 apresenta eletrodos modificados desenvolvidos por
pesquisadores para a determinacdo de TBHQ. Pode-se observar que o
limite de detecc¢do e a faixa linear do método proposto é comparavel ou
melhor que os demais relacionados.

Tabela 5. Eletrodos modificados para determinago de TBHQ.

L Faixa Linear Limite de Referéncia
Comrﬁsl%ao do deteccdo
eletrodo -1
(mol L™) (mol L'l)
GCE - nano Au 6 6 6 NIU et al, 2014.
- Grafeno 0,15x10™ a 300x10 0,07x10
Nanotubos de OLIVEIRA et
carbono - 9,92x10°a 5,9x10°® 2,46x10°° al, 2014.
peroxidase
Grafeno — DU et al, 2014.
Nanoparticulas 5,0x10° a 2,3x10™ 5,8x10°
de Au
GCE - ativado WANG et al,
com oxidagao 1,0x10%a 1,1x10° 7,4x10” 2014.
quimica
GCE - ROUSHANI et
nanoparticulas 7 -4 -7 al., 2014.
de oxido de 2,3x10" a 2,8x10 1,0x10
iridio
GCE — eletrdlito 2,02x10° a 1,01x10° 2.3x107 ZIYATDINOVA
com surfactante etal., 2014.
GCE — filme de
surfactante 8,93x107 a 7,44x10°® 4,72x107 Este trabalho

zwiteriénico
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido e aplicado um novo eletrodo
modificado para determinacdo do antioxidante TBHQ, os resultados
obtidos demonstraram a vantagem de modificar um GCE com o filme
do surfactante ImS3-14, principalmente pela simplicidade da
modificagdo. A adicdo do modificador ImS3-14 conferiu um aumento
na resposta eletroquimica, principalmente devido a capacidade das
moléculas de surfactante em auxiliarem os mecanismos adsortivos sobre
a superficie do eletrodo e a caracteristica do surfactante sulfonato
imidazdlico de acelerar os processos de transferéncia de elétrons.

A utilizacdo do filme como modificador sobre a superficie
mostrou ser um processo simples e de elevada facilidade operacional
para obter um CME com adequada repetibilidade nas medidas,
repetibilidade do eletrodo. Estes fatores contribuem para 0s baixos
limites de deteccdo (10" mol L™). Sob condicdes otimizadas, foi obtida
uma faixa linear de trabalho de 8,93x10” a 7,44x10° mol L™ para o
TBHQ.

Os resultados obtidos na quantificacdo de TBHQ utilizando o
eletrodo ImS3-14/GCE, e no método comparativo, bem como os estudos
de recuperagdo, mostraram que o eletrodo desenvolvido possibilita a
quantificacdo de antioxidantes em extratos obtidos & partir do 6leo de
soja empregando a SWV.

Pode-se destacar que o eletrodo proposto associado as
caracteristicas da técnica de SWV representa uma alternativa atraente e
complementar para aplicacdo em analises e controle da quantidade de
antioxidantes presentes em 6leos de soja.
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