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RESUMO

A biomassa constituida pelo bagag¢o da cana-de-agucar € um subproduto do
processo de producdo do agucar e do etanol. Novas aplicagbes para o bagago tém
sido desenvolvidas, dentre elas pode-se destacar a produgdo de biocombustiveis
(etanol) de segunda geracdo. O processo para a producdo de etanol de segunda
geragcado a partir da biomassa da cana-de-agucar envolve a otimizacdo de forma
integrada de diversas etapas: pré-tratamento, hidrolise e fermentagdo dos
hidrolisados, para avaliar a eficiéncia destes processos € fundamental uma
caracterizagao precisa dos agucares da biomassa para sua conversao em etanol,
diante disso foi desenvolvida a preparagao e utilizagdo do eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanotubos de carbono contendo Oxi-hidroxido de niquel
GCE/MWCNT/NIOOH para detecgao e quantificacdo de agucares em meio alcalino.
Foram estudados as constantes de velocidade eletrocataliticas dos agucares no
GCE/MWCNT/NIOOH, esses estudos sao importantes para melhor compreenséao
dos processos eletrédicos envolvidos no eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH durante a
eletro-oxidagdo dos agucares para o desenvolvimento de meétodos analiticos
acoplados em HPLC. Foram desenvolvidos os métodos analiticos utilizando o HPLC
com os eletrodos GCE/MWCNT/NIOOH e GCE/MWCNT/CoOO para quantificagao
dos acgucares em amostras de bagago de cana de agucar. O GCE/MWCNT/NIOOH
apresentou limites de detecgédo de 2,5%10 mol L' para arabinose, 5,4%x106 mol L’
para galactose, 3,4x10% mol L1 para glicose e 6,610 mol L' para xilose. Ja o
GCE/MWCNT/CoOOQ apresentou os seguintes limites de detecgdo: 3,4x10%6 mol L
para arabinose, 4,4x10° mol L' para galactose, 3,6x10° mol L' para glicose e a
xilose foi de 5,0x10 mol L-'. Foi observado que ambos os eletrodos apresentaram
limites de deteccdo semelhantes, outra caracteristica foi que em ambos os métodos
foram adequados na determinagao dos agucares presentes nas amostras de bagaco
de cana de acgucar, sendo que no eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH foi determinado
5,9 x10* mol L' de arabinose, 1,0x102 mol L' de glicose e 2,8 103 mol L' para
xilose. A determinagdo dos acgucares utilizando o GCE/MWCNT/CoOO foi de
1,0x10% mol L' para arabinose, 7,2x10° mol L' para galactose, 3,0x103 mol L
para glicose e 2,4x10® mol L' para xilose. Os métodos desenvolvidos mostraram
serem seletivos, sensiveis e reprodutiveis. Os resultados mostraram que os métodos
propostos podem ser utilizados para a detecgdo destes agucares com consideravel
precisdo sem a necessidade de derivatizacdo e os métodos analiticos ndo sofreram
nenhuma interferéncia, mesmo em amostra complexa como é o bagago de cana de
acgucar apresentando consideravel confiabilidade. Como alternativa foi estudado um
método que nao requereu o uso de HPLC para determinacdo dos acgucares, foi
desenvolvido um lingua eletrénica utilizando uma matriz de 5 sensores modificados
com nanoparticulas de Oxi-hidréxido de metais (paladio, ouro, cobre, niquel e
cobalto) empregando uma rede neural artificial, esta lingua eletrbnica tem um
enorme potencial para determinar agucares em amostras de hidrolisados de bagago
de cana de agucar. O mérito do sistema proposto é conseguir resolugao de misturas
de carboidratos sem a necessidade de utilizar qualquer componente de biosensores,
permitindo assim respostas mais estaveis.

Palavras-chave: Acucar, Biomassa, Nanoparticulas, HPLC, lingua eletrénica.



ABSTRACT

Biomass generated from the bagasse from sugarcane is a byproduct of the
production process of sugar and ethanol. New applications for the bagasse have
been developed among them we can highlight the production of biofuels (ethanol) of
second generation. The processes for the production of second generation ethanol
from biomass sugarcane involves optimizing an integrated manner in several steps:
pre-treatment, hydrolysis and fermentation of the hydrolyzed products, to evaluate
the efficiency of these procedures is fundamental a precise characterization of
biomass sugars for conversion into ethanol, therefore it was developed the
preparation and use of the glassy carbon electrode modified with carbon nanotubes
containing nickel oxide-hydroxide GCE/MWCNT/NiIOOH for detection and
quantification of sugars in alkaline médium. It was studied electrocatalytic constant
rate of sugars in GCE/MWCNT/NIOOH. These studies are important to better
understand the electrodic processes involved in the GCE/MWCNT/NiOOH during the
electro-oxidation of sugars to the development of analytical methods for HPLC.
Analytical methods were developed using HPLC with electrodes
GCE/MWCNT/NIOOH and GCE/MWCNT/CoOO for quantification of sugars in
sugarcane bagasse samples. The GCE/MWCNT/NIOOH presented a detection limit
2.5%x10% mol L' for arabinose, 5.4x10® mol L' for galactose, 3.4x10° mol L for
glucose and 6.6x10% mol L' for xylose. The GCE/MWCNT/CoOO showed the
following detection limits: 3.4x10% mol L' for arabinose, 4.4x10% mol L' for
galactose, 3.6x10° mol L for glucose and 5.0x10®¢ mol L' for xylose. It was
observed that both electrodes exhibit similar detection limits, another feature was that
in both methods were adequate in determining the sugars present in the sugarcane
bagasse samples, on GCE/MWCNT/NiIOOH was determined 5.9 x10* mol L'
arabinose 1.0x102mol L' glucose and 2.8 103 mol L for xylose. The determination
of sugars using GCE/MWCNT/CoOO was 1.0x103 mol L' for arabinose, 7.2x10°
mol L' for galactose, 3.0x10-3 mol L' for glucose and 2.4x10-3 mol L' for xylose.
The developed methods were selective, sensitive and reproducible. The results
showed that the proposed methods can be used to detect these sugars with
considerable precision without need of derivatizing and analytical methods did not
suffer any interference, even in complex sample such as sugarcane bagasse
presenting considerable reliability. Alternatively a method that does not require the
use of HPLC was studied for determination of sugars, an electronic tongue was
developed using an array of 5 modified sensors with nanoparticles metals oxy-
hydroxide (palladium, gold, copper, nickel and cobalt) using an artificial neural
network (ANN), this electronic tongue has enormous potential to determine sugars in
samples of hydrolyzed sugarcane bagasse. The merit of the proposed system is to
achieve resolution of carbohydrate mixtures without the need for using any
component of biosensors, thus allowing more stable responses.

Key Words: Sugar, Biomass, Nanoparticles, HPLC, Electronic Tongue.
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CAPITULO |

1. INTRODUGAO

1.1. Biomassa para conversao a etanol de segunda geracao

A biomassa da cana-de-agucar (bagacgo) € um subproduto do processo de
producdo do agucar e do etanol, sendo reaproveitada principalmente para gerar
energia elétrica, por meio de sua queima nas proprias usinas. No Brasil, novas
aplicagdes para o bagago tém sido desenvolvidas, dentre elas pode-se destacar a
producdo de biocombustiveis (etanol) de segunda geracdo (ANDRADE;
COLODETTE, 2014; DIAS et al., 2012; MOSIER et al., 2005).

O etanol de segunda geracéo é aquele produzido a partir dos agucares que
foram liberados da parede celular do bagaco e palha da cana-de-agucar (ANDRADE;
COLODETTE, 2014). O potencial para o uso da biomassa para produzir o etanol de
segunda geracdo € enorme, especialmente por causa da grande disponibilidade
desta matéria-prima (ANDRADE; COLODETTE, 2014).

A biomassa é formada por materiais lignoceluldésicos, como o bagagco de
cana-de-agucar, que € uma fonte importante de carbono, ou seja compostos de
polimeros de carboidratos de estruturas cristalinas e amorfas, composta de trés
fragdes principais: celulose, hemicelulose e lignina (ANDRADE; COLODETTE, 2014;
DIAS et al., 2012; MOSIER et al., 2005; SOCCOL et al., 2010).

A mais abundante é a celulose contendo de 32 a 44%, um
homopolissacarideo linear, formado por unidades de glicose fortemente ligadas
(ANDRADE; COLODETTE, 2014; SOCCOL et al., 2010). A hemicelulose contendo
de 27 a 32% é constituida por diversos acucares, principalmente por xilose,
configurada em uma cadeia facilmente hidrolisavel (ANDRADE; COLODETTE, 2014,
SOCCOL et al., 2010).

Por ultimo, encontra-se uma série de alcoois aromaticos polimerizados, fragao
denominada lignina de 19 a 24%, que ligada a hemicelulose, envolve a celulose e a
protege de ataques hidroliticos quimicos ou enzimaticos. A biomassa do bagaco

também é formada por outros materiais como ceras, cinza e outros compostos que
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somados apresentam em torno de 16% em sua composicdo (ANDRADE;
COLODETTE, 2014; SOCCOL et al., 2010).

As hemiceluloses sdo uma classe heterogénea de polimeros que contém
agucares como, pentoses (B-D-xilose, a-L-arabinose), hexoses (B-D-manose, B-D-
glicose, a-D-galactose) e acidos urénicos (a-D-glicurdnico, acido 4-O-metilglicurénico
e acido a-D-galacturénico) (GIRIO et al., 2010).

As hemiceluloses sao estruturalmente mais parecidas com a celulose do que
com a lignina e sao depositadas na parede celular num estagio anterior a
lignificagdo. A facil interacdo das ramificacbes e cadeias laterais com a celulose
promove estabilidade e flexibilidade a hemicelulose (MARTINS, 2005).

A celulose e a hemicelulose compdem até dois tergos da biomassa do bagaco
e sdo os substratos para producédo de etanol de segunda geragdo. A conversao
microbiana da fragdo de hemicelulose, tanto na forma monomérica quanto na forma
oligomérica, é essencial para aumentar o rendimento do etanol combustivel desta
biomassa (SOCCOL et al., 2010).

O volume desta biomassa representa cerca de um terco da produgao de
cana-de-agucar no Brasil, que vem batendo recordes a cada ano. Para manter as
primeiras posicdes de lideranga, é preciso investir em pesquisa e producao de fontes
alternativas de energia, como a produgao de etanol de segunda geracéo, ou a partir
da biomassa vegetal, além do aumento na produg¢ado de biocombustiveis, o aumento
da utilizagdo de biomassa para energia podera levar ao desenvolvimento econémico
e a diminuicdo da pobreza pela geracdo de empregos e melhoria na vida das
populagdes rurais (DAMASCENO et al., 2010).

A implantagédo da tecnologia de etanol de segunda geragcdo no Brasil é
favorecida, pois o processo de producdo pode ser anexado ao agucar/etanol nas
unidades ja existentes, exigindo investimentos mais baixos, tais como, infraestrutura,
logistica e fornecimento de energia (SOCCOL et al., 2010).

Além disso, o bagaco € gerado nas unidades industriais, e portanto, livre de
custos de transporte. Este € um cenario promissor, pois a partir de 10 milhdes de
toneladas de biomassa seca, 600 milhdes de galdes de etanol poderiam ser
produzidos, considerando o uso da sua parte celuldésica. Outra vantagem da
produgao de bioetanol a partir do bagaco de cana € a utilizagdo dos residuos, quase
10% da producéao total, que normalmente é rejeitada € causadora de problemas
ambientais (SOCCOL et al., 2010).
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A producdo de etanol de segunda geragdo a partir da biomassa
lignoceluldsica inclui pré-tratamento da biomassa, a hidrolise da celulose, a
fermentacdo de hexoses, separagao e tratamento de efluentes. Intensos esforgos
tém sido feitos nos ultimos anos para desenvolver tecnologias adequadas para a
fermentacdo de agucares C6 e C5, bem como para a hidrolise desta biomassa
(ORGANIZACAO BNDES E CGEE, 2008).

Os biocombustiveis sdo a solugdo da viabilidade da bioenergia que pode,
entdo, ser considerada uma fonte energética moderna e sustentavel na medida em
que os mesmos forem competitivos economicamente e apresentarem uma boa
relagdo entre a energia produzida e a demanda em sua produgdo, causando a
reducao do impacto ambiental, com um grande potencial para diminuir as mudancgas
climaticas, diminuindo a competicdo entre biocombustiveis e alimentos, utilizando
integralmente a matéria-prima, reduzindo a area plantada e produzindo mais etanol
(ORGANIZACAO BNDES E CGEE, 2008; RAELE et al., 2014).

1.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A medida exata do teor de carboidratos presentes nas amostras de bagago de
cana-de-acucar é de extrema importancia, pois sua quantificacdo esta diretamente
ligada a producgéo do etanol de segunda geragéo (SLUITER et al., 2010).

Os métodos classicos para a determinacao de agucares em biomassas sao
baseados na técnica de cromatografia. Nas ultimas décadas, os métodos
cromatograficos, principalmente cromatografia liquida de alta eficiéncia tornaram-se
muito populares para a determinacdo de acgucares. De acordo com a Collins e
colaboradores a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € um importante
membro de toda uma familia de técnicas de separagdo, uma vez que consegue
separar misturas que contem um grande numero de substancias similares
(COLLINS, C.H., BRAGA, G.L., BONATO, 2009).

A HPLC utiliza instrumentos que podem ser totalmente automatizados. E um
tipo de cromatografia liquida que emprega colunas recheadas com materiais
especialmente preparados e uma fase movel eluida em altas pressdes. Esta técnica
tem a capacidade de realizar separagbes e analises quantitativas de uma grande

variedade de compostos presentes em diversos tipos de amostras, em escala de
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tempo de poucos minutos, com alta resolugdo, eficiéncia e detectabilidade
(COLLINS, C.H., BRAGA, G.L., BONATO, 2009).

Muitos detectores acoplados na cromatografia tém sido desenvolvidos, entre
estes se cita os detectores espectrofotométricos que operam em comprimento de
onda na regido do ultravioleta e do visivel, detectores por indice de refracéo,
espalhamento de luz, fluorescéncia e espectrometria de massa e eletroquimicos. A
cromatografia acoplada a esses detectores tornou possivel a detecgdo de uma faixa
ampla de compostos em baixas concentragdes presentes em amostras complexas,
como sangue, urina, solo, alimentos, acucares, petroleo, etanol (COLLINS, C.H.,
BRAGA, G.L., BONATO, 2009).

A analise de agucares em biomassa tem sido objeto de inumeros estudos, os
quais produziram além do procedimento técnico da ASTM intitulado
“Determinacédo de Carboidratos em Biomassa por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia” que utiliza o indice de refracdo como detector (SLUITER et al., 2010),
varias publicacdes cientificas, as quais sdo descritas sucintamente a seguir.

Gouveia et al. (2009) compararam as determinacées de acgucares em
biomassa de amostras de bagacgo cana-de-agucar em dois laboratérios distintos
utilizando HPLC, em um laboratério foi utilizada uma coluna de Phenomenex Rezex
ROA-Organic Acid H+ (8%) com detector de indice de refracdo, e em outro
laboratério, foi utilizado uma coluna Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad). Em
ambos os laboratérios foram empregados detectores de indice de refragao, sendo
encontrados os seguintes intervalos lineares de concentragdo para cada um dos
analitos: 0,0306-0,306 g L' (celobiose), 0,1621-1,621 g L™ (glicose), 0,0622-0,622 g
L' (xilose) e 0,0316-0,316 g L' (arabinose).

Santos e Gouveia (2009) determinaram as concentragbes de agucares de
bagaco de cana-de-agucar, utilizando a HPLC com uma coluna Rezex ROA-Organic
Acid H+ (8%). O método utilizou um detector com indice de refracdo, sendo
quantificada a glicose nas concentragées de 20,8 gL, 32,8 gL'e 34,2g L.

Santos et al. (2010) analisaram agucares de bagago de cana-de-agucar em
dois tipos de processos para a producao de etanol durante as hidrolises enzimaticas,
utilizando a HPLC com uma coluna Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid H+
(8%V/V) com detector de indice de refragdo. A concentragédo de glicose alcangou um
valor maximo de 5 g L' e a celobiose teve a concentragdo de 1,5 g L' e para o

segundo processo foram encontrados os valores de 0,6 g L-! para a glicose.
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Noronha et al. (2010) analisaram os agucares hidrolisados por hidrélise acida
do bagac¢o de cana-de-agucar atraves de HPLC, utilizando um cartucho Sep Pak
C18 e uma coluna Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad), com um detector de
indice de refragdo. As concentragdes dos aglcares detectados foram de 1,34 g L™’
glicose, 15,76 g L' xilose e 2,03 g L' arabinose.

Rocha et al. (2011) determinaram as concentragbes dos agucares apos a
hidrolise do bagago de cana-de-agucar através de HPLC, utilizando uma coluna
Aminex HPX 87H (300 x 7,8 mm, Bio-Rad), com um detector de indice de refragao.
Foram detectadas as concentragdes dos agucares: 3,67 g L glicose, 9,04 g L
xilose, 1,03 g L' arabinose e 0,20 g L' celobiose.

Gottschalk, Oliveira e Bom (2010) analisaram os agucares durante a hidrolise
enzimatica da biomassa de cana de acgucar utilizando a HPLC com uma coluna
Lichorospher 100 NHz2 de 5 ym acoplado com a um detector de indice de refracao,
sendo que a hidrélise de 20 e 200 g L' do bagaco, produziu 3,9 e 40 g L-' de glicose,
respectivamente.

Prakash et al. (2011) analisaram a fermentagdo do bagaco de cana-de-agucar
com a HPLC com uma coluna Waters sugar pak 6.5 x 300 mm. Os agucares foram
detectados com o auxilio de um detector de indice de refracdo, sendo que o
hidrolisado contendo 20 g L' de xilose foi usado para a produgao de xilitol.

Abo-State et al. (2013) isolaram diversos microrganismos e aplicaram na
fermentacdo de bagaco de cana de agucar. Para analise dos rendimentos dos
acgucares utlilizaram uma coluna 10A Shimadzu Shim-pack SCR-101N acoplada ao
HPLC com deteccao de indice de refragcdo. Os acucares quantificados apos a
hidrolise foram de 20,89 g L' para glicose e 5,08 g L' para xilose.

Methrath Liyakathali et al. (2015) realizaram estudos de pré tratamento com o
bagacgo de cana de agucar utilizando um banho de ultrassom antes da hidrdlise, para
analise de glicose foi utilizado um HPLC aoplado a uma coluna HPX-87P (Bio Rad)
com um detector de indice de refracao, foi quantificado um rendimento maximo de
glicose de 24,29 g/ 100 g de biomassa seca.

Diversos autores quantificaram com a técnica de HPLC com detector de
indice de refragado, acucares para producao de bioetanol contidos em varios tipos de
biomassas, tais como, palha de milho (AGBLEVOR et al., 2007; LIU et al., 2010;
MATHEW et al., 2011), residuos de papel (FOYLE; JENNINGS; MULCAHY, 2007),
beterraba (DODIC et al., 2009), tronco de palmeiras (YAMADA et al., 2010), polpa de
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oliveira (CARA et al.,, 2008; HAAGENSEN et al., 2009), palha de trigo
(HONGZHANG,; LIYING, 2007), melagco de soja (SIQUEIRA et al., 2008), residuos
florestais (FERREIRA et al., 2010), casca de arroz (DA CUNHA-PEREIRA et al.,
2011; KARIMI; EMTIAZI; TAHERZADEH, 2006), alfafa (DIEN et al., 2011), farelo de
triticale (GARCIA-APARICIO et al., 2011) e sorgo doce (WU et al., 2010).

Outros autores também quantificaram acucares em amostras de outras
biomassas utilizando diversos detectores, como detector de espalhamento de luz
evaporativo em microalgas (HARUN et al., 2011) e casca de batata (LENIHAN et al.,
2010); detector de espectrometria de massa (ESI) em alcachofra de Jerusalém
(MATIAS et al., 2011) e detector de fluorescéncia em madeira (TANG et al., 2006).

1.3. Detectores Eletroquimicos em HPLC

Os detectores eletroquimicos ganharam popularidade por oferecerem as
melhores solugcbes para problemas em analises para a HPLC, pois estes sao
sensiveis e detectam uma ampla gama de compostos organicos oxidaveis ou
reduziveis, ampla aplicabilidade, alta detectabilidade (10-'2 g), importantes na analise
de tracos. Os detectores eletroquimicos quando comparados com o indice de
refracdo sdo mais robustos pois ndo sofrem alteragcdes durante a analise quando
sdo submetidos a mudancas de fase modvel ou temperatura (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2009).

A célula de um detector eletroquimico, na qual ocorre a reagao redox, possui
trés eletrodos, sendo um de trabalho podendo ser de carbono vitreo, pasta de
carbono, grafite poroso, mercurio, platina e de carbono modificado com metais de
transicao, o eletrodo de referencia de cloreto de prata e prata (Ag/AgCl) ou paladio e
o eletrodo auxiliar de platina (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2009).

Os detectores eletroquimicos medem a variacdo de corrente na célula do
detector quando se aplica um potencial fixo no eletrodo de trabalho. Os detectores
eletroquimicos usados na HPLC podem ser classificados em fungcdo de sua
operacado em modulo amperométrico que pode utilizar a detecgao com potencial
controlado (DC) ou com pulso de potencial (pulsada) e coulométricos (SNYDER,;
KIRKLAND; DOLAN, 2009).
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A detecgéao eletroquimica pode ser feita tanto no modo de oxidagdo como de
reducdo essa escolha dependera do tipo de analito (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN,
2009).

Acucares sao espécies dificeis de serem detectadas com sensibilidade
significativa pela maioria dos detectores convencionais, tais como detectores na
regiao do UV-visivel, mas que podem ser prontamente medidos eletroquimicamente
(FLANANGAN; PERRETT; WHELPTON, 2005).

Cataldi et al. (1992) analisaram alguns agucares por cromatografia liquida e
injecdo em fluxo utilizando uma coluna de troca anidnica de (250 mm x 4 mm)
acoplado ao detector eletroquimico. Os resultados obtidos utilizando um eletrodo
carbono vitreo quimicamente modificado com cobalto apresentaram os seguintes
limites de deteccdo: 0,8 ng arabinose, 0,9 ng glicose, 2,7 ng lactose e 4,8 ng
sucrose.

Davis (1998) determinou concentracées de acgucares de biomassas de
madeira de alamo e pinus utilizando um HPLC com deteccdo amperométrica
pulsada com um eletrodo de ouro. As concentragbes de agucares encontradas
foram: arabinose 0,063 g L', galactose 0,073 g L, rhamnose 0,033 g L, glicose
0,78 gL, xilose 0,36 g L' e manose 0,23 g L.

Widmer (2011) analisou amostras de varios agucares apos a hidrolise acida
da biomassa de casca de laranja utilizando cromatografia de troca aniénica com
detecgdo amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) com uma coluna Dionex CarboPac
PA-1 (4x 250 mm) com detecgdo amperométrica pulsada com o eletrodo de ouro. O
limite de deteccdo encontrado para os agucares ranose, arabinose, galactose,
glicose e frutose foi de 6 ng.

Engling et al. (2006) determinaram acucares produzidos a partir de
degradagao térmica da celulose e hemicelulose em restos de florestas utilizando
(HPAEC-PAD). Os resultados obtidos utilizando uma coluna analitica Dionex Carbo
Pac PA 10 (4x 250 mm), acoplado ao detector eletroquimico com um eletrodo de
ouro operando no modo amperométrico, apresentaram um limite de detecg¢ao de 2
mg mL™" para glicose, manose e galactose.

linuma et al. (2009) também determinaram acucares produzidos a partir de
degradagao térmica da celulose e hemicelulose em restos de florestas utilizando
HPAEC-PAD com uma coluna analitica Dionex Carbo Pac PA 10 (4x 250 mm), com

um eletrodo de ouro operando no modo amperométrico, os limites de deteccao
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obtidos foram 0,003 mg L' para glicose e galactose, 0,005 mg L-' para manose e
0,08 mg L™ para frutose.

Buratti, Brunetti e Mannino (2008) detectaram agucares e tidis por deteccao
amperométrica utilizando um eletrodo de trabalho de carbono vitreo modificado com
oxido de cobalto em nanotubos de carbono de paredes multiplas. Os estudos
voltametricos foram realizados em um sistema de injegcdo em fluxo em HPLC com
um detector amperometrico, sendo obtidos os seguintes limites de detecgao, 0,07
mM para glicose, 0,10 mM galactose, 0,08 mM lactose e sucrose.

Sevcik et al. (2011) modificaram uma coluna cromatografica anidnica com
carbonato e tornaram mais rapidas as analises de acgucares hidrolisados de
biomassas de palha de milho, gramineas e madeira de alamo. O método utilizado foi
o HPLC acoplado ao detector amperometrico usando um eletrodo de ouro. As
concentragdes de aglcares encontradas foram: 23,5 mg g' arabinose, 6,6 mg g’

galactose, 334 mg g glicose e 272 mg g™ xilose.

1.4. Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM) para determinagao de

agucares

Durante as ultimas décadas surgiram inumeras publicacdes a respeito de
deteccao eletroquimica nédo enzimatica de acucares. Eletrodos utilizando ouro,
platina, cobre e niquel, foram utilizados para melhorar a seletividade, sensibilidade e
reprodutibilidade. Alguns trabalhos investigando a eletro oxidacéo direta de glicose
também tem sido realizados em eletrodos de platina (BOLZAN, 1987; VASSILYEV;
KHAZOVA; NIKOLAEVA, 1985a, 1985b).

Eletrodos de ouro sdo quimisorventes fracos devido ao orbital d estar
completo, no entanto apresentam uma maior eletroatividade para a oxidagdo da
glicose do que a platina, portanto sao pesquisados como sensores néo-
enzimatica para glicose. O comportamento eletrocatalitico do ouro é altamente
complexo e apesar de inumeras investigagdes, 0 mecanismo para a oxidagao de
glicose em ouro permanece indeterminado, embora tenha sido proposta uma grande
variedade de mecanismos para essa reagao (BURKE, 1994, 2004).

Numerosos eletrodos carbono modificados tem aparecido na ultima década

para uso da eletrocatalise da oxidacao de glicose e de outros acucares. Os eletrodos
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desenvolvidos tém explorado a possibilidade da utilizagdo do carbono para a
oxidagao de glicose visando a fabricagdo de sensores de baixo custo. Geralmente,
sdo usados como substratos o carbono devido sua condutividade eletrbnica e outras
propriedades peculiares (NEWMAN; TURNER; MARRAZZA, 1992; WRING et al.,
1990).

Durante a ultima década o surgimento de carbono baseado em materiais
nanoestruturados, tais como nanotubos de carbono e mais recentemente o grafeno
tem melhorado a detecgdo eletroquimica da glicose. Esses materiais sao
promissores em biosensoriamento, devido a facilidade de modificacdo e
funcionalizag&o, boa condutividade, biocompatibilidade e grande area superficial (DE
SA et al., 2014; LI et al., 2009).

Sugawara et al. (1995) estudaram a determinagao alguns agucares utilizando
eletrodo de pasta de carbono modificado com porfirina de cobre (Il) com a técnica de
voltametria de varredura linear, onde analisaram a glicose em uma faixa linear de
2,0x107 a 2,0x10° mol L', o método desenvolvido apresentou um desvio padrao
relativo de 7,2 % para a determinagéo de 1,010 mol L' de glicose (n = 5) e um
limite de quantificagédo de 2,0x10" mol L.

Shamsipur, Najafi e Hosseini (2010) analisaram glicose em amostras de soro
de sangue humano utilizando um eletrodo de trabalho de carbono vitreo modificado
com oxido de niquel em nanotubos de carbono. Os resultados obtidos com a técnica
de voltametria ciclica e cronoamperometria mostram que o limite de detecgao
encontrado para glicose foi de 1,6x10** mol L.

Jafarian et al. (2010) utilizaram como sensor um eletrodo modificado de
hidroxido de cobre para estudos da oxidacgao eletrocatalitica da sacarose utilizando a
técnica de cronoamperometria no potencial eletrocatalitico de 0,7 mV vs Ag / AgCl,
encontrando um limite de detecgéo de 1,4x10 mol L.

Vidotti et al. (2009) utilizaram como sensor um eletrodo modificado de
hidréxido de niquel para quantificagdo de acgucares (glicose, frutose, lactose e
sacarose) empregando um sistema de analise por injegado em fluxo com uma coluna
trocadora idnica, tendo encontrado os valores de sensibilidade amperométrica para
glicose, frutose, lactose e sacarose de 76,4, 71,8, 43,7 e 40,8 yA cm? ppm-’
respectivamente e um limite detecgao para glicose de 3,4 x10° mol L.

Liang et al. (2016) investigaram o comportamento do eletrodo de pasta de

carbono modificado com grafeno contendo microesferas de cobalto para
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quantificacdo dos acucares (manitol, sacarose, lactose, glicose e frutose),
empregando um sistema de eletroforese capilar, obtendo os limites de deteccéo de
0,21%x10% mol L' para manitol, 0,24x10% mol L' para sacarose, 0,27 x10% mol L
para lactose, 0,20%10 mol L-" para glicose e 0,28 x10-° mol L-! para frutose.

Santos et al. (2016) desenvolveram um método analitico para determinacéo
de acgucares redutores totais (glicose e frutose) em amostras de aguas residuais
obtida no processamento de cana para a produgao de etanol. Foi utilizada a técnica
de amperometria pulsada, sendo obtido o limite de detecgdo de 6,4x10 mol L.

Sendo assim, conforme literatura os materiais lignoceluldsicos na forma de
biomassa de plantas, como o bagago e palha de cana-de-agucar, sdo fontes
abundantes de carbono nas formas de trés componentes: celulose, hemicelulose e
lignina (DIAS et al., 2012; MOSIER et al., 2005; SOCCOL et al., 2010).

A biomassa de cana de acucar para a maior parte dos paises tropicais, € um
dos principais materiais lignoceluldsicos utilizados para a bioconversdo em etanol de
segunda geragado, ja que estes materiais apresentam alta concentracdo de
carboidratos, baixas concentragdes de lignina, baixo custo de transporte e
armazenagem. (MOSIER et al., 2005; SOCCOL et al., 2010).

O desenvolvimento de processos para a produgdo de etanol de segunda
geragado a partir da biomassa da cana-de-agucar envolve a otimizagdo, de forma
integrada, de diversas etapas: pré-tratamento, hidrolise e fermentagcdo dos
hidrolisados, para a avaliagdo da eficiéncia destes processos é fundamental uma
caracterizagao exata dos agucares da biomassa para sua conversao em etanol de

segunda geragao.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desta tese de doutorado foi o desenvolvimento de novas
metodologias analiticas para a caracterizagdo da composicdo de agucares
(arabinose, galactose, glicose, xilose e manose) na transformag¢do de biomassa de
cana-de-agucar em etanol de segunda geracdo utilizando a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado com um Detector Eletroquimico.
Para isso foram desenvolvidos detectores eletroquimicos baseados em eletrodos
quimicamente modificados de nanotubos de carbono contendo 6xidos metalicos,
como oxido de niquel e 6xido de cobalto. Foi desenvolvida também a construgéo de
uma lingua eletrénica para a determinagdo de agucares provenientes da biomassa

de cana-de-acgucar (bagaco + palha) para a geracao de etanol de segunda geragao.
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CAPITULO Il

Eletrooxidagdo de agucares no eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTs) contendo éxi-hidréxido

de niquel.

1. INTRODUGAO

Primeiramente foi realizado o estudo do comportamento eletroquimico da
eletro-oxidagdo dos acucares, a fim de elucidar a cinética das reacdes
eletroquimicas envolvidas. Na literatura sdo encontrados varios exemplos de
trabalhos abordando este tema, tal como relatado por Berchmans, Gomathi e Rao
(1995) que estudaram a cinética da eletro-oxidagdo de agucares e alcoois utilizando
um eletrodo de carbono vitreo modificado com oxido de niquel, no qual através da
relagdo entre corrente anddica e concentracdo dos agucares determinaram as
constantes de velocidade de transferéncia heterogénea eletrénica da oxidagao dos
compostos organicos frente ao eletrodo modificado com oxido de niquel.

Devido o interesse na construcido de sensores para agucares € importante
estudar a oxidagao eletrocatalitica de acucares. Foram estudados as oxidacdes
eletroquimicas diretas dos agucares em meio alcalino usando o eletrodo de carbono
vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas com 6xi-hidroxido
de niquel (GCE/MWCNT/NIOOH) e eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xi-
hidroxido de niquel (GCE/NiIOOH) para varios agucares (glicose, galactose, manose,
arabinose e xilose).

Os estudos de morfologia dos materiais foram realizados utilizando
microscopio eletrénico de varredura (MEV). As propriedades de oxi-redugéo da
cinética de transferéncias de elétrons dos eletrodos modificados foram investigadas
usando voltametria ciclica (CV). As oxidagbes eletroquimicas diretas e os valores
das taxas das constantes das reacdes de oxidagdo dos agucares em meio alcalino

foram investigadas usando voltametria ciclica e cronoamperometria.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes

Todos os experimentos foram realizados utilizando reagentes de grau de
pureza analitica. Na preparagdo das solugdes foi utilizada agua deionizada
(Millipore, Billerica, MA, USA). Os nanotubos de carbono de paredes multiplas com
pureza de 95% foram fornecidos por Dropsens-Spain. Os reagentes nitrato de niquel
(1), N, N-dimetilformamida 99,8% (CsH7NO), L-arabinose, D-glicose, D-galactose, D-
manose, D-xilose e hidréxido de sédio foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA).

2.2. Modificagao do eletrodo de carbono vitreo com 6xi-hidréxido de niquel
(GCE/NiOOH) e modificacado do eletrodo de carbono vitreo com
nanotubos de carbono de paredes multiplas contendo éxi-hidréxido de
niquel (GCE/MWCNT/NiOOH)

Os eletrodos de carbono vitreo (GCE) foram polidos com alumina 0,3 um,
depois lavados com agua destilada e etanol.

Foram realizados estudos com diversas concentragdes de nanotubos de
carbono de paredes multiplas (MWCNT), onde os nanotubos foram pesados e
dispersados em N,N-dimetilformamida (DMF) com agitagcdo ultrassénica por 30
minutos obtendo-se as concentragdes de 0,2; 0,35; 0,5; 0,75; e 1,0 mg mL-".

Foram realizados estudos de varias concentragdes de nitrato de niquel (Il)-
Ni(NOs),.6H,O (1,0x10%; 5,0x104; 1,0x1073; 2,0x103; 2,510 mol L) para as
modificagdes dos eletrodos com nanotubos de carbono.

Na modificacdo do eletrodo de carbono vitreo, foi adicionada a suspensao de
nanotubos de acordo com as concentracées em estudo e colocados na superficie do
eletrodo GCE, secou-se o eletrodo GCE contendo nanotubos de carbono durante
1,0 hora em uma estufa com 50 °C. Logo apés foi transferido 10 yL da solucao de
Ni(NO3),.6H,O de acordo com a concentragdo em estudo para a superficie do
eletrodo, secou-se a 50° C em uma estufa por 25 min, esse eletrodo foi denominado
por CGE/MWCNT/NIOOH.
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Para a modificagéo do eletrodo de carbono vitreo (GCE) somente com nitrato
de niquel, foram pipetados 10 pL da solugdo aquosa de 2.0x10 mol L' de
Ni(NO3),.6H,0 na superficie do GCE, secou-se o eletrodo a 50°C durante 25 min, o
eletrodo foi denominado por CGE/NiOOH.

Os eletrodos foram condicionados em solucdo de NaOH 0,10 mol L', até os
voltamogramas atingirem o estado estacionario, utilizando a técnica de voltametria
ciclica em uma faixa de potencial limitados entre 0,1 e 0,6 V vs. Ag/AgCl com
velocidade de varredura de 50 mV s'. Estes eletrodos foram utilizados nos estudos

de oxidagao dos agucares de arabinose, glicose, galactose, xilose e manose.

2.3. Instrumentacao

2.3.1. Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas dos eletrodos GCE/MWCNT/NIOOH e
GCE/NiOOH foram realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato AUTOLAB
PGSTAT 30, empregando uma célula convencional contendo trés eletrodos, sendo
utilizado um eletrodo de referéncia de Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L"), um eletrodo auxiliar
de platina (3.0 cm x 0.1 cm) e um eletrodo de carbono vitreo ( area geométrica de
0,070 cm?) como eletrodo de trabalho.

Os eletrodos modificados GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NIOOH foram
caracterizados por voltametria ciclica. O estudo da velocidade de varredura nos
eletrodos modificados foi realizado entre 10 e 700 mV s*' em uma janela de potencial
entre 0,1 a 1,0 V vs. Ag/AgCl em solugdo de 0,1 mol L' de NaOH. Todos os
experimentos foram realizados em temperatura ambiente de 25°C.

Os comportamentos eletroquimicos dos eletrodos modificados GCE/NiOOH e
GCE/MWCNT/NIOOH em presenca dos agucares foram realizados em uma célula
eletroquimica contendo uma solugédo de 10 mL de 0,1 mol L' de NaOH utilizando a
técnica de voltametria ciclica. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
A corrente catalitica foi determinada através da diferenga entre a corrente medida na
auséncia e na presenca dos acgucares. Os estudos de cronoamperometria foram
realizados em solugdo de NaOH 0,1 mol L' contendo 0,025 mol L' de acucares,

sendo aplicado o potencial de oxidagcao de 0,6 V vs. vs. Ag/AgCI.
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2.3.2. Caracterizagao por microscopia eletrénica de varredura do eletrodo
GCE/MWCNT/NiOOH

Para a caracterizagdo microscopica do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH, foi
utilizado um microscopio eletrdbnico de varredura com canhdo de emissdo de
elétrons por efeito de campo (MEV-FEG) da marca Jeol, modelo JSM 7500F, Nas
analises dos filmes foram utilizados placas de carbono vitreo com area total de 1 cm?
e espessura de 0,2 cm, sendo a area recoberta pelos filmes de 0,070 cm? seguindo

0 mesmo procedimento descrito no item 2.2.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Estudos de otimizagao de nanotubos de carbono de paredes multiplas

na superficie do carbono vitreo.

Inicialmente foram realizados os estudos de concentracdo de nanotubos de
carbono de paredes multiplas (MWCNT) na superficie do eletrodo de carbono vitreo
utilizando um volume constante de 20 uL de suspensao de nanotubos/DMF e foi
adicionado um volume constante de 10 pL de 2,0x10-3 mol L' de Ni(NOj;),.6H,0. Os
voltamogramas ciclicos foram realizados em solugdo de 0,1 mol L' de NaOH e
velocidade de varredura de 50 mV s™'.

De acordo com a Figura 1 observa-se que a partir de 0,5 mg mL-' de MWCNT
as correntes anddicas praticamente nao se alteram, indicativo de que os nanotubos
de carbono estdo recobrindo toda a superficie do carbono vitreo. Assim sendo, foi
escolhido a concentragdo de 1,0 mg mL' de MWCNT para a modificagdo dos

eletrodos.
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Figura 1- A) Voltamogramas ciclicos dos estudos de concentracdao de nanotubos de
carbono de paredes multiplas na superficie de carbono vitreo; B) Estudo da concetragcéo de
nanotubos de carbono para o eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH com volume de nanotubos de
carbono de 35 L e solugdo de 10 L de 2,010 mol L' de Ni(NO3),.6H,0 (0,1 mol L' de
NaOH; v =50 mV s™)
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Fonte: Autor (2015).

O estudo dos volumes de suspensdo de nanotubos/DMF foi realizado
mantendo-se constante a concentragao de 1,0 mg mL' de MWCNT e utilizando um
volume de 10 pL de 2,010 mol L' de Ni(NO;),.6H,0. A Figura 2 mostra que as
correntes anddicas aumentam de acordo com o aumento do volume de MWCNT
adicionados na superficie do eletrodo de carbono vitreo, sendo que a partir de 30 pyL
a corrente anddica permanece praticamente constante, indicativo do recobrimento
de toda superficie do carbono vitreo por nanotubos de carbono. Assim sendo, foi
escolhido o volume de 35 yL de 1,0 mg mL' de MWCNT para a modificagdo dos

eletrodos.
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Figura 2 - Estudo de volume de nanotubos de carbono de paredes multiplas (1,0 mg mL™")
na superficie de carbono vitreo para o eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH com solugéo de 10 L
de 2,0x10° mol L' de Ni(NO3),.6H,0 (0,1 mol L-"de NaOH; v =50 mV s™)

850
800 -

T —nm
750
700+ %/
§ 650
—3600- '\% /

550 -

500

450

10 15 20 25 30 35
Volume de nanotubos pL

Fonte: Autor (2015).

Os estudos da concentragao de niquel realizados mostram que conforme a
concentracdo de nitrato de niquel é aumentada, ha um ganho significativo de
corrente anddica, porém a partir de 2,0x10°3 mol L' as correntes anddicas
praticamente ndo sao alteradas (Figura 3-A). Foi também observado que conforme
as concentragdes sdo aumentadas a partir de 2,0x10 mol L' os potenciais
comegcam a se deslocar gradativamente conforme pode ser visto na Figura 3-B,
sendo que os potenciais de oxidagdo e reducdo sido deslocados para valores
positivos e negativos, respectivamente. Assim foi selecionada para preparacao do
eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH a concentragdo de 2,0x10-3 mol L' Ni(NOs),.6H,0.



34

Figura 3 - (A) Estudos das concentracbes de niquel na superficie do eletrodo de carbono
vitreo modificado com 35 pL de 1.0 mg mI""* de MWCNT em relagdo com a corrente de pico
anodico; (B) Estudos das concentracdes de niquel na superficie do eletrodo de carbono
vitreo modificado com 35 uL de 1.0 mg ml”' de MWCNT em relagdo com a potencial de pico
(NaOH 0,1 mol L', v=50 mV s™)
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Fonte: Autor (2015).

3.2. Comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados GCE/NiOOH e
GCE/MWCNT/NiOOH

Apos a modificagdo dos eletrodos de carbono vitreo, o comportamento
eletroquimico apresentado em 0,1 mol L' de NaOH mostra dois picos de corrente
correspondente ao potencial anddico (Epa) e catodico do par redox Nil"/Ni") (NIE et
al., 2011; TOGHILL et al., 2010b)(Figura 4) para efeito de comparagado foram
colocados na figura os eletrodos GCE, GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NIOOH. A
Equacdo 1 representa o processo redox para os eletrodos GCE/NIOOH e
GCE/MWCNT/NiOOH.

Ni(OH)2 + OH™ = NiO(OH) + H20 + e~ (Equacgao 1)



35

Figura 4 - Voltamogramas ciclico dos eletrodos (A) GCE, (B) GCE/NIOOH e (C)
GCE/MWCNT/NIOOH (0,1 mol L' de NaOH; v =50 mV s™)
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Fonte: Autor (2015).

A Figura 4-C mostra o voltamograma ciclico de GCE/MWCNT/NIOOH onde

Epa +Epc
2

respectivamente, na velocidade de varredura de 50 mV s'. Embora os picos de

podem ser vistos um par de picos com EY ( )e AEp de 0,43V e 0,15V

potenciais anddicos e catddicos exibem valores préximos para ambos os eletrodos
GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NIOOH, a corrente de pico anddica e catdédica de
GCE/MWCNT/NIOOH apresentam valores muito mais elevados quando comparadas
com o eletrodo GCE/NiIOOH conforme mostrado na Figura 4-B. Estes aumentos
relativos de correntes de pico sao resultante do aumento da area superficial
fornecida pelos nanotubos de carbono na superficie de GCE/MWCNT/NiOOH
(SALINAS-TORRES et al., 2011; SHAMSIPUR; NAJAFI; HOSSEINI, 2010).

O excesso superficial do eletrodo (') pode ser avaliada a partir da area do
pico anddico realizado na técnica de voltametria ciclica através da carga (Q) (BARD;
FAULKNER, 2001) para os eletrodos GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NiIOOH, segundo
a Equacéao 2:

[=—— (Equagao 2)
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Onde n € o numero de elétrons, F € a constante de Faraday e A é a area da
superficie do eletrodo GCE.

O valor de 4,3x108 mol cm foi encontrado para GCE/NiOOH e 3,2x10" mol
cm? para GCE/MWCNT/NiIOOH, isso pode indicar que na presenca de nanotubos de
carbono as espécies de niquel estdo mais distribuidas na superficie do eletrodo e
consequentemente ser a causa de picos de correntes mais elevados no eletrodo
GCE/MWCNT/NiOOH.

A Figura 5-A e Figura 6-A sao apresentados os voltamogramas ciclicos dos
eletrodos GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NIOOH em diferentes velocidades de
varredura (2-700 mV s*') em NaOH 0,1 mol L' na faixa de potencial de -0,1 a 1,0 V.
Nesta figura € observado a separagao de potenciais de pico, a qual aumenta com o
incremento das velocidades de varredura. Em acordo com a literatura (KARIM-
NEZHAD et al., 2009; LAVIRON, 1979) estes resultados indicam uma limitagdo nas
cinéticas de transferéncia de carga, atribuidas a varios fatores, tais como interagoes
quimicas entre os ions do eletrélito e do eletrodo modificado, dominio de fatores
eletrostaticos, interagdes adjacentes dos pares redox presentes na superficie do
eletrodo e sitios ndo-equivalentes presentes na superficie do eletrodo.

Foram calculados os parametros cinéticos para os eletrodos GCE/NiIiOOH e
GCE/MWCNT/NIOOH. Através da expressao geral de Laviron, para pequenas
concentracbes de espécies confinadas na superficie do eletrodo é possivel
determinar o coeficiente de transferéncia de carga (a) e a constante de transferéncia
de elétrons heterogénea (ks) através da variagdo dos potenciais de pico em fungao
da velocidade de varredura.

O AEp aumenta em um valor muito pequeno, quando a velocidade de
varredura ¢ aumentada de 2 a 200 mV s'. No entanto, para velocidades de
varredura mais elevadas (> 200 mV s-1), a separagdo de pico € muito maior,
indicando as limitagbes resultantes da cinética de transferéncia de carga (KUMAR,;
NARAYANAN, 2008).

Na Figura 5 -B e Figura 6-B s&do apresentadas as relagdes de corrente de pico
em fungdo da velocidade de varredura no intervalo de 2 - 700 m V s™', sendo que as
correntes de pico anddica e catédica sdo proporcionais a raiz quadrada da
velocidade de varredura indicando um processo controlado por difusdo para os
eletrodos GCE/NIOOH e GCE/ MWCNT/NIOOH. No entanto, as correntes de picos

sdo0 proporcionais a velocidade de varredura no intervalo de 2 a 100 mV s,
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apontando para um processo eletrodico controlado por adsor¢do (BARD;
FAULKNER, 2001; KUMAR; NARAYANAN, 2008).

O grafico de Ep vs log v fornece retas com inclinagdes de -2,3 RT/anF para o
pico catodica e 2.3 RT/(1-a)nF para o pico anddico. Uma vez conhecido o valor de n,
a partir destas expressodes o a pode ser determinado pela inclinagdo da variagao do
potencial de pico em relagcéo a velocidade de varredura de potenciais mostrados nas
Figura 5-C e Figura 6-C. Nestas condi¢cbes, a Equacdo 3 pode ser usada para
determinar a constante de velocidade de transferéncia de elétrons (ks) dos eletrodos
GCE/NiOOH e/ou GCE/MWCNT/NIOOH:

log ks = a log(1-a) + (1-a) log a — log (RT/nFv) — a(1—a) nF AEx/2.3RT (Equagéo 3)

onde n=1, AEp = Epa — Epc, v é a velocidade de varredura (KARIM-NEZHAD et al.,
2009).

Os valores determinados de ks para GCE/NiOOH foi de 0,18 s' e 0,10 s
para GCE/MWCNT/NIOOH, sendo que os valores determinados de a foi de 0,76
para GCE/NIOOH e 0,85 para GCE/MWCNT/NiIOOH. Ao comparar os valores de ks
entre GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NIOOH, nota-se que GCE/NIOOH possui uma
velocidade maior de transferéncia eletrénica do par redox Nil"/Ni'"), essa diferenca
de ks pode ser atribuida a auséncia de nanotubos de carbono no eletrodo
GCE/NIOOH favorecendo a transferéncia eletrénica Ni!"/Nil) na superficie do

eletrodo modificado.
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Figura 5 - (A) Voltamogramas ciclico do eletrodo GCE/NIOOH em NaOH 0,1 mol L.
Velocidades de varredura: 2, 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 550, 600, 650 e 700 mV s™'. (B) Dependéncia dos picos de correntes
anddicos e catddicos em fungdo da raiz quadrada da velocidade de varredura entre 2—700
mV s™'. (C) Estudo de E, versus log v para voltamogramas ciclicos representados em (A)
para picos de correntes anddicos e catddicos. (D) Dependéncia dos picos de correntes
anodicos e catddicos em fungéo da velocidade de varredura entre 2-700 mV s
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 6 — (A) Voltamogramas ciclico do eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH em NaOH 0,1 mol
L'. Velocidades de varredura: 2, 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250,
300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650 e 700 mV s™'. (B) Dependéncia dos picos de
correntes anddicos e catédicos em fungao da raiz quadrada da velocidade de varredura
entre 2 — 700 mV s'. (C) Estudo de E, versus log v para voltamogramas ciclicos
representados em (A) para picos de correntes anddicos e catédicos. (D) Dependéncia dos
picos de correntes anddicos e catédicos em fungdo da velocidade de varredura entre 2-700
mV s
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Fonte: Autor (2015).

3.3. Caracterizagao microscopica

Os eletrodos de carbono vitreo com nanotubos de carbono (GCE/MWCNT) e
GCE/MWCNT/NIOOH foram estudados comparando a morfologia das superficie em
diferentes ampliacbes das imagens de micrografias geradas por SEM-FEG. De
acordo com a Figura 7 (A e B), observa-se que os nanotubos de carbono estédo
totalmente dispersos na superficie de GCE e na Figura 7-B sao apresentados
detalhes dos nanotubos que permitiram estimar o seu tamanho, o qual apresenta um
didametro de aproximadamente 11 nm, consistente com a especificagdo emitida pelo
fabricante.

A modificagdo do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH é apresentado na Figura 7
(C e D). A Figura 7-C mostra particulas de tamanhos diferentes em torno de 0,25

Mm, as quais estao dispersas sobre a superficie dos nanotubos. No entanto quando
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se analisa a Figura 7-D observa-se um tamanho médio de 10 nm dos aglomerados,
constituindo uma unica particula.

Uma indicacao do sucesso da modificacdo do eletrodo de carbono vitreo com
nanotubos e Oxi-hidroxido de niquel é mostrado na Figura 8, onde através do
espectro de EDS, sdo observados os picos dos elementos niquel e oxigénio, que é
um indicativo do sucesso da modificagdo com particulas de niquel sobre os

nanotubos de carbono.

Figura 7 - Imagens de MEV para nanotubos de carbono (GCE/MWCNT) com ampliacdes:
(A) 10.000; (B) 20.000 and CGE/MWCNT/NiIOOH: (C) 200.000; (D) 300.000 vezes

Fonte: Autor (2015).
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Figura 8: Espectro de EDS para o eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH
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3.4. Eletro-oxidagao de agucares

A eletro-oxidacao de agucares no eletrodo de carbono vitreo sem modificagao
foi estudada por voltametria ciclica, na Figura 9-A mostra a eletro-oxidacdo da
galactose, que requereu potenciais de pico em torno de 1,2 V vs. Ag / AgCI.

A eletro-oxidagdo da galactose em eletrodos modificados GCE/NiIOOH e
GCE/MWCNT/NIOOH como mostra na Figura 9 (B e C) ocorreram em potenciais
menores, em 0,55 V vs. Ag/AgCl associado com o aumento do pico de corrente
anddica e diminuic&do do pico corrente catodica.

De acordo com a literatura (NIE et al., 2011), a eletro-oxidagcdo dos
carboidratos nos eletrodos modificados GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NiOOH ocorre
na presenca do catalisador Ni"), durante o processo de redugdo do catalisador para
Ni) e formagéo de cetonas (KUSEMA; MURZIN, 2013; KUSEMA et al., 2010; LI et
al.,, 2012; MURZIN; SALMI, 2012; RIZZOTTO et al., 1996) as reacgbes gerais

propostas para a oxidacao dos carboidratos sio:

2NiO(OH) + Glicose —2Ni(OH)2 + Gluconolactona (Equacéo 4)
2NiO(OH) + Galactose — 2Ni(OH)2 + Galactonolactona (Equagao 5)
2NiO(OH) + Xilose — 2Ni(OH)2 + Xilonolactona (Equacéo 6)
2NiO(OH) + Manose — 2Ni(OH)2 + Manonalactona (

(

2NiO(OH) + Arabinose — 2Ni(OH)2 + Arabinonalactona

Equagao 7)
Equacao 8)
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Figura 9 - Voltamogramas ciclicos contendo a eletro-oxidacdo de (I) auséncia e (Il)
presenga de 0,01 mol L' de galactose: (A) eletrodo GCE; (B) eletrodo GCE/NiOOH e (C)
eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH (0,1 mol L - NaOH; 50 mV s™)
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Fonte: Autor (2015).

A Figura 10-A mostra os voltamogramas ciclico do estudo de velocidades de
varredura do eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH em presenca de galactose 0,01 mol L™,
observou-se que o potencial de pico da oxidacao catalitica de galactose € deslocado
para potenciais cada vez mais positivo com o0 aumento da velocidade de varredura,
este resultado sugere a limitagado cinética da reagao nos locais redox do eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH. A Figura10-B mostra que a corrente anddica é proporcional a
raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando um processo eletrodico
controlado por difusdo (BARD; FAULKNER, 2001; KARIM-NEZHAD et al., 2009) de
acordo com a equacao lpa = -2,50%x10° + 2,24x10* v'2 e coeficiente de correlagdo
de 0,994. A Figura10-C mostra uma relagdo entre a fungéo /v'? e v, o qual se

observou um comportamento correspondente a um processo eletroquimico
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acompanhado de uma reacgdo quimica (EC) (SHAMSIPUR; NAJAFI; HOSSEINI,

2010).

Todos os estudos de influéncia da velocidade de varredura foram realizados

para outros acucares (arabinose, glicose, manose e xilose) e os comportamentos

foram similares.

Figura 10 — (A) Voltamogramas ciclico do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH em galactose
0,01 mol L' (NaOH 0,1 mol L"). Estudo de velocidades de varredura: 2, 5, 7, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 mV s™'. (B) Grafico da
dependéncia do pico anddico em fung¢ao da raiz quadrada da velocidade de varredura dos
valores entre 2 a 500 mV s'. (C) Grafico da fungdo da corrente anddica (Iv''?) vs.

Velocidade de varredura (v).
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Fonte: Autor (2015).
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3.5. Estudo da area dos eletrodos GCE/NiOOH GCE/MWCNT/NiOOH

A cronoamperometria foi empregada para a investigagdo da superficie dos
eletrodos modificados. A Figura 11 mostra a cronoamperometria de 0,01 mol L' de
galactose nos eletrodos modificados de GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NIOOH em um
potencial fixo de 0,6 V vs Ag/AgClI.

De acordo com a equacao de Cottrell foi possivel determinar a intensidade de
corrente conforme Equacédo 9 (BARD; FAULKNER, 2001; SHAMSIPUR; NAJAFI;
HOSSEINI, 2010).

| = nFAD'"2C / T2 tV/2 (Equacéo 9)

onde: | € a corrente a um tempo t, n € o numero de elétrons, F € a constante
de Faraday, C é a concentragao das espécies oxidadas, D é o coeficiente de difusao
das espécies oxidadas e A é a area do eletrodo, que foram determinadas utilizando
as equacbes para os eletrodos GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NIOOH, a qual foi
utilizado o coeficiente angular do grafico | vs t'2 obtendo assim as equagdes
lua=4,47%10° + 2,33%x10* 572 para GCE/NIOOH e 1,a=2,38x10° + 0,00185 s'’? para
GCE/MWCNT/NIOOH, indicando que o eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH é em torno de
8 vezes maior que a area do eletrodo GCE/NiOOH, comprovando que os nanotubos
de carbono aumentam a area superficial dos eletrodos (SHAMSIPUR; NAJAFI;
HOSSEINI, 2010).
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Figura 11 - (A) cronoamperograma do eletrodo GCE/NiOOH (B) regressao linear da
corrente anddica em funcao da raiz quadrada de tempo para o eletrodo GCE/NiOOH. (C)
cronoamperograma do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH (D) regressao linear da corrente
andédica em fungdo da raiz quadrada de tempo para o eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH,;
todos estes estudos foram realizados contendo 0,01 mol L' de galactose em NaOH 0,1 mol
L.
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Fonte: Autor (2015).

3.6. Estudo cinético da oxidacao eletrocatalitica dos agucares

A semi-reagao da oxidacdo para a galactose pode ser representada através
da seguinte equacgao:

Galactose™ —* > Galactonolactona®™ + e (Equagao 10)

onde a galactose esta na forma eletroativa reduzida, galactonolactona séo
espécies eletroativas na sua forma oxidada e k &€ a constante de velocidade

eletrocatalitica. Considerando a dependéncia exponencial da taxa de k com
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sobrepotencial (CONWAY; MACKINNON; TILAK, 1970; RUETSCHI; ANGSTADT;
CAHAN, 1959; SANTANA; FARIA; BOODTS, 2005a, 2005b), a reacdo do processo
eletroquimico, j, € dada pela equacao:

j = ki [galactose "I]" exp L%_'I:_HJ— ko [galactonolactona °*]¥ expt—_ (1—a)nF77J

RT
(Equacéo 11)

Sob a condi¢ao de alto campo (n> 0,1 V), o componente catddico da Error!
Reference source not found. torna-se insignificante, o que resulta na seguinte

expressao:

(Equacao 12)

j = ki [galactose 9] exp [OanJ

RT

onde ks é a constante de velocidade na diregdo anddica, a € o coeficiente de
transferéncia, [galactose 9] é a concentragdo de espécies eletroativas na superficie
do eletrodo, e v €& a ordem de reagdao correspondente para espécies
galactonolactona, os demais simbolos sdo usuais, linearizando a Equagao 12 é
obtido a seguinte equacao:

onFn
RT

Considerando-se que a curva de Tafel € E vs. log j, e que o coeficiente de

Inj=Inks + v In [galactose 9] + (Equacao 13)

Tafel, b, é definido como o coeficiente angular, a Equagao 13 deve ser rearranjada
de modo a obter dependéncia de E vs. log j, que € dada pela seguinte expressao:
2,303RT (log j —log ki — v log[ galactose ™)

anF
A Equagao 14 mostra que os valores de b devem ser calculados a partir da

E=E°+

(Equacéao 14)

relagao de E vs. log j, de acordo com a derivada parcial:

b=(GE/dl0g j)r isaactost (Equacao 15)

Aplicando a definicao do coeficiente de Tafel que é dado por:

_ 2,303RT
aF

b

(Equacéao 16)

A Figura 12 mostra as curvas de Tafel para os eletrodos GCE/NIiOOH e
GCE/MWCNT/NIOOH que foram registrados em 0,1 mol L' de NaOH em presenga
de 0,01 mol L' de galactose com velocidade de varredura de 10 mV s'. Os

coeficientes de Tafel, coeficiente de transferéncia eletrbnica (a) e constante da



47

velocidade eletrocatalitica (k) para todos os agucares nos eletrodos GCE/NiIOOH e
GCE/MWCNT/NIOOH estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de coeficientes de Tafel, coeficiente de transferéncia eletrbnica (a) e
constante da velocidade eletrocatalitica (k) para todos os agucares no estudo com
GCE/NIiOOH e eletrodos de GCE/MWCNT/NiOOH.

GCE/NiOOH GCE/MWCNT/NiOOH
Acucar Coeficiente o k Coeficiente a k
de Tafel (L mol's) de Tafel (L mol's)
(mV)/década (mV)/década

Glicose 184,1 0,32 1,3x103 128,3 0,46 4,3x10*
Galactose 190,5 0,31 1,1%x103 159,7 0,37 2,1x10*

Manose 163,0 0,21 8,3x102 262,1 0,22 1,4x104
Arabinose 221,0 0,26 8,9%x10? 215,0 0,27 2,1x104

Xilose 175,2 0,22 8,3x102 251,8 0,23 2,0x10*

Fonte: Autor (2015).

A cinética da reacdao de oxidagcdo de agucares com os sitios redox dos
eletrodos GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NIOOH foram investigados por
cronoamperometria de acordo com a Equagdao 17 (BARD; FAULKNER, 2001;
KARIM-NEZHAD et al., 2009).

I(iatal :il/zlﬁl/zerf (12) + exi(—/l)J (Equagso 17)

1/2
d

Onde Icatal € a corrente catalitica em presenca de agucar, ld € a corrente limite
na auséncia de acgucar, A = kCt (k , C e t sdo a constante de velocidade
eletrocatalitica, concentracdo de acgucar durante o estudo e tempo da medida
cronoamperometrica, respectivamente) e erf € descrito como fungédo de erro. Para A
> 1.5, erf (M) é igual a unidade e a Equag&o 17 se reduz para:

| ~
(;atal :/11/272,1/2 :”1/2(kCt)1/2 (Equa(}ao 18)
d

A partir do coeficiente angular do grafico lcata/la 0 valor de k é derivado a uma
dada concentragéo de agucar. A Figura 13 mostra os cronoamperogramas de todos
os acucares. Os valores de k foram estudados em concentragdes de 2,5x10-2 mol L-"

de agucares.
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Observou-se maiores valores das constantes eletrocatalitica dos agucares (k)
para GCE/MWCNT/NIOOH pode ser atribuido ao fato da maior area superficial
fornecida por nanotubos de carbono na superficie modificada do eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH, essa diferenca de k observada entre diferentes acucares
pode ser atribuida a dificuldade de adsor¢cdao nos eletrodos GCE/NIOOH e
GCE/MWCNT/NIOOH. Para sofrer oxidagao eletroquimica estas moléculas devem
estar adsorvidas sobre a superficie do elétrodo e formam diferentes intermediarios
que também sao oxidados na superficie dos eletrodos altamente cataliticos, sendo
assim as constantes eletrocataliticas dos acucares acabam também sendo
diferentes.

Como relatado por alguns autores (SCHAFER; SCHNEIDER, 1991; VIDOTTI
et al.,, 2009) a oxidagdo de acucares na superficie dos eletrodos é realizado
principalmente por grupos OH- primarios que podem ocorrer através da formacao de
ligagcdes de hidrogénio entre os grupos OH" presentes nos agucares e a camada de
oxi-hidroxido de niquel, foi observado que tanto para GCE/NIOOH e/ou
GCE/MWCNT/NIOOH os valores da constante de velocidade eletrocatalitica para a
glicose € maior, uma vez que estes grupos OH" sdo mais prontamente disponiveis

para oxidagao.

Figura 12 - Curva de Tafel representativa (A) eletrodo GCE/NIOOH e (B) eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH em 0,01 mol L' de galactose (v =10 mV s™'; 0.1 mol L' de NaOH).
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 13 - Cronoamperogramas do eletrodo GCE/MWCNT/NiOOH em 0,1 mol L' de NaOH
na auséncia (A) e presenga de 25x10° mol L-1 de manose (B), xilose (C), arabinose (D),
galactose (E) e glicose (F). Potencial aplicado de 550 mV vs. Ag/AgCI.
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Fonte: Autor (2015).

3.7. Estudos da concentracao de agucares

O comportamento eletroquimico dos agucares arabinose, galactose, glicose,
manose e xilose é mostrado nas Figuras 14-A, 15-A, 16-A, 17-A e 18-A,
respectivamente, nos intervalos de concentragdes entre 5,0x10° a 14,0x10-3 mol L~
sobre o eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH em 0,1 mol L' de NaOH com velocidade de
varredura de 50 mV s™', observou-se que entre os aglicares os comportamentos
eletroquimicos s&o semelhantes.

Foi observado na Figura 14-B que a corrente de pico anddico é linear no
intervalo de concentragdo de arabinose entre 5,0x10“ e 5,7x103 mol L' segundo a
equagao lpa = 2,23%x10° + 1,12x10" [arabinose] e coeficiente de correlagio de 0,999.
Em concentragcbes mais elevadas a curva apresenta um desvio na linearidade,
provavelmente devido a saturagcdo dos sitios ativos na superficie do eletrodo
GCE/MWCNT/NiIOOH.

Observou-se na Figura 15-B que a corrente de pico anddico é linear no
intervalo de concentragdo de galactose entre 2,5x10“ e 5,7x10 mol L' segundo a

equacao lpa = 1,4x10°° + 1,4x10-! [galactose] e coeficiente de correlagio de 0,999.
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Figura 14 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo da variagdo da concentracdo de
arabinose sobre o eletrodo de GCE/MWCNT/NiIOOH em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s™);
(B) Resposta da corrente anddica em fungédo do estudo da variagdo da concentracdo de
arabinose sobre o eletrodo de GCE/MWCNT/NIOOH.
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Fonte: Autor (2015).

Figura 15 - Voltamogramas ciclicos do estudo da variagdo da concentragdo de galactose
sobre o eletrodo de GCE/MWCNT/NIO em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s™); (b) Resposta
da corrente anodica em funcao do estudo da variacdo da concentragcdo de galactose sobre o
eletrodo de GCE/MWCNT/NiIO
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Fonte: Autor (2015).

Foi observado na Figura 16-B que a corrente de pico anddico € linear no
intervalo de concentragdo de glicose entre 2,5%x10% e 5,7x10 mol L' segundo a
equacéo lpa = -6,1%10% + 1,3x10"" [glicose] e coeficiente de correlagdo de 0,998.

Ja para o comportamento da manose, observou-se na Figura 17-B que a
corrente de pico anddico é linear no intervalo de concentragéo entre 5,0x10% e
5,7x10-% mol L' segundo a equagio lpa = 4,8x10° + 1,5x10-" [manose] e coeficiente

de correlacao de 0,998.
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Figura 16 — (A) Voltamogramas ciclicos do estudo da variagao da concentragcao de glicose
sobre o eletrodo de GCE/MWCNT/NIOOH em 0,1 mol L' de NaOH (50 mV s™); (B)
Resposta da corrente anddica em fungéo do estudo da variagdo da concentragéo de glicose
sobre o eletrodo de GCE/MWCNT/NiOOH
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Fonte: Autor (2015).

Figura 17 — (A) Voltamogramas ciclicos do estudo da variacdo da concentragdo de manose
sobre o eletrodo de GCE/MWCNT/NIOOH em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s); (B)
Resposta da corrente anddica em fungdo do estudo da variagdo da concentracao de
manose sobre o eletrodo de GCE/MWCNT/NiOOH
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Fonte: Autor (2015).

Foi observado na Figura 18 (B) que a corrente de pico anddico é linear no
intervalo de concentragdo de xilose entre 5,0x10* e 5,7x10® mol L' segundo a

equacao lpa = 4,7x10° + 9,1x102 [xilose] e coeficiente de correlagcao de 0,999.
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Figura 18 - (A) Voltamogramas ciclicos de xilose sobre eletrodo CCE/MWCNT/NIOOH; (0,1
mol L' NaOH ; 50 mV s™), variando as concentragbes de 5,0x10° a 14,0x10 mol L"; (B)
Curva analitica de xilose sobre o eletrodo de GCE/MWCNT/NiIOOH.
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Fonte: Autor (2015).

Tabela 2 mostra as figuras de mérito para todos os agucares em estudo. Foi
observado que o GCE/MWCNT/NIOOH possui boa sensibilidade amperométrica,

baixo limites de deteccdo e quantificagao.

Tabela 2 - Figuras de mérito para varios acucares no eletrodo GCE/MWCNT/NiIiOOH em 0,1
mol L' de NaOH em voltametria ciclica (v =50 mV s™; n = 3).

Intervalo de
LOD LOQ SA
Acucar concentragao
(mol L) (mol L) (WA L mol)
(mol L)
Arabinose 5,0x104-5,6x103 2,6x10 8,8x10 1,1 x10°
Galactose 2,5%x10%-5,6x103 2,1x104 7,0x10* 1,4x10°
Glicose 2,5x10%-5,6x103 1,9x104 6,4x10* 1,3x10°
Manose 5,0x104-5,6x10"3 4,3x104 1,4x103 1,5 x10°
Xilose 5,0x104-5,6x10"3 3,2x104 1,0x103 9,1x104

Fonte: Autor (2015).

Na Tabela 3 sdo mostrados alguns estudos com eletrodos quimicamente
modificados e constantes de velocidades eletrocataliticas publicadas para galactose,
glicose em eletrodos modificados e os valores encontrados no eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH, observou-se que os valores estdo em concordancia com a
literatura. Para arabinose, xilose e manose as constantes de velocidade

eletrocatalitica ndo foram encontrados nas bases de dados pesquisadas.
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Tabela 3 - Comparagdo da constante de velocidade eletrocatalitica (k) do eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH com eletrodos quimicamente modificados de acordo com a literatura.

Eletrodos quimicamente modificados Acgucar k (L mol's™) Referéncia
Niquel (II)— Complexo de quercetina Glicose 1.91x10° (SZCI)-I[\IIE(IB\IC%OZOZ,)ANG;
modificado com MWCNT e liquido iénico ' ’

G . . . (SALIMI et al.,
Imobilizac&o de glicose oxidase sobre Glicose 1 1x10° 2007a)

nanoparticulas de éxido de niquel
(SUN et al., 2011)

Niquel (Il), quercetina e grafeno Glicose 2.93x10°
(OJANI; RAOOF;
Poli(1-naftilamina)/niquel Glicose 0.229 ié,l&l\eﬂﬁN;{om)
(OJANI; RAOOF;
Poli(1-naftilamina)/niquel Galactose 0.275 iﬁthA'I:\N;OM)
GCE/MWCNT/NIOOH Glicose  4.36x10 Autor (2015)
GCE/MWCNT/NIOOH Galactose  2.09%10° Autor (2015)

4, CONCLUSAO

Foi desenvolvida a preparacao e utilizacdo do eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanotubos de carbono contendo Oxi-hidroxido de niquel para
deteccao e quantificagao de agucares em meio alcalino.

Os parametros cinéticos para a oxidagao dos agucares foram calculados
utilizando voltametria ciclica e cronoamperometria. Observou-se que as correntes
cataliticas mais elevadas na eletro-oxidacdo dos agucares foram sempre obtidas no
eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH em comparagao com o eletrodo GCE/NIOOH. O
eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH apresentou coeficientes de transferéncia eletrénica e
constante de velocidade catalitica em conformidade com outros eletrodos
apresentados na literatura.

Estes estudos foram importantes para melhor compreensdo dos processos
eletrédicos envolvidos do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH nas reacbes de eletro-
oxidagdo dos agucares para posterior desenvolvimento de métodos analiticos
acoplados em HPLC para detecgao e quantificacdo dos carboidratos presentes na

biomassa.
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Porém, nao foi possivel a aplicacdo e o desenvolvimento do método analitico
em HPLC utilizando esta forma de modicagéo do carbono vitreo (GCE) com 35 pL
de suspensao de com nanotubos de carbono, pois com esse volume foi observado a
formacdo de uma camada de nanotubos na superficie do eletrodo GCE e como o
espaco na célula eletroquimica do HPLC entre a superficie do eletrodo GCE e o
eletrodo auxiliar € de apenas 0,25 um nao foi possivel a interacéo entre os eletrodos,
ficando impossivel de realizar qualquer medida eletroquimica no HPLC, diante disso
foi realizado os estudos citados no capitulo 3 da modificagdo do eletrodo GCE

utilizando a técnica de eletrodeposicao.
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CAPIiTULO IlI

Determinagcao de agucares em bagac¢o de cana de agucar por cromatografia de
troca anidnica utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com

nanotubos de carbono contendo nanoparticulas de niquel

1. INTRODUGAO

Primeiramente foram estudados os parametros de eletrodeposicdo para
confeccionar o eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de
paredes multiplas contendo nanoparticulas de niquel (GCE/MWCNT/NiIOOH). Esse
eletrodo foi caracterizado por técnicas eletroquimicas, microscépio eletrbnico de
varredura (MEV) e foram estudadas as oxidagdes eletroquimicas diretas dos
agucares em meio alcalino.

Na literatura sdo encontrados varios trabalhos abordando o desenvolvimento
de eletrodos modificados como detectores eletroquimicos em HPLC, tal como
relatado por Xi et al. (2014) que modificaram o eletrodo e carbono vitreo com
composito de nanoparticulas de cobre em 6xido de grafeno e quitosana, este sensor
foi acoplado ao HPLC com deteccdo amperométrica e foi possivel analisar os
aglcares de amotras de phellinus igniarius na faixa linear de 0,02 a 500 mg L' de
arabinose, fucose, galactose, glicose e manose.

Sendo assim foi desenvolvido um método analitico utilizando o eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH como detector eletroquimico nas analises cromatograficas em
amostras de hidrolisados de bagaco de cana de acgucar contendo os seguinte
analitos: arabinose, galactose, glicose e xilose.

Para o desenvolvimento do método cromatografico para os agucares em
estudo foi utilizado um eletrodo de ouro a fim de elucidar todos os parametros
cromatograficos tais como, composicdo da fase moével, fluxo da fase movel,

temperatura do forno da coluna e temperatura do forno do detector.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes

Todos os experimentos foram realizados utilizando reagentes de grau de
pureza analitica. Na preparacdo das solugdes foi utilizada agua deionizada
(Millipore, Billerica, MA, USA). Os nanotubos de carbono de paredes multiplas com
pureza de 95% adquiridos da Dropsens (Spain), Sulfato de niquel hexahidratado
(NiSO4.6H20), N,N-dimetiformamida (DMF) 99,8% (CsH7NO), L-arabinose
(CsH100s, 99%), D-glicose (CsH120s6, 99%), D-galactose (CeH1206, 99%), D-manose
(CeH1206, 99%), D-xilose (CsH1005, 99%) e hidréxido de sédio foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A solugao tampéao fosfato (pH 6,5) foi preparada
utilizando 0,10 mol L' de Na2HPOs e 0,10 mol L' de NaH2POas. A solugdo de
Ni(SO4)2 foi preparada em tampao fosfato. As solugdes de acgucares foram
preparadas imediatamente antes do uso. Para a modificacdo da superficie do
eletrodo foi preparada uma suspensdao de MWCNT/DMF, preparada com 1,0 mg de

MWCNT em 10,0 mL de DMF e levados ao banho ultrassénico por 30 minutos.

2.2. Funcionalizagdgo de nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNT)

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas foram funcionalizados antes
da preparacéo do eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos, o objetivo
da funcionalizagdo dos nanotubos foi a geragdo de grupos funcionais —COOH que
atuam como sitios de nucleacgao para obtengao de particulas de menores dimensdes
€ maiores dispersdes.

A funcionalizagdo dos nanotubos foi realizada da seguinte forma: 2,0 g de
nanotubos de carbono foram sonificados por 4h em uma mistura de 60 mL de acido
sulfarico (18 mol L") e 20 mL de &cido nitrico (16 mol L") para obtengdo dos
nanotubos de carbono funcionalizados com grupos -COOH. Apds a sonificagao os
MWCNTs foram filtrados em membrana de PTFE de 5,0 uym e lavados com
aproximadamente 3,0 L de agua ultrapura e até o pH do sobrenadante ficar proximo

de 6,0. Apds a lavagem e neutralizacdo, os MWCNTs foram levados a estufa para
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secagem por 12h a 80°C ou até se obter uma massa constante (CARSON et al.,
2012).

2.3. Modificagao do eletrodo de carbono vitreo com nanotubos de carbono
contendo nanoparticulas de niquel GCE/MWCNT/NiOOH

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) ja funcionalizados
foram pesados e dispersos em N,N-dimetilformamida (DMF) com agitagdo no
equipamento de ultrassom por 30 minutos e obteve-se a concentragcdo de 0,1 mg
mL-".

Na modificagdo do eletrodo de carbono vitreo foi adicionado em sua
superficie 5,0 uyL de suspensdo de nanotubos de carbono de concentracao de 0,1
mg mL-', secou-se o eletrodo GCE contendo nanotubos de carbono durante 1,0 hora
em uma estufa com 50 °C. Logo apds a modificagdo do eletrodo de carbono vitreo
com nanotubos de carbono (GCE/MWCNT), foram realizados estudos de
eletrodeposigdo das nanoparticulas de niquel, foi utilizado 5,0 x 10 mol L' de
sulfato de niquel (NiSO4) em solugéo tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5), preparado
pela mistura das solugdes de dihidrogenofosfato de sédio (NaH2PQO4) 0,2 mol L' e
hidrogenofosfato dissodico (Na2HPO4) 0,2 mol L. O potencial foi mantido constante
em -1,3 V. Os tempos de eletrodeposicdo investigados foram de 10, 30 e 60
segundos.

Ap6s cada modificacdo, o eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono contendo nanoparticulas de niquel (GCE/MWCNT/Ni) foi
realizado a formacgédo de oxi-hidroxido de niquel em NaOH 0,5 mol L' no intervalo de
potencial de -0,5 a 1,0 V em uma velocidade de varredura de 100 mV s-! durante 30
ciclos. Em seguida, o GCE/MWCNT/NIOOH foi lavado abundantemente com agua
deionizada e seco. O comportamento eletroquimico do eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH foi avaliado em eletrolito suporte de NaOH 0,1 mol L.
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2.4. Determinagoées dos acgucares (Arabinose, Galactose, Glicose, Xilose e
Manose) em cromatografia de troca anidnica de alta eficiéncia com

deteccao amperométrica pulsada (HPAECD-PAD)

A determinagcdo dos acucares foi realizada em solugbes padrées e em
amostras de hidrolisado de biomassa (bagago e palha de cana- de-agucar) utilizando
um cromatégrafo de troca aniénica de alta eficiéncia com detec¢gdo amperométrica
pulsada (HPAECD-PAD) da marca metronm 850 Professional IC Cation-HP-Gradient
com modulo extensor 872 (bomba C, pds-coluna), com injetor automatico com um
loop de 20pL.

Foi utilizado um detector amperométrico pulsado com célula eletroquimica
Wall-Jet composta por um o eletrodo de trabalho de ouro ou eletrodo carbono vitreo
de 3 mm de didmetro (area aproximadamente igual a 0,07 cm?) modificado com
nanotubos contendo nanoparticulas de niquel (GCE/MWCNT/NIOOH), eletrodo
pseudo-referéncia de paladio (Pd) e eletrodo auxiliar de liga de platina conforme
especificacdo do fabricante. O HPAEC foi ligado a um microcomputador e
gerenciado pelo software MagIC Net 2.4.

As separagdes destes acgucares foram efetuadas utilizando uma coluna
DIONEX® CarboPac™ Pa 10 4x250 mm, coluna de guarda DIONEX® CarboPac™
Pa 10 4x50 mm, ambas contendo uma matriz de 10 ym de didametro, revestida de
poliestireno/divinilbenzeno, associada ao poliacrilato MicroBead™ de 460 nm e
funcionalizado com um sal de aménio quaternario altamente estavel nos potenciais
hidrogeniénicos de 0 a 14.

Foram realizados estudos de temperatura do forno da coluna entre 20°C e
35°C, da temperatura do detector eletroquimico entre 30°C e 40°C, de fluxo entre
1,0 ml min.”" e 1,4 ml min.”", do potencial de oxidacdo para analise dos aglcares e
também foram investigados a forga de eluicdo (for¢ca eluotrépica) do solvente
agua/NaOH 0,150 mol L' em modulo gradiente. Durante o reabastecimento dos
reagentes da fase moével (H20 e NaOH) foi purgado e borbulhado gas nitrogénio
para eliminar a presencga de dioxido de carbono e subsequente evitar a producéo de
carbonato na fase mével, pois como o carbonato € um ion bivalente em pH de 12,
liga-se fortemente na fase estacionaria da coluna, interferindo na retengdo dos

acgucares, provocando tempos de retengdo mais curtos, a seletividade da coluna é
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diminuida, perda de resolugcdao e diminuicdo da eficiéncia de separagdo dos
acgucares.

Durante as medidas o fluxo 0,2 ml min."" de 0,6 mol L-"'NaOH da fase mével
foi mantido continuo no modulo extensor 872 (bomba C, pds-coluna) para manter
constante a forga idnica no detector amperométrico.

Foram desenvolvidos dois métodos cromatograficos para analise dos
agucares contidos na biomassa, o primeiro foi com o eletrodo de ouro, tendo como
objetivo estudar o comportamento dos agucares durante a separagdo nesta coluna
cromatografica e o segundo foi para desenvolver o método analitico utilizando o
eletrodo modificado com nanotubos contendo nanoparticulas de 6xido hidroxido de
niquel (GCE/MWCNT/NIOOH).

2.5. Curvas analiticas

As curvas analiticas para os agucares arabinose, galactose, glicose e xilose
foram construidas com a variagdo da area do pico cromatografico em funcéo da
concentragdo do analito, através de adigbes sucessivas de 5,0x10% a 5,5x10-° mol

L-" de solucdes padroes.

2.6. Preparo das amostras de hidrolisado de biomassa para determinagao

cromatografica

A biomassa foi doada por uma usina da regido de Araraquara-SP. A hidrélise
do bagaco e da palha segue a metodologia baseada no Laboratério Nacional de
Energia Renovavel (NREL) dos Estados Unidos (SLUITER et al., 2010).

Primeiramente a biomassa seca foi colocada em aparelho Soxhlet para
eliminacao dos extrativos. Inicialmente foi usada agua para eliminagao dos extrativos
aquosos e posteriormente, extragdo com etanol para eliminagdo dos extrativos
etandlicos. Secou-se o bagaco em estufa a 40 °C por 12 horas, obtendo a biomassa
seca. Amostras de 300 mg dessa biomassa foram transferidas para um frasco de
250 mL e tratados com 3 mL de H2SO4 72% (v/v), sob vigorosa agitagdo, em um
banho termostatizado a 45°C por 60 min. A reacéo foi interrompida com a adicao de
85 mL de agua destilada. Para completar a hidrélise dos oligbmeros restantes, o

frasco foi fechado e autoclavado por 60 minutos a 1,05 bar. Apés a descompressao
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da autoclave, o frasco foi retirado e resfriado a temperatura ambiente, sendo a
mistura reacional filtrada e 20 mL do hidrolisado foi transferido para um erlenmeyer
de 50 mL onde foi entdo neutralizado com CaCOg, filtrado com filtros de 0,45 e 0,22

pMm de porosidade e por fim injetado diretamente na coluna cromatografica.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Caracterizagao microscopica.

Os eletrodos de carbono vitreo (GCE) modificados com nanotubos de
carbono contendo nanoparticulas de niquel GCE/MWCNT/NIOOH e o eletrodo
modificado somente com nanoparticulas de niquel GCE/NiIOOH foram estudados
através da comparacado das imagens das superficies em diversas ampliagdes das
imagens das micrografias geradas por MEV.

Os eletrodos GCE/MWCNT/NIOOH e GCE/NIOOH foram preparados de
acordo com cada tempo de eletrodeposi¢cao conforme método descrito no item 2.3.

Durante o processo de deposicdo das nanoparticulas na superficie do
eletrodo GC contendo nanotubos ou do eletrodo GC sem nanotubos foi observado a
formacgao de gas hidrogénio devido a aplicagdo do potencial -1,3 V em 5,0 x 103 mol
L' de sulfato de niquel. Essa produgdo de gas esta relacionada a reagdo de
desproporcionamento do Ni() proveniente da redugdo de Ni!V, devido ao potencial
aplicado ser muito negativo. Sob estas condigdes, pode ocorrer simultaneamente a
reagdo do Nil) com a agua, produzindo hidroxido de niquel() e hidrogénio, o que
auxilia na distribuicdo uniforme das nanoparticulas sobre a superficie do eletrodo
GCE na presenca e na auséncia de nanotubos de carbono evitando a formagao de
aglomerados (GOMEZ et al., 1992).

A Figura 19 mostra as imagens de MEV com tempo de eletrodeposi¢céo de 10
segundos no eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH, observou-se particulas de diversos
tamanhos entre 20 e 60 nm, a ndo formacao de particulas de tamanhos uniformes
pode ser atribuido que o tempo de eletrodeposicdo de 10 segundos foi relativamente
pequeno para a formacao de hidrogénio e consequentemente nao foi possivel se
obter uma distribuicido e tamanhos uniformes de nanoparticulas de niquel sobre os

nanotubos de carbono.
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A caracterizagdo quimica mostra a presenca de carbono procedente do
substrato de carbono vitreo e dos nanotubos de carbono, ja a presenga de oxigénio
e niquel é um indicativo do sucesso da modificagdo com nanoparticulas de 6xido

hidroxido de niquel, esses comportamentos sao ilustrados nas Figuras 20, 22 e 24.

Figura 19 - Imagens de MEV para o eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH com tempo de
eletrodeposigéo de 10 s. com potencial aplicado de -1,3 V na solugdo de 5,0x10° mol L' de
NiSO4 com magnitudes de A) 50.000 vezes e B)100.000 vezes
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Fonte: Autor (2015).

Figura 20 - Espectro de EDS do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH com tempo de
eletrodeposigéo de 10 s. com potencial aplicado de -1,3 V na solugdo de 5,010 mol L' de
NiSOs (10,0 keV)
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Fonte: Autor (2015).

A Figura 21-A apresenta a imagem de MEV do eletrodo GCE/MWCNT/NiOOH
para o tempo de eletrodeposicdo de 30 segundos. Foi observado nanoparticulas de
oxi-hidroxido de niquel regulares e esféricas na superficie dos nanotubos. O
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histograma do tamanho das nanoparticulas (Figura 21-B) mostra nanopaticulas entre
22 a 36 nm (diametro médio de 30 nm + 3 nm).

Estas nanoparticulas tém uma grande area especifica com distribuicdo e
tamanhos mais uniformes, essas caracteristicas sdo indicadas como responsaveis
por menores limites de deteccdo nas analises dos agucares, quando comparado
com os eletrodos construidos a partir das eletrodeposi¢cdes de 10 e 60 segundos.

A formagdo, crescimento e recobrimento das nanoparticulas de
oxido/hidréxido de niquel na superficie do eletrodo de GCE contendo nanotubos de
carbono sdo menos regulares com o tempo de 60 segundos conforme mostra a
Figura 23 - A, sendo que as nanoparticulas apresentam tamanhos mais variados.
Portanto, baseado na relagdo area/volume, a qual aumenta com a diminuigdo do
tamanho das nanoparticulas, foi selecionado o tempo de 30 segundos para preparo
dos eletrodos modificados com nanotubos de carbono contendo nanoparticulas de

niquel.

Figura 21 — A) Imagens de MEV para o eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH com tempo de
eletrodeposigéo de 30 s. com potencial aplicado de -1,3 V na solugdo de 5,010 mol L' de
NiSOs, B) Histograma de nanoparticulas do eletrodo GCE/MWCNT/NiOOH
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 22 - Espectro de EDS do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH com tempo de
eletrodeposigéo de 30 s. com potencial aplicado de -1,3 V na solugdo de 5,0x10° mol L' de
NiSO4 (10,0 keV)
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Fonte: Autor (2015).

Figura 23 - Imagens de MEV para o eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH com tempo de
eletrodeposigéo de 60 s. com potencial aplicado de -1,3 V na solugdo de 5,010 mol L' de
NiSO4 com magnitudes : A) 10.000 vezes e B) 50.000 vezes
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Fonte: Autor (2015).

Figura 24 - Espectro de EDS do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH com tempo de
eletrodeposicéo de 60 s. com potencial aplicado de -1,3 V na solugéo de 5,0x10° mol L' de
NiSOs (10,0 keV)
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3.2. Caracterizagao eletroquimica do eletrodo GCE/NiOOH e
GCE/MWCNT/NiOOH

A Figura 25 ilustra a deposicdo por cronoamperometria de niquel na
superficie do carbono vitreo contendo nanotubos de carbono, observou-se um
decaimento da corrente até aproximadamente 1 segundo, havendo em seguida um
aumento da corrente devido ao deposito de metal na superficie do eletrodo
GCE/MWCNT.

No mecanismo de eletrodeposicdo a primeira etapa é a redugdo de Ni*2
conforme representado através da Equacao 19, seguido por mais uma etapa que
leva a deposigdo que é relacionada com a reacgédo de desproporcionamento do Ni*'
que gera o Ni° e Ni*2 conforme Equagédo 20, simultaneamente a reagéo entre Ni*! e
H2O gera o complexo NiOH*' e hidrogénio que conduz a uma estrutura mais
dispersa (GOMEZ et al., 1992).

Ni*2 + 1" — Ni*" (Equacao 19)

Ni*' + Ni*' — Ni® + Ni*'  (Equagéo 20)

Figura 25 - Eletrodeposicdo das nanoparticulas de niquel em eletrodo de carbono vitreo
contendo nanotubos de carbono (CGE/MWCNT/NIOOH), utilizando a técnica de
cronoamperometria com solugdo 5x10° mol L' de sulfato de niquel (NiSO4) em tampao
fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5) em potencial (E) constante de -1,3 V e tempo (t) de
eletrodeposigao de 30 s
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Fonte: Autor (2015).



65

A Figura 26 apresenta os voltamogramas ciclicos durante a estabilizagdo para
formacéo de oxi-hidréxido de nanoparticulas de niquel apos serem depositadas por
cronoamperometria conforme citado anteriormente. E possivel observar que a
primeira e segunda varredura apresentaram picos de oxidacdo diferentes dos
demais e exibiram um pico de oxidacdo em torno de 0,41 V vs. Ag AgClI (KCI 3 mol
L"), o qual pode ser atribuido a dissolugdo das nanoparticulas de niquel metalico e
formacao de nanoparticulas de éxido/hidroxido de niquel na superficie do eletrodo,
essa transformacao de Ni para Ni (OH)2 pode ser acelerada em condigbes alcalinas
conforme ¢é indicado na Equacéo 21, apds a imersdo do eletrodo CGE/MWCNT/Ni
em eletrolito alcalino (ou seja 0,5 mol L' de NaOH), apods sucessivos ciclos de
potencial a eletro-oxidagado de hidroxido de niquel é convertido em o6xido-hidroxido
de niquel conforme mostra a Equacéo 22 (FLEISCHMANN; KORINEK; PLETCHER,
1971; GIOVANELLI et al., 2003; MIAO et al., 2014).

O par redox correspondente a oxidagéo e a reducao de Ni'/Ni"' estabilizam-se
a partir do Terceiro ciclo em 0,43 V e 0,36 V vs. Ag/AgCl, respectivamente, no
entanto, a intensidade da corrente do par redox continua aumentando (Figura 26).
Esse ganho de magnitude da corrente pode ser atribuido a subsequente
estabilizacdo do crescimento das nanoparticulas de O6xido/hidroxido de niquel.
(FLEISCHMANN; KORINEK; PLETCHER, 1971, 1972a, 1972b; GIOVANELLI et al.,
2003; HAHN et al., 1986; SCHREBLER GUZMAN, 1978; SEDENHO et al., 2015).

Ni + 20H™ — Ni(OH)2 + 2e~ (em meio alcalino) (Equacao 21)
Ni(OH)2 +OH™ = NiO(OH) + H20+ e~ (Equagao 22)
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Figura 26 - Estabilizacdo do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH para formacao das
nanoparticulas de oxi-hidréxido de niquel em 0,5 mol L' NaOH, v=100 mV s™'
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Fonte: Autor (2015).

Na Figura 27 é apresentado o comportamento para os eletrodos contendo
nanoparticulas de niquel, na auséncia de nanotubos GCE/NIiOOH e na presenca
GCE/MWCNT/NIOOH, observou-se que os potenciais de pico anddico e catdédico
apresentem praticamente os mesmos valores, tanto para o eletrodo GCE/NiIiOOH e
quanto para GCE/MWCNT/NIOOH, as correntes de pico anddicas e catddicas no
eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH apresentam valores maiores em relagao ao eletrodo
GCE/NIiOOH, estes aumentos relativos das correntes de pico sao provavelmente
resultantes de uma maior area superficial fornecida pelos nanotubos de carbono de
paredes multiplas na modificacdo do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH (BURATTI;
BRUNETTI; MANNINO, 2008; SALINAS-TORRES et al.,, 2011; SHAMSIPUR;
NAJAFI; HOSSEINI, 2010).
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Figura 27 - Voltamogramas ciclicos da resposta eletroquimica do eletrodo (A)CGE/NiOOH e
(B)CGE/MWCNT/NiIOOH em NaOH 0,1 mol, L' (50 mV s™)
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Fonte: Autor (2015).

A Figura 28-A e Figura 29-A mostraram os comportamentos dos
voltamogramas ciclicos dos eletrodos GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NiIOOH em
diferentes velocidades de varredura (2-700 mV s') em NaOH 0,1 mol L' na faixa de
potencial de -0,1 a 0,8 V. Observou-se uma separagcado de potenciais de pico, que
aumentou com velocidades de varredura mais elevadas. Em acordo com a literatura
(KARIM-NEZHAD et al., 2009; LAVIRON, 1979) estes resultados indicam uma
limitagdo nas cinéticas de transferéncia de carga, atribuidas a varios fatores, tais
como interagbes quimicas entre os ions do eletrdlito e do eletrodo modificado,
dominio de fatores eletrostaticos, interagbes adjacentes do par redox presentes na
superficie do eletrodo e sitios ndo equivalentes presentes na superficie do eletrodo.

A Figura 28-B e Figura 29-B apresentaram a relacdo de corrente de pico em
fungdo da velocidade de varredura no intervalo de 2 - 700 m V s, sendo que as
correntes de pico anddica e catédica foram proporcionais a raiz quadrada da
velocidade de varredura indicando um processo eletrodico controlado por difusao
para os eletrodos GCE/NiOOH e GCE/ MWCNT/NiOOH. No entanto, as correntes de
picos sdo proporcionais a velocidade de varredura no intervalo de 2 a 100 mV s,
que aponta para a um comportamento controlado por adsor¢do conforme Figura 28-
C e Figura 29-C (BARD; FAULKNER, 2001).
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Figura 28 - (A) Voltamogramas ciclico do eletrodo GCE/NiOOH em NaOH 0,1 mol L. Taxas
de velocidades de varredura: 2, 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250,
300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650 e 700 mV s'. (B) Dependéncia dos picos de
correntes anddicos e catddicos em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura
entre 2 — 700 mV s™'. (C) Dependéncia dos picos de correntes anddicos e catodicos em
fungdo da velocidade de varredura entre 2-700 mV s
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 29 - (A) Voltamogramas ciclico do eletrodo GCE/MWCNT/NiIiOOH em NaOH 0,1 mol
L'. Taxas de velocidades de varredura: 2, 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650 e 700 mV s™'. (B) Dependéncia dos picos
de correntes anddicos e catodicos em fungao da raiz quadrada da velocidade de varredura
entre 2 — 700 mV s™'. (C) Dependéncia dos picos de correntes anddicos e catodicos em
fungdo da velocidade de varredura entre 2-700 mV s
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Fonte: Autor (2015).

3.3. Eletro-oxidagao dos agucares

A eletro-oxidagdo da arabinose em eletrodos modificados GCE/NiOOH e
GCE/MWCNT/NIOOH foi apresentada na Figura 30 (A e B), foram observados nos
eletrodos um deslocamento de potencial de 0,48 V vs. Ag/AgCl para 0,55 vs.
Ag/AgCl durante as oxidagbes de arabinose, associado com o aumento do pico de
corrente anddica e diminui¢cdo do pico corrente catddica, esse comportamento pode
ser atribuida ao ciclo catalitico das espécies NiOOH durante a reagao quimica da

oxidagdo de arabinose (Equacdo 23), que suporta a oxidagao irreversivel dos
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carboidratos (TOGHILL et al., 2010b), aminas (FLEISCHMANN; KORINEK;
PLETCHER, 1972a) e alcoois (ASGARI et al., 2011).

Esse comportamento dos agucares no eletrodo de niquel s&o semelhantes a
outras moléculas organicas tais como acido latico (SEDENHO et al., 2015), alcoois
(ASGARI et al., 2011; TOGHILL et al., 2010a), aminas (CARPANI; TONELLI, 2006)
entre outras (CISZEWSKI; STEPNIAK, 2013; WANG et al., 2014).

Em baixas velocidades de varredura (Figura 31-A), a redugdo do pico
catodico é mais pronunciado, o que sugere que a reagao quimica de oxidagao dos
acucares por NIOOH ¢é lento e a velocidade € a etapa determinante
(FLEISCHMANN; KORINEK; PLETCHER, 1971, 1972a).

2NiO(OH) + CsH100s — 2Ni(OH)2 + CsHsOs (Equacao 23)

Foi observado na Figura 30 a formagdo de uma onda catddica conhecida
também como reoxidagdo, que foi formada durante a redugcdo nos eletrodos
contendo NIOOH em potenciais entre 0,55 e 0,45. Esse fenbmeno pode ser
atribuido ao fato que nestes potenciais ainda ha presenca do catalisador Ni(lll), que
mesmo durante a varredura catodica € possivel oxidar moléculas de agucares que
estao nas superficies dos eletrodos GCE/NIOOH e GCE/MWCNT/NiOOH
(FLEISCHMANN; KORINEK; PLETCHER, 1972a).

Figura 30 - Voltamogramas ciclicos contendo a eletro-oxidacdo de (lI) auséncia e (Il)
presenca de 2,0x10° mol L' de arabinose: (A) eletrodo GCE/NiIOOH e (B) eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH (0,1 mol L - NaOH; 50 mV s™")
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Fonte: Autor (2015).
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A Figura 31-A mostra os voltamogramas ciclico do estudo de velocidades de
varredura do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH em presenca de 2,0x10 mol L' de
arabinose, observou-se que o potencial de pico da oxidagao catalitica de arabinose
€ deslocado para potenciais cada vez mais positivo com o aumento velocidade de
varredura, este resultado sugere a limitagédo cinética da reagéo entre o par redox do
eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH e arabinose, comportamento semelhante ao eletrodo
de niquel apresentado no capitulo 2.

A Figura 31-B mostra que a corrente anddica € proporcional a raiz quadrada
da velocidade de varredura, indicando um processo eletrédico controlado por difusao
(BARD; FAULKNER, 2001) de acordo com a equagao lpa = 1,8x10% + 5,3x10° v'2 e
coeficiente de correlagcao de 0,998.

Todos os estudos de influéncia da velocidade de varredura foram realizados
para outros agucares (galactose, glicose, manose e xilose) e os comportamentos

foram similares.

Figura 31 - (A) Voltamogramas ciclico do eletrodo GCE/MWCNT/NiOOH em 2,0x10 mol L
' de arabinose (NaOH 0,1 mol L"). Estudo de velocidades de varredura: 2, 5, 7, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650 e 700 mV
s™. (B) Grafico da dependéncia do pico anddico em fungéo da raiz quadrada da velocidade
de varredura dos valores entre 2 a 700 mV s™'
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Fonte: Autor (2015).

3.4. Estudos da concentragao de agucares

Os comportamentos dos agucares no eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH foram
avaliados através dos voltamogramas apresentados nas Figuras 32-A, 33-A, 34-A,

35-A e 36-A, mostraram que os comportamentos dos agucares sao similares.
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Através destes estudos foram construidas curvas analiticas com variagdes de
concentragdo nos intervalos de 4,0x10* a 5,0x10° mol L', os coeficientes de
correlagdo para estas curvas analiticas ficaram préoximas de 0,999. Através destes
estudos foi possivel desenvolver e avaliar as equagdes da reta e as figuras de mérito
presentes na Tabela 4.

Foi observado que o eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH possui boa sensibilidade
amperométrica, os valores de limites de deteccao e quantificacdo e apresentaram
valores proximos entre os agucares.

Estes estudos foram importantes para compreender a interacdo do eletrodo
com 0s agucares, para posterior desenvolvimento do método analitico utilizando o
eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH acoplado ao HPLC.

Figura 32 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de concentragdo de arabinose sobre o
eletrodo de GCE/MWCNT/NIOOH em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s™); (B) Curva analitica
do eletrodo de GCE/MWCNT/NiOOH
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 33 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de concentracdo de galactose sobre o
eletrodo de GCE/MWCNT/NIOOH em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s™); (B) Curva analitica
do eletrodo de GCE/MWCNT/NiOOH
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Fonte: Autor (2015).

Figura 34 — (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de concentracdo de glicose sobre o
eletrodo de GCE/MWCNT/NIOOH em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s™); (B) Curva analitica
do eletrodo de GCE/MWCNT/NiOOH
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 35 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de concentracdo de xilose sobre o
eletrodo de GCE/MWCNT/NIOOH em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s™); (B) Curva analitica
do eletrodo de GCE/MWCNT/NiOOH
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Fonte: Autor (2015).

Figura 36 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de concentragdo de manose sobre o
eletrodo de GCE/MWCNT/NIOOH em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s™); (B) Curva analitica
do eletrodo de GCE/MWCNT/NiOOH
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Fonte: Autor (2015).

Tabela 4 - Figuras de mérito para varios agucares no eletrodo GCE/MWCNT/NiOOH em 0,1
mol L' de NaOH em voltametria ciclica (v =50 mV s™'; n = 3)

LOD LoQ SA r

Acucar Equacao da Reta
(molL') (molL"') (pAL mol")

Arabinose |y, = 1,9x10* + 3,7x10?2[ara] 2,1x10*  6,9x10* 3,8x10* 0,995
Galactose | =2,3x10* + 4,6%1072 [gal] 3,6x10* 1,1x103 4,7x10* 0,990
Glicose I, = 1,6%x10* + 3,5%x107 [glic] 2,4x10%  7,9x10* 3,6 x10* 0,998
Manose lpa = 2,1%10* + 4,4%x102 [man]  3,1x10* 1,0x10°3 4,4x104 0,989
Xilose  lpa=1,8x10% + 3,6x102 [xil] 3,3x104  1,1x10°  3,6x10* 0,995

Fonte: Autor (2015).
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3.5. Otimizacao dos parametros cromatograficos dos utilizando o eletrodo de

ouro

Foi necessario o desenvolvimento do método cromatografico utilizando o
eletrodo de ouro utilizando as especificagdes do fabricante. Para esse método foi
utilizada uma coluna de troca anibnica (CarboPac Pa10) e uma pré-coluna
(CarboPac Pa10). A separacéo foi realizada com eluente em modo gradiente.
Devido a baixa afinidade dos acucares pela fase estacionaria, a separagao
cromatografica requereu eluentes no caso hidroxido de sodio em baixa
concentracao.

A massa molecular e o pKa dos agucares encontrados no bagaco de cana-de-
acgucar séao listados na Tabela 5. Em geral, a sequéncia de eluigdo dos componentes
da matriz é relativo ao valor do pKa. Os agucares sao acidos fracos e
consequentemente em valores de pH elevados os grupos hidroxilos presentes nos
agucares sao parcialmente ou totalmente transformados em oxi-anions, permitindo
que ocorra a esta classe de compostos uma eluigdo seletiva como anions na
cromatografia de troca anibnica de alto desempenho em uma unica corrida
cromatografica (CORRADINI; CAVAZZA; BIGNARDI, 2012).

Tabela 5 — Estrutura molecular, massa molecular e valor do pKa para os acucares em
estudo.

Acucar Estrutura Massa pKa*
Molecular Molecular
0
D-(-)Arabinose HO’Q(V OH 150,10 12,43
OH
D-(+)-Galactose on “von 180,20 12,35
OH
D-(+)-Glicose %102 180,20 12,28
Ho | OH
OH
0]
D-(+)-Xilose O:@ﬁo“ 150,10 12,15
OH
D-(+)-Manose %;_?&‘OH 180,20 12,08

*pKa: medida logaritmica da constante de dissociagao do acido, 25°C.
Fonte: Autor (2015).
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Para otimizacdo do método de separacdo para os acgucares no intuito de
avaliar a composicado da fase mével frente ao tempo de retengao e resolucao, a

Figura 37 apresenta os cromatogramas contendo os agucares com estudos
de trés condigdes de fase movel, sendo (98% de H20 e 2% de 0,150 mol L-"NaOH),
(99% de H20 e 1% de 0,150 mol L-"NaOH) e (100% de H20).

Observou-se que com 98% de H20 o cromatograma apresentou menor tempo
de retencado conforme é mostrado na Figura 38-B, porém a separacao dos picos é
afetada conforme mostram os picos 4 e 5 de xilose e manose respectivamente
ilustrados na Figura 37-A.

Ja para o cromatograma com 99% de H20 foi observado um melhor
comportamento na separagdo, sendo que a area dos picos 1 a 3 mante-se
praticamente constante quando comparado com 98% de H20 (Figura 38-A), porém
para xilose e manose mostrados na Figura 37-B ha um ganho de separagao
diminuindo assim a area da manose e aumentando a area de xilose conforme Figura
38-A.

Para os estudos de 100% de H20 foi observado um cromatograma com boa
separagao, porém € observado um aumento dos tempos de retencdo e diminuigao
da area de todos os picos, isso pode ser devido & um alargamento de pico ou até
mesmo uma possivel interagdo maior dos analitos com a coluna e obtendo como
consequéncia a saida desses agucares no momento da limpeza da coluna. Diante
dos resultados apresentados a fase movel foi fixada em 99% de H20 e 1% de 0,150
mol L-"NaOH para otimizacao dos demais parametros do método de separacao dos

acgucares.
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Figura 37 — Cromatogramas dos estudos das concentracbes de fase movel na separagao
dos acgucares de acordo com as seguintes propor¢des de H.O e NaOH (A ) 98% de H>O e
2% NaOH 0,150 mol L, (B)99% de H>O e 1% NaOH 0,150 mol L™ e (C )100 % de H:O,
contendo 1,1x10° mol L' de (1) Arabinose, (2) Galactose, (3) Glicose, (4) Xilose e (5)
Manose. Fluxo 1,0 ml min.”", potencial de detecgdo para eletrodo de ouro 0,05 V vs. Pd,
temperatura da coluna 25°C, temperatura do detector 35°C em coluna Carbopac Pa 10.
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Fonte: Autor (2015).

Figura 38: A) Efeito da concentracdo de H-O e hidréxido de sédio na fase mével em funcéo
area de pico de acordo com os agucares contendo 1,1x10° mol L' de (1) Arabinose, (2)
Galactose, (3) Glicose, (4) Xilose e (5) Manose. B) Efeito da concentracao de H.O na fase
movel em fungdo do tempo de retengdo de acordo com os agucares contendo 1,1x10° mol
L' de (1) Arabinose, (2) Galactose, (3) Glicose, (4) Xilose e (5) Manose. Fluxo 1,0 ml min.™,
potencial de deteccao para eletrodo de ouro 0,05 V vs. Pd, temperatura da coluna 25°C,
temperatura do detector 35°C em coluna Carbopac Pa 10.
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A Figura 39 mostra os estudos de fluxo da fase movel para 1,0 ml min.”", 1,2
ml min."' e 1,4 ml min.”", foi observado que o cromatograma com 1,0 ml min-'
apresentou uma melhor separagao com maiores areas de pico (Figura 40-A), ja para
os cromatogramas de 1,2 e 1,4 ml min.”' foram observados menores tempos de
retencdo, menores areas de picos e diminuicdo da separagao conforme ilustra a
Figura 39 (B e C).

Nao foram realizados estudos de fluxo menores que 1,0 ml min.”!, pois uma
das bombas do equipamento de cromatografia trabalha com uma porcentagem de
1% de fase movel conforme estudos mostrados acima, sendo assim essa
configuracado de equipamento nao permite trabalhar com fluxos menores que 1,0 mli
min.”'. Diante desses resultados apresentados o método foi desenvolvido com um

fluxo de 1,0 ml min.".

Figura 39 - Cromatogramas dos estudos de fluxo da fase mével 99% de H.O e 1% NaOH
0,150 mol L na separagdo dos agucares de acordo com as seguintes fluxos: (A) 1,0 ml
min.”", (B) 1,2 ml min.”", (C) 1,4 ml min.”", contendo 1,1x10° mol L' de (1) Arabinose, (2)
Galactose, (3) Glicose, (4) Xilose e (5) Manose. Potencial de detec¢ao para eletrodo de ouro
0,05 V vs. Pd, temperatura da coluna 25°C, temperatura do detector 35°C em coluna

Carbopac Pa 10.
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3 4
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 40 - A) Efeito do fluxo da fase mével (99% de H.O e 1% NaOH 0,150 mol L") em
fungao area de pico de acordo com os aglcares contendo 1,1x10° mol L' de (1) Arabinose,
(2) Galactose, (3) Glicose, (4) Xilose e (5) Manose. B) Efeito do Fluxo da fase mével (99%
de H20 e 1% NaOH 0,150 mol L") em fungédo do tempo de retengdo de acordo com os
agucares contendo 1,1x10° mol L' de (1) Arabinose, (2) Galactose, (3) Glicose, (4) Xilose e
(5) Manose. Potencial de deteccao para eletrodo de ouro 0,05 V vs. Pd, temperatura da
coluna 25°C, temperatura do detector 35°C em coluna Carbopac Pa 10.
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Fonte: Autor (2015).

A Figura 41 mostrou os cromatogramas com 0s agucares para a otimizagao
da temperatura do forno da coluna nas condi¢cdes de 20 °C, 25 °C e 30 °C, foram
observados maiores tempos de retencdo com menores areas de pico (Figura 42-A)
para estudos com temperatura de 20 °C.

Para temperatura de 25 °C foi observado uma melhor separagao e maiores
areas para os agucares (Figura 42-B) e para os estudos em 30 °C foi observado um
menor tempo de retengao (Figura 42-B), uma diminui¢do na separagao (Figura 41-C)
principalmente nos picos 4 e 5 que sao atribuidos aos picos de xilose e manose. De
acordo com os estudos discutidos foi escolhido 25 °C como melhor temperatura para

o forno da coluna na separacgao dos agucares.
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Figura 41 - Cromatogramas dos estudos de temperaturas do forno da coluna na separagao
dos agucares de acordo com as seguintes temperaturas: (A) 20 °C, (B) 25 °C e (C ) 30 °C;
contendo 1,1x10° mol L' de (1) Arabinose, (2) Galactose, (3) Glicose, (4) Xilose e (5)
Manose. Potencial de deteccio para eletrodo de ouro 0,05 V vs. Pd, composicdo da fase
movel 99% de H20 e 1% NaOH 0,150 mol L™, fluxo da fase mével 1,0 ml min.”", temperatura
do detector 35°C em coluna Carbopac Pa 10.
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Figura 42 - A) Efeito da temperatura do forno da coluna em funcao area de pico de acordo
com os agucares contendo 1,1x10° mol L' de (1) Arabinose, (2) Galactose, (3) Glicose, (4)
Xilose e (5) Manose B) Efeito da temperatura do forno da coluna em funcdo do tempo de
retengdo de acordo com os agucares contendo 1,1x10° mol L' de (1) Arabinose, (2)
Galactose, (3) Glicose, (4) Xilose e (5) Manose. Potencial de deteccao para eletrodo de ouro
0,05 V vs. Pd, composigdo da fase mével 99% de H.0 e 1% NaOH 0,150 mol L™, fluxo da
fase moével 1,0 ml min.”!, temperatura do detector 35°C em coluna Carbopac Pa 10.
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Fonte: Autor (2015).

A Figura 43-A mostrou os cromatogramas dos agucares de acordo com o0s
estudos de temperatura do detector, nas condi¢des de 30°C, 35°C e 40°C. Na Figura
43-B foi observado que em 30 °C os picos apresentam com areas menores do que
em 35 e 40 °C, sendo que as areas entre 35°C e 40°C se mantem constante. Tendo
em vista as discussdes anteriores a temperatura do detector escolhido para o

desenvolvimento do método foi de 35 °C.
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Figura 43 - A) Cromatogramas dos estudos de temperaturas do detector na separagao dos
acgucares de acordo com as seguintes temperaturas: (—) 30 °C, (—) 35 °C, () 40 °C;
contendo 1,1x10° mol L' de (1) Arabinose, (2) Galactose, (3) Glicose, (4) Xilose e (5)
Manose. B) Efeito da temperatura do detector eletroquimico em fungdo area de pico de
acordo com os agucares contendo 1,1x10° mol L' de (1) Arabinose, (2) Galactose, (3)
Glicose, (4) Xilose e (5) Manose. Potencial de detecgao para eletrodo de ouro 0,05 V vs.
Pd, composigdo da fase movel 99% de H.O e 1% NaOH 0,150 mol L™, fluxo da fase movel
1,0 ml min.”", temperatura do forno da coluna 25°C em coluna Carbopac Pa 10.
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Fonte: Autor (2015).

Para elucidar os tempos de retencdo e melhores condicées cromatograficas
para a separacdo dos acucares foram realizados esses experimentos citados
utilizando o eletrodo de ouro, sdo mostrados na Figura 44 os tempos de retengao
dos acucares de acordo com parametros desenvolvidos para o método com o
eletrodo de ouro, esse método de separagao sera aplicado nos proximos estudos
com o eletrodo modificado com nanotubos contendo nanoparticulas de Oxi-
hidréxidos de niquel (GCE/MWCNT/NIOOH).
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Figura 44 - Cromatogramas dos agucares contendo 1,1x10°% mol L' de acordo com os
seguintes picos: (1) Arabinose, (2) Galactose, (3) Glicose, (4) Xilose e (5) Manose. Potencial
de deteccdo para eletrodo de ouro 0,05 V vs. Pd, composi¢cao da fase movel 99% de H.O e
1% NaOH 0,150 mol L™, fluxo da fase mével 1,0 ml min.”", temperatura do forno da coluna
25°C, temperatura do detector eletroquimico 35°C em coluna Carbopac Pa 10
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Fonte: Autor (2015).

3.5.1. Estudo de otimizagcao dos parametros para formagao das nanoparticulas
do eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH para aplicagao no HPLC

O eletrodo de carbono vitreo (GCE) modificado com nanotubos contendo
nanoparticulas de niquel (GCE/MWCNT/NIOOH) foi utilizado no HPLC para
deteccao de agucares arabinose, galactose, glicose, xilose e manose.

Foi utilizada a mesma metodologia de separacao utilizada na detecgdo dos
agucares com eletrodo de ouro, tais como: fase movel, fluxo da fase movel,
temperatura da coluna e temperatura do detector, porém foram realizados alguns
estudos especificos na parte de detecgdo, tais como: estudo do tempo de
eletrodeposicao na formagao das nanoparticulas, estabilidade do eletrodo na analise
utilizando o HPLC e o potencial aplicado na analise dos agucares.

Como no método de separagdo com o eletrodo de ouro a corrida
cromatografica ficou extensa na eluicdo de todos os acgucares devido a limpeza da
coluna, totalizando 75 minutos para cada injecao.

Para os estudos com eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH foi escolhido o primeiro
acgucar da eluicdo, no caso a arabinose, pois 0 mesmo elui em torno de 12 a 13
minutos, essa estratégia foi realizada no intuito de otimizagcdo de tempo, devido aos
varios experimentos que foram realizados no HPLC com o eletrodo
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GCE/MWCNT/NIOOH, pois foi constatado que o eletrodo no potenciostato
apresentou um comportamento diferente com o apresentado no HPLC.

Logo apds a modificagao do eletrodo de carbono vitreo com os nanotubos de
carbono (MWCNT) foi realizada a eletrodeposicédo das nanoparticulas de niquel
(CHENG et al., 2011).

Foi utilizado uma solugéo de 0,1 mol L' pH 6,5 de tamp&o fosfato e como
precursor 5,010 mol L-' de NiSOs. O potencial de redugéo é muito importante para
a preparagao das nanoparticulas de metais, em potenciais de redugcéo maiores que -
1,0 V a formacdo das nanoparticulas praticamente ndo é favorecida, esse
comportamento foi observado também em potenciais -1, 1 V e -1,2 V. Diante disso
uma vez que o potencial de redugdo afeta em grande parte a forma das
nanoparticulas, o potencial aplicado escolhido para a eletrodeposicao das
nanoparticulas de niquel sobre os nanotubos de carbono foi de -1,3 V.

Foi estudado a influéncia do tempo de deposicdo sobre a atividade
eletroquimica das nanoparticulas de niquel. As Figuras 45, 46 e 47 apresentam os
comportamentos cromatograficos de arabinose, onde € mostrada a estabilidade do
eletrodo apos cada eluicdo de arabinose e curva analitica de arabinose de acordo
com os tempos de deposicédo de 10, 30 e 60 segundos tendo um potencial de
deposicéo de -1,3 V.

Sao mostrados nas Figuras 45-B, 46-B e 47-B, os voltamogramas ciclicos
entre cada eluicdo cromatografica para arabinose, nas Figuras 45-B e 47-B que
compreende os tempos de deposigdo de 10 e 60 segundos respectivamente, foi
observado que o pico de oxidagdo do niquel no voltamograma diminui conforme é
processada as analises de arabinose, isso € um indicativo que o eletrodo nao €
estavel para estes tempo de deposicdo. Na Figura 46 sao mostrado os
voltamogramas ciclicos do niquel para tempo de deposi¢cdo de 30 segundos entre
cada eluicido de arabinose e é observada uma melhor estabilidade, pois o pico do
niquel se mantem praticamente constante.

Nas Figuras 45-C, 46-C e 47-C sao mostradas as curvas analiticas para
arabinose de acordo com os tempo de 10, 30 e 60 segundos respectivamente,
sendo os limites de detecgdo de 3,70x10° mol L' para 10 segundos, 1,07%10- mol
L-' para 30 segundos e 9,38x10° mol L' para 60 segundos. De acordo com esses
estudos de tempo de eletrodeposicao, foi observado que para 30 segundos foi

obtida uma melhor atividade eletrocatalitica para deteccdo de arabinose. Em 10
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segundos os limites de detec¢cdo foram maiores possivelmente devido a menores
quantidades de nanoparticulas na superficie do nanotubos ou tamanho e dispersao
de particulas nao regulares na superficie do eletrodo causando menor estabilidade
do eletrodo na aplicagao no HPAEC-PAD.

Para o eletrodo preparado com o tempo de eletrodeposi¢cdo de 60 segundos
foi observado um aumento significativo no limite de detecgéo, devido ao fato que
conforme se aumenta o tempo de deposicdo o tamanho das nanoparticulas é
aumentado como mostrou as imagens de MEV e as particulas ficaram alocadas em
toda superficie do eletrodo, por conseguinte a atividade eletroquimica do eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH na oxidacao da arabinose também diminui.

Figura 45 - Estudos de eletrodeposi¢do de niquel do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH com 10
segundos de 5,0x10 mol L' de NiSO4. A) Cromatogramas da influéncia da concentragdo de
arabinose: (—) 2,0; (—) 5,0; () 10,0; (—) 17,5, () 50,0 e (-)750 ppm; B)
Voltamogramas ciclicos entre medidas realizadas nas concentragdes da curva A. C) Curva
analitica para arabinose. Potencial de detecgao para eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH 0,50 V
vs. Pd, composigao da fase movel 99% de H.O e 1% NaOH 0,150 mol L, fluxo da fase
movel 1,0 ml min.”', temperatura do forno da coluna 25°C, temperatura do detector
eletroquimico 35°C em coluna Carbopac Pa 10.
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Figura 46 - Estudos de eletrodeposi¢ao de niquel do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH com 30
segundos de 5,0x10 mol L' de NiSQ4. A) Cromatogramas da influéncia da concentragdo de
arabinose: (—) 2,0; (—) 5,0; () 10,0; (—) 17,5, () 50,0 e (-)75,0 ppm; B)
Voltamogramas ciclicos entre medidas realizadas nas concentragbées da curva A. C) Curva
analitica para arabinose. Potencial de detecgéo para eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH 0,50 V
vs. Pd, composigao da fase movel 99% de H.O e 1% NaOH 0,150 mol L, fluxo da fase
movel 1,0 ml min.”!, temperatura do forno da coluna 25°C, temperatura do detector
eletroquimico 35°C em coluna Carbopac Pa 10.
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Figura 47 - Estudos de eletrodeposi¢ao de niquel do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH com 60
segundos de 5,0x10 mol L' de NiSQ4. A) Cromatogramas da influéncia da concentragdo de
arabinose: (—) 2,0; (—) 5,0; () 10,0; (—) 17,5, () 50,0 e (-)75,0 ppm; B)
Voltamogramas ciclicos entre medidas realizadas nas concentragées da curva A. C) Curva
analitica para arabinose. Potencial de detecgao para eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH 0,50 V
vs. Pd, composigao da fase movel 99% de H.O e 1% NaOH 0,150 mol L, fluxo da fase
movel 1,0 ml min.”!, temperatura do forno da coluna 25°C, temperatura do detector
eletroquimico 35°C em coluna Carbopac Pa 10
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A técnica de deteccdo amperométrica pulsada € realizada com uma
sequéncia de pulsos de potenciais apds a aplicagdo do potencial de oxidacdo dos
agucares conforme mostra a Figura 48, sendo que na Tabela 6 é apresentada a
programacgao de pulso descrito a seguir:

1° pulso (E1) — A duragao deste pulso é de 250 ms e o potencial aplicado € de
0,50 V vs. Pd. Os primeiros 50 ms sao utilizados para o acondicionamento do
eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH, e os outros 200 ms sao utilizados para deteccédo dos
acgucares e aquisicao dos dados;

2° pulso (E2) — E aplicado um pulso de potencial de 0,10 V vs. Pd. por 50 ms

para reducao total de todas as espécies que estdo na superficie do eletrodo.
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3° pulso (E3) — A duracdo deste pulso € de 50 ms com potencial positivo de
0,60 V vs. Pd. para oxidar todas as espécies de niquel na superficie do eletrodo e
formacao do Ni(") que esta atuando na oxidagao dos agulcares, e;

4° pulso (E4) — E aplicado no potencial de 0,50 V vs. Pd. por 60 ms para iniciar
a estabilizacao do eletrodo para posterior oxidagado dos agucares.

Os potenciais utilizados nos pulsos amperométricos sdo importantes para o
monitoramento dos acgucares, pois influéncia diretamente na resolugdo dos

cromatogramas.

Figura 48 - Sequéncia de pulsos otimizados para analise dos agucares com detecgéo
amperomeétrica pulsada utilizando o eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH.
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Tabela 6 - Sequéncia de pulsos aplicados na analise dos acgucares com deteccao
amperomeétrica pulsada utilizando o eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH

Tempo / ms Potencial / V Integracao
0 0,50
50 0,50 Inicio
250 0,50 Final
300 0,10
350 0,60
410 0,50

Fonte: Autor (2015).

Para se obter a melhor programacédo de potencial da sequéncia de pulsos

utilizado para a determinagéo, inicialmente, foi realizada a otimizagao dos pulsos
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aplicados na oxidacdo dos acgucares para deteccdo amperométrica pulsada. Esses
estudos de deteccao e quantificagdo de arabinose foram realizados para construgao
da curva analitica para cada tempo de deposigcao de niquel, sendo feitos estudos da
influéncia de potencial de oxidagdo para arabinose. Como pode ser observado na
Figura 49, em todos os tempos de eletrodeposicdo estudados que compreende 10,
30 e 60 segundos a maior corrente de resposta foi para o potencial de detecgéo de
0,50 V vs. Pd, esse comportamento pode ser atribuido ao fato que este potencial
aplicado tem maior facilidade em promover a eletro-oxidagdo da arabinose com o
eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH.

Figura 49 - Estudos do efeito de potencial de oxidacdo aplicado no eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH de acordo com os tempos de eletrodeposi¢cao A) 10 segundos, B) 30
segundos e C) 60 segundos em funcao area de pico de arabinose. Composi¢cao da fase
movel 99% de H.O e 1% NaOH 0,150 mol L™, fluxo da fase mével 1,0 ml min.”!, temperatura
do forno da coluna 25°C, temperatura do detector eletroquimico 35°C em coluna Carbopac
Pa 10
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A Tabela 7 mostra os parametros de otimizagdo para a preparagao do
eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH, para aplicacdo como detector no HPLC na detecgao
e quantificacdo dos agucares em solugcdes padroes e amostras de hidrolisados de

biomassa.

Tabela 7 - ParAmetros otimizados para preparacao do eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH

Concentragao de nanotubos de carbono (MWCNT): 0,1 mg mL"’
Volume de MWCNT adicionado no eletrodo GCE: 5,0 uL

Eletrdlito suporte de deposigéao: Tampao fosfato (pH 6,5)
Solugéo de deposigdo: 5,010 mol L' de NiSO4
Potencial de eletrodeposigao: -1,3 V vs. Ag/AgCl

Tempo de eletrodeposicao: 30 segundos

Solucéao de formacgao de NiOOH: 0,5 mol L-' de NaOH

Fonte: Autor (2015).

A Figura 50 apresenta o cromatograma dos agucares das solugbes padrdes
aplicando o eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH como detector eletroquimico no HPLC.
As curvas analiticas foram construidas para avaliar as figuras de mérito da técnica
com o eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH. Para isso foram preparadas solucdes nas
concentragbes de 5,5x10% a 5,5x10° mol L', avaliando os limites de deteccao,
quantificacao e a sensibilidade amperométrica da técnica.

A Figura 51 apresenta as curvas analiticas para os agucares arabinose,
galactose, glicose e xilose. Para a manose que até aqui foi denominado pelo pico 5
nas figuras, foi observado um pequeno pico em torno de 32,0 minutos (Figura 50) o
qual foi atribuido a este acucar, porém nao foi possivel a quantificagcdo desse
acgucar.

Através da Figura 50 foi possivel calcular a resolugéo entre os picos obtendo
assim os seguintes valores, 2,77 para arabinose, 3,29 para galactose, 2,64 para
glicose e 2,87 para xilose.

A Tabela 8 mostra as figuras de mérito para os agucares, para arabinose o
limite de deteccao foi de 2,510 mol L', o limite de quantificacao foi de 8,4x106
mol L' e a sensibilidade amperométrica foi de 0,1x10% A L mol-'.

Para galactose o limite de detecgdo foi de 5,4x106 mol L', o limite de

quantificagéo foi de 1,7x10-° mol L' e a sensibilidade amperométrica foi de 0,5%x10°
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A L mol'. Para glicose o limite de detecgdo encontrado foi de 3,4x10® mol L, o
limite de quantificagdo foi de 1,1x10°° mol L' e a sensibilidade amperométrica foi de
0,5x10°% A L mol'. A xilose apresentou um limite de detecgéo de 6,6x10-° mol L', o
limite de quantificagdo foi de 2,1x10° mol L' e sensibilidade amperométrica de
0,8x10% A L mol.

Figura 50 - Cromatograma dos agulcares contendo 4,4 x10°° mol L' de (1) Arabinose, (2)
Galactose, (3) Glicose e (4) Xilose; Potencial de deteccdo para eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH 0,50 V vs. Pd, composi¢ao da fase mével 99% de H.O e 1% NaOH
0,150 mol L, fluxo da fase movel 1,0 ml min.”', temperatura do forno da coluna 25°C,
temperatura do detector eletroquimico 35°C em coluna Carbopac Pa 10
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 51 - Curvas analiticas para (A) Arabinose, (B) Galactose, (C) Glicose e (D) Xilose.
Potencial de deteccéo para eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH 0,50 V vs. Pd, composicao da
fase movel 99% de H,O e 1% NaOH 0,150 mol L', fluxo da fase mdvel 1,0 ml min.™,
temperatura do forno da coluna 25°C, temperatura do detector eletroquimico 35°C em
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Tabela 8 - Figuras de mérito para detec¢ao dos agucares utilizando técnica cromatografica
com eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH

Acucares LOD (mol L) LOQ (mol L') SA (pA L mol?) r
Arabinose 2,5x10° 8,4x10° 2,7x104 0,999
Galactose 5,4x10° 1,7%x10° 1,8x10% 0,997
Glicose 3,4x10° 1,1x10° 1,5%x10% 0,998
Xilose 6,6x10 2,1x10° 1,9%x10* 0,995
Manose n.d. n.d. n.d. n.d

Fonte: Autor (2015).



93

3.6. Estabilidade do eletrodo GCE/MWCNT/NiOOH como detector no HPLC

Para estudar a estabilidade do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH, foi obtido um
voltamograma ciclico entre cada inje¢ao durante a construgdo das curvas analiticas
no HPLC (Figura 52), foi avaliado a estabilidade do eletrodo durante as analises
através da intensidade do pico do NI"" que ndo diminuem, isso € um indicativo que

o eletrodo é estavel durante as medidas em HPLC.

Figura 52 - Voltamogramas ciclicos realizados no HPLC entre as medidas da curva analitica
para os estudos de estabilidade do eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH, composicao da fase
movel 99% de H.O e 1% NaOH 0,150 mol L™, fluxo da fase mével 1,0 ml min.”!, temperatura
do forno da coluna 25°C, temperatura do detector eletroquimico 35°C em coluna Carbopac
Pa 10
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Fonte: Autor (2015).

3.7. Determinacdao dos agucares presentes no bagag¢o de cana-de-agucar
utilizando o eletrodo GCE/MWCNT/NiOOH como detector no HPLC

Conforme objetivo desta tese, a separacédo e deteccdo dos agucares
presentes no bagaco e palha de cana-de-agucar sdo de grande interesse para as
industrias de alcool e agucar, uma vez que estes compostos podem ser utilizados

para a producéo de etanol de segunda geracéo.
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Para desenvolver este método analitico foram adquiridos amostras de bagago
e palha de cana-de-acucar e submetidas ao processo de hidrélise, neutralizacéo e
fitragem como descrito na segéo 3.8.

As amostras foram injetadas no HPLC nas condicbes otimizadas e a
identificacdo dos picos cromatograficos foi baseada no tempo de retencdo dos
analitos especificos.

A Figura 53 mostra o cromatograma obtido para a amostra de hidrolisado de
biomassa. O método utilizado para determinar a concentragcdo de agucares
presentes na amostra foi 0 método de adicdo de padrao, este método € importante
quando a amostra € muito complexa, como é o caso do bagago da cana.

Na Tabela 9 € possivel observar os constituintes, as equag¢des das curvas de
adicdo de padrao, concentragdes determinadas nas amostras diluidas e
concentragbes determinadas na amostra de bagago de cana-de-agucar.

Na curva do método de adicdo de padrao para a arabinose foi obtida a
equacao de regressao de y = 23,4 + 18,3 x, com uma correlagéo linear de 0.997
Para glicose obteve-se uma equacédo de regressdo de y = 122,8 + 4.6 x, com
correlagao linear de 0,998. Na xilose foi observada uma equacgéo de regresséo de y
= 59,2 + 9,7 x, com correcgao linear de 0.996. Foram realizadas diluicdes de ordem
de 70 vezes para arabinose, glicose e xilose devido que as amostras apresentaram
concentracdes elevadas.

Foram determinadas as seguintes concentragbes na amostra: 5,9 x10* mol
L' para arabinose, 1,0x102mol L' para glicose e 2,8 103 mol L' para xilose.

As adicbes de padrédo foram realizadas em trés diferentes eletrodos
GCE/MWCNT/NIOOH, a fim de verificar a repetibilidade de deteccao.

A galactose nao foi detectada nesta amostra de biomassa e manose nao foi
detectada no intervalo de concentracédo estudado neste detector utilizando o eletrodo
GCE/MWCNT/NiIOOH.
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Tabela 9 - Parametros analiticos dos constituintes encontrados em amostras de bagaco de
cana-de-acgucar utilizando o eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH

Acgucares Equacao linear Concentragao da Concentragao
amostra diluida da amostra
mol L mol L1
1-Arabinose y=23,4+18,3x 8,5x10 5,9x10*
2-Galactose y=225+10,0 x n.d. n.d.
3-Glicose y=122,8+4,6 x 1,4x10 1,0x102
4-Xilose y=59,2+97x 4,010 2,8x103
n.d= ndo detectado Fonte: Autor (2015).

Figura 53: Cromatograma para a amostra hidrolisada do bagaco de cana-de-agucar
contendo os seguintes acucares: (1) Arabinose, (3) Glicose e (4) Xilose. Potencial de
deteccgao para eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH 0,50 V vs. Pd, composi¢cao da fase movel 99%
de H20 e 1% NaOH 0,150 mol L, fluxo da fase mével 1,0 ml min.!, temperatura do forno da
coluna 25°C, temperatura do detector eletroquimico 35°C em coluna Carbopac Pa 10.
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Fonte: Autor (2015).

Ap0s ser realizado o método de adicdo de padrao, foi avaliada a validagao do
método analitico através dos estudos de recuperacdo para os agucares, arabinose,
glicose e xilose. Trés concentragbes diferentes de agucares foram injetadas na
amostra, como mostrado na Tabela 10. A recuperagcao média de arabinose foi de
102.49%, com um coeficiente de variagao (CV) de 3.95%, para glicose recuperagao
média foi de 99.19% com um coeficiente de variacdo de 2.02% e para xilose a

recuperacao média foi de 100.55% com um coeficiente de variagao de 3.31%.
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Estes estudos mostraram que o método pode ser considerado robusto e

adequado para a detecgao dos agucares em bagago de cana de agucar.

Tabela 10: Porcentagem recuperagao dos analitos na amostra utilizando a técnica de HPLC
com GCE/MWCNT/NIOOH para os acgucares Arabinose, Glicose e Xilose
Arabinose / mol L' Concentragio encontrada / mol L' % Recuperada

1,3%x10° 1,4%x10° 1051

4,0x10° 3,9x10° 97,8

5,3x10° 5,56x10° 104,4
Glicose / mol L

1,1%10° 1,1%10° 99,2

3,3x10° 3,2x10° 97,2

4,4x10° 4,4x10° 101,2
Xilose / mol L'

1,3x10° 1,3x10° 99,1

4,0x10° 3,9x10° 98,2

5,3x10° 5,56x10° 104,3

Fonte: Autor (2015).

4.0. CONCLUSAO

O eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono contendo
nanoparticulas o6xi/hidréxido de niquel (GCE/MWCNT/NIOOH) pode ser utilizado
com sucesso como um detector amperométrico para a determinagdo dos agucares
por HPLC. O método desenvolvido para deteccado amperométrica pulsada dos quatro
agucares demonstrou ser seletivo, sensivel e reprodutivel. Estas propriedades fazem
com que este novo método podera ser uma alternativa interessante para outras
aplicagdes analiticas, envolvendo diferentes amostras lignoceluldsicas.

O eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH foi utilizado para determinar agucares em
amostra de hidrolisado de biomassa, as concentragdes determinadas em bagaco de
cana de agucar foram de arabinose 6,13x10* mol L, a glicose foi de 1,03%x10-2 mol
L' e xilose foi de 2,84x10- mol L', a espécie galactose n&o foi detectada nos testes
desta amostra de bagaco de cana.

Os resultados demonstram que o método proposto pode ser utilizado para a

deteccao destes agucares com consideravel precisdo e confiabilidade, sem a
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necessidade de derivatizagdo que ocorre nos detectores uv-vis durante as analises.
O método analitico ndo sofreu nenhuma interferéncia, mesmo em amostra complexa

como é o bagago de cana de agucar.
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CAPITULO 4

Determinagao dos agucares em bagagco de cana de agucar por cromatografia
de troca anidnica utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com

nanotubos de carbono contendo nanoparticulas de cobalto

1.  INTRODUGAO

Neste capitulo foram descritos os parametros estudados de eletrodeposicéo
utilizando duas metodologias diferentes para confeccionar o eletrodo de carbono
vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas contendo
nanoparticulas de cobalto (GCE/MWCNT/CoOOQ). Esse eletrodo foi caracterizado por
técnicas eletroquimicas, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e foi aplicado
nas oxidagdes eletroquimicas diretas dos agucares em meio alcalino.

Na literatura sdo encontrados varios trabalhos abordando o desenvolvimento
de eletrodos modificados com cobalto, tal como relatado por Gualandi et al. (2015)
que utilizaram um eletrodo de platina modificado com hidroxido de cobalto/aluminio
acoplado ao sistema de andlise por injecdo em fluxo para determinagéo
amperometrica dos acgucares glicose, frutose e sacarose sendo encontrados os
limites de detecgdo na ordem de 1,0x10%a 5,010 mol L.

Sendo assim, foi desenvolvido um método analitico com o eletrodo
GCE/MWCNT/CoOO que foi acoplado no HPLC para determinacdo dos agucares
presentes em amostras de hidrolisados de bagago de cana de agucar

Para o desenvolvimento do método cromatografico para os agucares foi
utilizada uma coluna carbopac PA-1, sendo necessario a utilizagdo do eletrodo de
ouro nos estudos de composicao da fase mével. Foi realizado também estudos de
potencial de deteccéo para o eletrodo GCE/MWCNT/CoQO.
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2, MATERIAIS E METODOS
21. Reagentes

Todos os experimentos foram realizados utilizando reagentes de grau de
pureza analitica.

Na preparacéo das solugdes foi utilizada agua deionizada (Millipore, Billerica,
MA, USA). Os nanotubos de carbono de paredes multiplas com pureza de 95% ja
funcionalizados conforme descrito no capitulo 3, cloreto de cobalto (II) (CoCl2.6H20),
nitrato de cobalto (CoNO3.6H20), N,N-dimetilformamida (DMF) 99,8% (CsH7NO), L-
arabinose (CsH100s5, 99%), D-glicose (CeH1206, 99%), D-galactose (CeH1206, 99%),
D-manose (CsH1206, 99%), D-xilose (CsH100s5, 99%) e hidroxido de sodio foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A solugdo tampéo fosfato (pH
6,5) foi preparada utilizando 0,10 mol L' de Na2HPO4 e 0,10 mol L-' de NaH2POa. A
solucao de cobalto foi preparada em tampao fosfato. As solugdes de agucares foram
preparadas imediatamente antes do uso. Para a modificacdo da superficie do
eletrodo foi utilizada uma suspensdao de MWCNT/DMF, preparadas com 1,0 mg de
MWCNT em 10,0 mL de DMF em banho ultrassénico por 30 minutos.

2.2. Modificagdo do eletrodo de carbono vitreo com nanotubos de carbono
contendo nanoparticulas de cobalto GCE/MWCNT/CoOO

Os eletrodos de carbono vitreo (GCE) foram polidos com alumina, depois
imersos em acetona por cerca de 1 min. e lavados com agua destilada e etanol,
esse procedimento foi realizado em cada limpeza nos eletrodos de carbono vitreo.

O procedimento de preparacdo da suspensado de nanotubos de carbono
aconteceu de forma eficiente de acordo com o seguinte procedimento:

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) ja funcionalizados
foram pesados e dispersos em N,N-dimetilformamida (DMF) com agitagéo
ultrassénica por 30 minutos obtendo-se a concentragdo de 0,1 mg mL". Na
modificagdo do eletrodo de carbono vitreo, foi adicionado em sua superficie 5,0 pL
de suspensdo de nanotubos de carbono de concentragdo de 0,1 mg mL"' e o
eletrodo GCE contendo nanotubos de carbono foi secado durante 1,0 hora em uma

estufa com 50 °C.
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Os eletrodos de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono
(GCE/MWCNT) foram estudados com dois diferentes métodos de modificagdo com
cobalto.

O primeiro método foi realizado de acordo com Razmi e Habibi (2010), o
eletrodo GCE/MWCNT foi primeiro imerso em 20,0x10-3 mol L' de nitrato de cobalto
(CoNO3)2 em tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5) preparado pela mistura das
solugdes de dihidrogenofosfato de sddio (NaH2PQ4) 0,2 mol L' e hidrogenofosfato
dissddico (Na2HPO4) 0,2 mol L, a modificagao foi realizada utilizando a técnica de
voltametria ciclica, o potencial aplicado no eletrodo foi de 0,3 a 0,9 V vs. Ag/AgCI
com velocidade de varredura de 50 mV s™' durante 50 ciclos consecutivos.

Apos cada modificacdo, o eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono contendo nanoparticulas de cobalto (GCE/MWCNT/Co) foi
realizado a formagéo de oxi-hidroxido de cobalto em NaOH 0,1 mol L' no intervalo
de potencial de -0-3 a 0,7 V em uma velocidade de varredura de 50 mV s™' durante
45 voltamogramas ciclicos. Em seguida, o GCE/MWCNT/CoOO foi lavado
abundantemente com agua deionizada e secado.

O segundo método para modificacdo do eletrodo GCE/MWCNT com
nanoparticulas de cobalto foi realizado de acordo com a metodologia de Salimi et al.
(2007b, 2008), onde o eletrodo de carbono vitreo ja modificado com nanotubos de
carbono foi imerso em 1,010 mol L' de cloreto de cobalto (CoCl2) em tampao
fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5) preparado pela mistura das solugbes de
dihidrogenofosfato de sodio (NaH2PO4) 0,2 mol L' e hidrogenofosfato dissédico
(Na2HPO4) 0,2 mol L. A eletrodeposigdo foi realizada por voltametria ciclica em
uma faixa de potencial de -1,1 a 1,2 V vs. Ag/AgCl com velocidade de varredura de
100 mV s' durante 30 ciclos.

Para completar a modificacédo, o eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono contendo nanoparticulas de cobalto (GCE/MWCNT/Co) foi
realizado a formacao de oxi-hidréxido de cobalto em 0,1 mol L' de NaOH em uma
janela de potencial de -0,3 a 0,7 V com uma velocidade de varredura de 50 mV s,
nestes experimentos para a formagdo das espécies Oxido e hidroxido foram
realizados estudos da quantidade de ciclos entre 35 e 55 ciclos.

Apdés cada modificagdo o eletrodo GCE/MWCNT/CoOO foi lavada

abundantemente com agua deionizada e secado.
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2.3. Determinagées dos acgucares (Arabinose, Galactose, Glicose, Xilose e
Manose) em cromatografia de troca anidnica de alta eficiéncia com

detecgao amperométrica pulsada

Os acgucares foram determinados em solucdes padrées e do hidrolisado de
biomassa (bagaco e palha de cana- de-agucar) em um cromatdgrafo de troca
aniénica de alta eficiéncia com detecgdo amperométrica pulsada (HPLC) da marca
metrohm 850 Professional IC Cation-HP-Gradient com modulo extensor 872 (bomba
C, pos-coluna), injetor automatico com um loop de 20uL, com detector
amperomeétrico pulsado com célula eletroquimica Wall-Jet composta por um eletrodo
de trabalho de carbono vitreo de 3 mm de didmetro (area aproximadamente igual a
0,07 cm?) modificado com nanotubos contendo nanoparticulas de niquel
(GCE/MWCNT/Co0OQ), eletrodo pseudo-referéncia de paladio (Pd) e eletrodo auxiliar
de liga de platina conforme especificacdo desse fabricante.

O HPLC foi ligado a um microcomputador e gerenciado pelo software MagIC
Net 2.4. As separacbes destes agucares foram efetuadas utilizando uma coluna
DIONEX® CarboPac™ Pa 1 4x250 mm, coluna de guarda DIONEX® CarboPac™ Pa
1 4x50 mm, ambas contendo uma matriz de 10 ym de didametro, revestida de
poliestireno/divinilbenzeno, associada ao poliacrilato MicroBead™ de 500 nm e
funcionalizado com um sal de aménio quaternario altamente estavel nos potenciais
hidrogeniénicos de 0 a 14.

Foram realizados estudos de forga de eluigdo (forga eluotropica) do solvente
agua/NaOH 0,150 mol L' em modo gradiente, estes estudos foram realizados
novamente devido que a coluna utilizada no capitulo 2 foi a PA 10 e neste capitulo
foi utilizado a coluna PA 1. Foram realizados também estudos de potencial de
oxidacao para analise dos agucares.

No reabastecimento dos reagentes de separagao (H20 e NaOH) foi purgado
e borbulhado gas nitrogénio para eliminar a presenga de dioxido de carbono e
subsequente evitar a produgao de carbonato na fase movel.

Durante as medidas o fluxo 0,3 ml min.”" de 0,3 mol L-'"NaOH da fase movel
foi mantido continuo no modulo extensor 872 (bomba C, pds-coluna) para manter

constante a forga ibnica no detector amperomeétrico.
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2.4. Curvas analiticas

As curvas analiticas para os agucares arabinose, galactose, glicose e xilose
foram construidas com a variagdo da area do pico cromatografico em funcéo da
concentragdo do analito, através de adigbes sucessivas de 1,0x10° a 1,0x10 mol

L-1 de solugdes padrdes.

2.5. Preparo das amostras de hidrolisado de biomassa para determinagao

cromatografica

A biomassa (bagaco e palha de cana-de-acucar) foi doada por uma usina da
regido de Araraquara-SP. A hidrélise do bagaco segue a metodologia baseada no
Laboratorio Nacional de Energia Renovavel (NREL) dos Estados Unidos (SLUITER
et al., 2010).

A biomassa seca foi colocada em aparelho Soxhlet para eliminacdo dos
extrativos. Inicialmente foi usada agua para eliminacdo dos extrativos aquosos e
posteriormente, extracdo com etanol para eliminacido dos extrativos etandlicos. O
bagagco foi seco em estufa a 40 °C por 12 horas, obtendo a biomassa seca.
Amostras de 300 mg dessa biomassa foram transferidas para um frasco de 250 mL
e tratados com 3 mL de H2S04 72% (v/v), sob vigorosa agitagdo, em um banho
termostatizado a 45°C por 60 min. A reagao foi interrompida com a adi¢gao de 85 mL
de agua destilada. Para a completa hidrolise dos oligdmeros restantes, o frasco foi
fechado e autoclavado por 60 minutos a 1,05 bar. Apés a descompressao da
autoclave, o frasco foi retirado e resfriado a temperatura ambiente, sendo a mistura
reacional filtrada e 20 mL do hidrolisado foi transferido para um erlenmeyer de 50 mL
onde foi entdo neutralizado com CaCOs, filtrado com filtros de 0,45 e 0,22 ym de

porosidade e por fim, injetado diretamente na coluna cromatogréfica.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Estudos de eletrodeposi¢ao do cobalto

A modificagdo do eletrodo de carbono vitreo com nanotubos de carbono
contendo nanoparticulas de cobalto (GCE/MWCNT/CoOOQ) foi realizada com dois
tipos de estudos diferentes conforme citado nos materiais e metodos deste capitulo
no item 2.3.

A Figura 54-A mostra o comportamento do eletrodo GCE/MWCNT/CoOO
modificado conforme o primeiro método descrito por Razmi, ja a Figura 54-B mostra
o comportamento do eletrodo GCE/MWCNT/CoOO modificado conforme descrito
para o segundo método de acordo com Salimi na presenca de 2,010 mol L' de
glicose.

Foi possivel observar que a intensidade de corrente no voltamograma ciclico
apresentado com glicose para a Figura B foi em torno de duas vezes maior do que a
intensidade de corrente do voltamograma ciclico apresentado na Figura A, esse
comportamento € mostrado através da Figura 54-C.

Esta diferenca de corrente pode estar relacionada com a forma ou dispersao
das nanoparticulas de cobalto na superficie dos nanotubos de carbono, pois
conforme literatura o primeiro método favorece a formagao de nanoparticulas mais
compactas, chegando a formar em muitos casos um filme de nanoparticulas, ja para
o segundo método conforme ilustrado na Figura 61-B foi possivel observar
nanoparticulas mais dispersas na superficie favorecendo uma melhor oxidagcado da
glicose na superficie do eletrodo GCE/MWCNT/CoOO.

Foram realizados estudos de numero de voltamogramas ciclicos durante a
formacao de oxido/hidréxido de cobalto, foram realizados estudos com 35, 45 e 55
ciclos conforme estudos relatados na literatura e apdés cada estudo de ciclos os
eletrodos foram aplicados na detecgdo de 2,010 mol L' de glicose conforme
mostra a Figura 55, foi observado que nao existe diferengca no numero de ciclos
estudados, diante disso foi definido que a modificacdto do eletrodo
GCE/MWCNT/CoOO para o desenvolvimento do método analitico para quantificagao
dos acgucares sera realizado de acordo com o segundo método e com 45 ciclos para
formagao das espécies de 6xi-hidréxido de cobalto.
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Figura 54 - Estudos para eletrodeposicdo no eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono para cobalto utilizando diferentes metodologias: (A) 1° método com 1-
auséncia e 2-presencga de 2,0x10 mol L' de glicose; (B) 2° método com 1- auséncia e 2-
presenca de 2,0x10° mol L' de glicose; (C) 1° método presencga de 2,0x10° mol L' de
glicose e 2° método com presenca de 2,0x10° mol L' de glicose. (NaOH 0,1 mol L;
velocidade de varredura 50 mV s™)
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 55 - Estudos de estabilizagao para o eletrodo GCE/MWCNT/CoOOQO utilizando o 2°
método com presencga de 2,0x10° mol L' de glicose de acordo com os estudos de ciclos
realizados durante a estabilizagdo (35, 45 e 55 ciclos); (NaOH 0,1 mol L'; Taxa de
velocidade de varredura 50 mV s™)
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Fonte: Autor (2015).

A Figura 56 ilustra 30 voltamogramas ciclicos durante a eletrodeposi¢ao no
eletrodo GCE/MWCNT/CoOO em tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5) contendo
solugédo de 1,0x103 mol L' de cloreto de cobalto (CoCl2), é possivel observar um
pico catddico em -1,0 V foi (pico |) na primeira varredura, este pico esta relacionado
com a equagao Equacao 24. O pico catddico diminuiu conforme é aumentado o
numero de ciclos, indicando que o ion Co(ll) foi lentamente reduzida sobre a camada
de oxido de cobalto depositada sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanotubos de carbono.

Foi observado um pico anédico em -0,30 V vs Ag/AgCI (pico Il), este pico esta
relacionado com a dissolucdo da camada de cobalto depositado na superficie do
eletrodo (MOURA et al., 2014; SALIMI et al., 2007Db).

Foi observado um pico em 1,05 V vs. Ag/AgCl e um aumento de corrente
relacionado com a evolugao de oxigénio (pico Ill) que pode ser atribuida a formagao
de CoOOH (Equagéao 25 e 26) como resultado da oxidagao de Co(OH)2 ou de Co304
formado em potenciais menores porém nao € possivel observar esse pico. As
correntes de pico catédica (pico Ill) em potencial de 0,85 V vs. Ag/AgCl
correspondem a redugao de CoOOH para Co(OH)2 ou Co304 (MOURA et al., 2014;
SALIMI et al., 2007b).
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Co?* + 2e” — CoY(s) (Equacéo 24)
Co(OH)2 + OH = CoOOH + H20 + € (Equacao 25)
Co0304 + H2O + OH = 3CoOOH + e (Equacéo 26)

Figura 56 - Voltamogramas ciclicos consecutivos para formacdo das nanoparticulas de
cobalto no eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono em solugao
tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5) contendo solugdo de 1,0x10° mol L' de cloreto de
cobalto (CoCl,. (Taxa de velocidade de varredura 50 mV s™)
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Fonte: Autor (2015).

3.2. Caracterizacao eletroquimica do GCE/MWCNT/CoOO

O comportamento do eletrodo GCE/MWCNT/CoOO é mostrado na Figura 57,
sendo possivel observar um comportamento relativamente complexo, pois estas
espécies possuem varios estados de oxidagdao com diferentes variedades de
espécies de Oxidos e hidroxidos de cobalto presentes na regido de potencial
estudado.

As espécies hidratadas de Co(") sdo gradualmente convertidos para Co('") na
forma de espécies Co304, C0203, CoHO:2 e diferentes formas cristalograficas estao
presentes na forma de CoOOH (CASELLA; GATTA, 2002; CATALDI et al., 1992).

Estudos citados na literatura realizados com fotoelétrons de raios-X sobre de

oxido/hidroxido de cobalto mostraram uma estrutura detalhada, indicando a
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presenca simultanea de varios espécies de oxido/hidroxido de Co™ e Co(") na
superficie do eletrodo (CASELLA; GATTA, 2002).

As espécies mais relevantes de 6xido/hidréxido de cobalto estao relacionadas
com a composigao da solugdo e com os potenciais aplicados, no caso da Figura 57
€ mostrado o voltamograma ciclico em solugdo de 0,1 mol L' de NaOH e foi obtido
trés conjuntos de picos, sendo eles la, lla/ lic e llla / lllc em potenciais de 0,07, 0,24
e 0,56 V versus Ag/AgCl, respectivamente.

O pico (la) apresentou um comportamento irreversivel, que na maioria das
vezes nao é relatado na literatura, pois esse pico geralmente se sobrepbe com o
grupo de picos (lla/llc) e sua intensidade pode ser reduzida se a janela de potencial
for restringida para potencial de -0,15 V vs Ag/AgClI. Esse potencial de pico pode ser
atribuido provavelmente a transicdo eletroquimica envolvendo Co(" hidratado
formando uma espécie intermediaria de 6xido de cobalto Co3z04 (CASELLA; GATTA,
2002), conforme Equacgéo 27.

3Co(OH)2 + 20H" = C0304 + 4H20 + 2e (Equacéo 27)

Os picos de potencial redox lla/llc podem ser atribuidos na oxi-redugao do
cobalto durante a conversdo de Co304/CoOOH formando a espécie 6xido hidroxido
de cobalto (Ill) conforme apresentado na Equacao 28. O comportamento observado
nos picos de potencial redox llla/llic pode ser atribuido ao processo de oxi-reducao
de CoOOH/CoO2, onde o Co(lll) é oxidado a Co(lV) conforme Equagédo 29
(CASELLA; GATTA, 2002; CATALDI et al., 1992), essa espécie sera a responsavel
na oxidacao dos agucares na superficie do eletrodo GCE/MWCNT/CoOO.

C0304+ OH + H.O = 3CoOOH + e (Equacéo 28)

CoOOH + OH = Co02 + H20 + € (Equacéao 29)
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Figura 57 - Comportamento voltametrico do eletrodo GCE/MWCNT/CoOO (NaOH 0,1 mol L
'. velocidade de varredura 50 mV s™)
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Fonte: Autor (2015).

A Figura 58 mostrou o0s voltamogramas ciclicos do eletrodo
GCE/MWCNT/CoOO em diferentes velocidades de varredura (7 - 700 mV s') em
NaOH 0,1 mol L' na faixa de potencial de -0,3 a 0,7 V. Na Figura 59 mostra que as
correntes de picos foram proporcionais a velocidade de varredura em relagdo ao
intervalo de 7 a 700 mV s' para o pico (Ill), as equacdes e os coeficientes de
correlagao lineares (r) estdo inseridos na Figura 59. De acordo com a literatura esta
relacdo linear indica um processo eletrodico controlado por adsorgdo (BARD;
FAULKNER, 2001).

Figura 58 - Voltamogramas ciclico do eletrodo GCE/MWCNT/CoOO em NaOH 0,1 mol L™
Velocidades de varredura: 7, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 550, 600 e 700 mV s™
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 59 - Dependéncia dos picos de correntes anddicos e catédicos em fungdo da raiz
quadrada da velocidade de varredura entre 7 — 700 mV s
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| R=0.9995
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-100-
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Fonte: Autor (2015).

3.3. Caracterizagcao microscopica

Os eletrodos de carbono vitreo (GCE) modificado com nanotubos de carbono
(GCE/MWCNT) e o eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubo contendo
nanoparticulas de cobalto (GCE/MWCNT/CoOO) foram estudados através da
comparacgao das imagens das superficies em diversas ampliagdes das imagens das
micrografias geradas por MEV-FEG.

Na Figura 60-A foi observado que os nanotubos de carbono estdo dispersos
na superficie de GCE, como os nanotubos estdo espalhados de forma aleatéria,
essa dispersao pode atuar como sitios de adsor¢do das nanoparticulas nestes
emaranhados de nanotubos de carbono. A Figura 60-B mostra os detalhes dos
nanotubos, sendo possivel observar o didmetro em torno de 10 a 20 nm, sendo
consistente com a especificacdo emitida pelo fabricante.

O histograma contendo o tamanho das nanoparticulas foi apresentado na
Figura 61-A, foi observado que a maioria das nanoparticulas caracterizadas
apresentaram tamanhos entre 50 e 100 nm de didmetro com média de 75,05£19,61

nm.
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A Figura 61-B mostrou a imagem da superficie do eletrodo
GCE/MWCNT/CoOO, foi observado que as nanoparticulas possuem caracteristica
esférica e estdo dispersas na superficie dos nanotubos de carbono, este
comportamento de dispersédo por toda superficie podera resultar no melhoramento
da detecgao, quantificacdo dos analitos e ainda aumentar a estabilidade e
detectabilidade do eletrodo quando aplicado no HPLC.

A Figura 62 mostra a caracterizagdo quimica através da técnica de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS), sendo possivel observar picos intensos
de carbono devido a presengca do carbono vitreo utilizado como substrato e
nanotubos de carbono da modificagcdo do eletrodo, os picos mais insetos de cobalto
e oxigénio é um indicativo que a modificacdo ocorreu de forma efetiva na formacéao
de oxido-hidroxido de cobalto.

A presenca do pico de sodio € devido que para a formagao do eletrodo
GCE/MWCNT/CoOO é necessario utilizar como eletrolito suporte o hidroxido de
sédio, mesmo com sucessivas limpezas com agua, ainda foi possivel detectar sodio
na superficie do eletrodo GCE/MWCNT/CoQO.

Figura 60 - Imagens de MEV para nanotubos de carbono (GCE/MWCNT) com ampliages:
(A) 50.000; (B) 200.000 vezes

e

— 100nm IQ-UNESP 7/29/2015 E— 100nm IQ-UNESP 7/29/2015
X 50,000 3.0kV SEI SEM WD 6.0mm 11:54:54 X 200,000 3.0kV SEI SEM WD 6.0mm 11:49:28

Fonte: Autor (2015).
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Figura 61 - (A) Histograma da nanoparticulas do eletrodo GCE/MWCNT/CoOO; B Imagens
de MEYV para o eletrodo GCE/MWCNT/CoOO com ampliacao de 50.000 vezes
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Fonte: Autor (2015).

Figura 62 - Espectro de energia dispersiva (EDS) do eletrodo GCE/MWCNT/CoOO
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Fonte: Autor (2015).

3.4. Eletro-oxidagcao dos agucares

25 30

A eletro-oxidacao da glicose no eletrodo GCE/MWCNT/CoOO apresentado na

Figura 63 ocorreu em potencial em torno de 0,58 V vs. Ag/AgCl associado com a

formacgao de uma onda anddica em vez de um pico e aumento da corrente anddica e

diminuicdo do pico corrente catodica.
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A eletro-oxidagao dos carboidratos no eletrodo GCE/MWCNT/CoOO ocorre
na presenga do catalisador Co(V) através de uma unidade ativa de mediador redox,
durante o processo de oxidagdo do aglcar o catalisador é reduzido para Co(!
ocorrendo a formacgéo de cetonas antes da evolugao de oxigénio conforme Equacéao
30. Neste caso a glicose € oxidada via mecanismo EC. Os demais agucares

apresentaram comportamentos similares ao da glicose.

2Co00;2 + D-Glicose — 2CoOOH + Gluconolactona  (Equacéo 30)

Figura 63 - Comportamento voltametrico do eletrodo GCE/MWCNT/CoQO (1) auséncia e (2)
presenca de 2,0x10° mol L de glicose (NaOH 0,1 mol L"; velocidade de varredura 50 mV
s

20,2 00 02 04 06
E/V vs. Ag/AgCI
Fonte: Autor (2015).

A Figura 64 mostra os voltamogramas ciclico do estudo de velocidades de
varredura do eletrodo GCE/MWCNT/CoOO em presenga de 2,010 mol L' de
glicose, foi observado que a onda anddica da oxidagdo de glicose aumenta de
intensidade conforme é aumentado a velocidade de varredura. A Figura 65
demostrou que as correntes de picos foram proporcionais a velocidade de varredura
no intervalo de 2 a 60 mV s para o pico (lll), indicando que nessa regido um
processo eletrédico é controlado por adsor¢ao (BARD; FAULKNER, 2001).

A Figura 66 mostra que a corrente anddica € proporcional a raiz quadrada da

velocidade de varredura, indicando um processo eletrédico controlado por difusao
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(BARD; FAULKNER, 2001; KARIM-NEZHAD et al., 2009) de acordo com a equagao
lpa = -5,6x10°7 + 2,6x10° v'2 e coeficiente de correlagdo de 0,997.

Todos os estudos de influéncia da velocidade de varredura foram realizados
para outros acucares (arabinose, galactose e xilose) e apresentaram

comportamentos iguais ao da glicose.

Figura 64 - Voltamogramas ciclico do eletrodo GCE/MWCNT/CoOO em 2x10° mol L' de
glicose (NaOH 0,1 mol L"). Estudo de velocidades de varredura: 2, 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 mV s’

500mVs’

20,2 0.0 02 0.4 06
E /V vs. Ag/AgCI

Fonte: Autor (2015).
Figura 65 - Grafico da dependéncia do pico anddico em fungao da velocidade de varredura

dos valores entre 2 a 500 mV s no eletrodo GCE/MWCNT/CoOO em 2x10° mol L™ de
glicose (NaOH 0,1 mol L)

700

0 100 200 300 400 500
v/(mVs"
Fonte: Autor (2015).



114

Figura 66 - Grafico da dependéncia do pico anddico em funcdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura dos valores entre 2 a 500 mV s™' no eletrodo GCE/MWCNT/CoOO
em 2x10 mol L' de glicose (NaOH 0,1 mol L")
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Fonte: Autor (2015).

3.5. Estudos da influéncia da concentragcao de agucares

Os comportamentos dos agucares no eletrodo GCE/MWCNT/CoOQO foram
avaliados através dos voltamogramas mostrados nas Figuras 67, 68, 69, 70 e 71, foi
possivel observar que os comportamentos dos agucares sao similares.

Através destes estudos foram construidas curvas analiticas com variagdes de
concentragdo nos intervalos de 2,0x10* a 4,0x10® mol L', os coeficientes de
correlagao para estas curvas analiticas ficaram proximas de 0,999.

Através destes estudos foi possivel desenvolver e avaliar as equagdes da
reta e as figuras de mérito presentes na Tabela 11. Foi observado que o
GCE/MWCNT/CoOO possui boa sensibilidade amperométrica. O eletrodo
apresentou baixos valores de limites de detecgcédo e quantificagdo, isso € uma boa
caracteristica para o desenvolvimento do método analitico.

Estes estudos foram importantes para compreender a interacdo do eletrodo

com os agucares, para posterior desenvolvimento do método no HPLC.
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Figura 67 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de concentragdo de arabinose sobre o
eletrodo de GCE/MWCNT/CoOO em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s); (B) Curva analitica
do eletrodo de GCE/MWCNT/CoOO
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o
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0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.0 1.0 2.0 3.0 4.0
E/V vs. Ag/AgCl [Arabinose] mM

Fonte: Autor (2015).

Figura 68 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de concentragdo de galactose sobre o
eletrodo de GCE/MWCNT/CoOO em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s); (B) Curva analitica
do eletrodo de GCE/MWCNT/CoOO
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E/V vs. Ag/AgCI [Galactose] mM

Fonte: Autor (2015).
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Figura 69 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de concentracdo de glicose sobre o
eletrodo de GCE/MWCNT/CoOO em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s); (B) Curva analitica
do eletrodo de GCE/MWCNT/CoOO
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Fonte: Autor (2015).

Figura 70 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de concentragdo de xilose sobre o
eletrodo de GCE/MWCNT/CoOO em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s); (B) Curva analitica
do eletrodo de GCE/MWCNT/CoOO
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Fonte: Autor (2015).
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Figura 71 - (A) Voltamogramas ciclicos do estudo de concentragdo de manose sobre o
eletrodo de GCE/MWCNT/CoOO em 0.1 mol L' de NaOH (50 mV s); (B) Curva analitica
do eletrodo de GCE/MWCNT/CoOO
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Fonte: Autor (2015).

Tabela 11 - Figuras de mérito para varios agucares no eletrodo GCE/MWCNT/CoOO em 0,1
mol L' de NaOH em voltametria ciclica (v =50 mV s™; n = 3).

LOD LOQ SA

Acucar Equacao da Reta
(mol L") (mol L") (pAL mol)

Arabinose lpa = 2,1%10° + 9,0x102 [ara] 6,4x10° 2,1x10* 8,9x10*
Galactose lpa = 1,6%x10° + 9,0x102 [gal] 6,0x10°  2,0x10* 9,0x104

Glicose lpa = 3,0x10°5 + 9,6x10°2 [gli] 2,6x104  8,5x10* 1,0x105
Xilose lpa = 2,5%10°5 + 8,0x10°2 [xil] 6,1x10°  2,0x10* 8,0x10*
Manose  lpa = 2,9x104 + 8,8x102 [man] 1,0x104  3,3x10 8,6x10*

Fonte: Autor (2015).

3.6. Otimizagcao do método cromatografico utilizando coluna Carbopac PA-1

Para o desenvolvimento do método analitico foi utilizada uma coluna
cromatografica diferente da utilizada nos estudos anteriores, diante disso foi
realizado a otimizacdo do método de separagdo para os agucares no intuito de
avaliar a composicédo da fase moével frente ao tempo de retengdo utilizando o
eletrodo de ouro, a Figura 72 mostra os cromatogramas contendo os agucares com
estudos de seis condi¢des de fase mével, sendo (A - 100% H20), (B - 1% de 0,1 mol
L-* NaOH e 99% de H20), (C - 5% de 0,1 mol L' NaOH e 95% de H20), (D - 9% de
0,1 mol L-"NaOH e 81% de H20), (E - 10% de 0,1 mol L-*NaOH e 90 % de H20) e (F
- 15% de 0,100 mol L' NaOH e 85% de H20).
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Os cromatogramas foram mostrados de acordo com cada composi¢ao de fase
movel, nas figuras A, B e C, foi observado uma separagdo maior entre os picos com
o alargamento dos picos e um aumento significativo dos tempos de retencao, esse
comportamento € devido a uma possivel interagcdo maior dos analitos com a coluna.

Ja para os cromatogramas ilustrados nas figuras D, E e F, foi possivel
observar uma diminuigdo dos tempos de retengéo, porém os cromatogramas E e F
apresentaram uma menor separagdo entre os picos, diante disso a fase movel
escolhida para o desenvolvimento do método analitico foi o cromatograma mostrado
na figura D, sendo a composi¢do formada de 9% de 0,1 mol L' NaOH e 81% de

H20, pois foi observado um melhor comportamento na separacgao.

Figura 72 - Cromatogramas para os estudos de concentragao de fase movel na separagao
dos acgucares de acordo com as seguintes propor¢des de H.O e NaOH (A) 100% H.0O, (B)
1% de 0,1 mol L""NaOH e 99% de H.0, (C) 5% de 0,1 mol L' NaOH e 95% de H.0), (D) 9%
de 0,1 mol L' NaOH e 81% de H:0), (E) 10% de 0,1 mol L' NaOH e 90 % de H:0) e (F)
15% de 0,100 mol L' NaOH e 85% de H»0; contendo 3,3x10° mol L' de (1) Arabinose, (2)
Galactose, (3) Glicose e (4) Xilose. Fluxo 1,0 ml min.”", potencial de detecgdo para eletrodo
de ouro 0,05 V vs. Pd, temperatura da coluna 25°C, temperatura do detector 35°C em
coluna Carbopac Pa 1.
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Fonte: Autor (2015).

A técnica de deteccdo amperométrica pulsada € realizada com uma
sequéncia de potenciais apos a aplicacdo do potencial de oxidagdo dos agucares
conforme mostra a Figura 73 sendo que na Tabela 12 é apresentada a programacéao

de pulso descrita a seguir:
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1° pulso (E1) — A duracao deste pulso € de 250 ms e o potencial aplicado foi
de 0,58 V vs. Pd. Os primeiros 50 ms sao utilizados para o condicionamento do
eletrodo GCE/MWCNT/CoOO, e os outros 200 ms sao utilizados para deteccédo dos
acgucares e aquisi¢cao dos dados;

2° pulso (E2) — E aplicado um pulso de potencial de 0,10 V vs. Pd. por 50 ms
para reducao total de todas as espécies que estdo na superficie do eletrodo.

3° pulso (E3) — A duracao deste pulso é de 50 ms com potencial positivo de
0,70 V vs. Pd. para oxidar todas as espécies de cobalto na superficie do eletrodo e
formacao do Co"V) que esta atuando na oxidagao dos agucares, e;

4° pulso (E4) — E aplicado no potencial de 0,58 V vs. Pd. por 50 ms para iniciar
a estabilizacao do eletrodo para posterior oxidagao dos agucares.

Os potenciais utilizados nos pulsos amperométricos sdo importantes para o
monitoramento dos acucares, pois influéncia diretamente na resolucdo dos

cromatogramas.

Figura 73 - Sequéncia de pulsos otimizados para analise dos agucares com detecgéo
amperomeétrica pulsada utilizando o eletrodo GCE/MWCNT/CoOO
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Fonte: Autor (2015).
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Tabela 12 - Sequéncia de pulsos aplicados na analise dos acgucares com deteccao
amperomeétrica pulsada utilizando o eletrodo GCE/MWCNT/CoQO

Tempo / Potencial / V Integragao
ms
0 0,58
50 0,58 Inicio
250 0,58 Final
300 0,10
350 0,70
400 0,58

Fonte: Autor (2015).

Para obter a melhor programacao de potencial da sequéncia de pulsos
utilizado para a determinagao, inicialmente, foi realizada a otimizacdo dos pulsos
aplicados na oxidagao dos agucares para deteccdo amperométrica pulsada.

Esses estudos foram realizados com arabinose, a Figura 74 mostrou que a
area de pico para arabinose é aumentada de acordo com o aumento do potencial
até 0,58 V vs. Pd., mantendo-se constante até 0,60 V vs. Pd, apds esse potencial a
area de pico tende a diminuir, indicando que em potenciais maiores as espécie de
Co(IV) ndo estao mais eletroativas, diante disso 0,58 V vs. Pd foi o melhor potencial
de analise para os estudos utilizando o eletrodo de GCE/MWCNT/CoQOO, o potencial
de 0,60 V néo foi selecionado devido que através de estudos em estado estacionario
foi observado que nesta regido de potencial a descarga produzida por oxigénio
contribuiu para o aumento de corrente e por conseguinte aumentando assim a area

do pico no cromatograma.
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Figura 74 - Estudos do efeito de potencial de oxidacdo aplicado no eletrodo
GCE/MWCNT/CoOO em fungao area de pico de arabinose. Composigao da fase 9% de 0,1
mol L' NaOH e 81% de H:0, fluxo da fase moével 1,0 ml min.”!, temperatura do forno da
coluna 25°C, temperatura do detector eletroquimico 35°C em coluna Carbopac Pa 1
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Fonte: Autor (2015).
A Figura 75 apresenta o cromatograma contendo arabinose, galactose,
glicose e xilose utilizando o eletrodo GCE/MWCNT/CoOO como detector
eletroquimico. O método desenvolvido favoreceu uma boa separagao entre os picos

dos agucares.
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Figura 75 - Cromatograma dos agucares contendo 4,0x10° mol L' de (1) Arabinose, (2)
Galactose, (3) Glicose, (4) Xilose e (5) Manose; Potencial de deteccdo para eletrodo
GCE/MWCNT/CoOO 0,58 V vs. Pd; Composigdo da fase 9% de 0,1 mol L' NaOH e 81% de
H.0, fluxo da fase moével 1,0 ml min.”', temperatura do forno da coluna 25°C, temperatura do
detector eletroquimico 35°C em coluna Carbopac Pa 1
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Fonte: Autor (2015).

As curvas analiticas foram construidas para avaliar as figuras de mérito da
técnica com o eletrodo GCE/MWCNT/CoOO. Para isso foram preparadas solucoes
padrées das concentragbes de 1,1x10° a 1,0x10* mol L', avaliando os limites de
deteccao, quantificagado e a sensibilidade amperométrica da técnica de HPLC.

A Figura 76 mostrou as curvas analiticas para os acgucares arabinose,
galactose, glicose e xilose, foi observado uma boa linearidade e coeficientes de
correlacdes linear sdo proximos de 0,999.

A Tabela 13 mostrou as figuras de mérito para os agucares, onde o intervalo
de trabalho foi linear de 1,1x10° — 1,0x10* mol L' para os agucares estudados.
Para arabinose o limite de deteccao foi de 3,4x10° mol L', o limite de quantificacao
foi de 1,1x10-°mol L' e a sensibilidade amperométrica foi de 1,2x10% A L mol-'. Para
galactose o limite de detecgéo foi de 4,4x10° mol L', o limite de quantificagao foi de
1,4x10° mol L' e a sensibilidade amperométrica foi de 1,5x10% A L mol-'. Para
glicose o limite de detecgdo encontrado foi de 3,6x10° mol L', o limite de
quantificagéo foi de 1,1%x10° mol L' e a sensibilidade amperométrica foi de 1,3x10°
A L mol'. A xilose apresentou um limite de detecgéo de 5,010 mol L', o limite de
quantificagéo foi de 2,1x10-° mol L' e sensibilidade amperométrica de 0,9x10° A L

mol.
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Figura 76 - Curvas analiticas para (A) Arabinose, (B) Galactose, (C) Glicose e (D) Xilose.
Potencial de deteccao para eletrodo GCE/MWCNT/CoOO 0,58 V vs. Pd, Composicao da
fase 9% de 0,1 mol L' NaOH e 81% de H:0, fluxo da fase mével 1,0 ml min.”", temperatura
do forno da coluna 25°C, temperatura do detector eletroquimico 35°C em coluna Carbopac
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Fonte: Autor (2015).

Tabela 13 - Figuras de mérito para detecgéo dos agucares utilizando técnica cromatografica

com eletrodo GCE/MWCNT/CoOO

Acucares LOD (molL') LOQ (molL™") SA (A L mol) r

Arabinose 3,4x10° 1,1%10° 1,2x10° 0,999

Galactose 4,4x10 1,4x10° 1,5%10° 0,997
Glicose 3,6x10 1,1%x10° 1,3x10° 0,998
Xilose 5,0x106 2,1%107° 0,9%x106 0,997

Fonte: Autor (2015).
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3.7. Determinacao dos agucares presentes no bagaco e palha de cana-de-
acgucar utilizando o eletrodo GCE/MWCNT/CoOO

As amostras de bagaco e palha de cana-de-agucar da foram submetidas ao
processo de hidrélise, neutralizacdo e filtragem. As amostras foram injetadas no
HPLC contendo o detector GCE/MWCNT/CoOO nas condi¢cbes otimizadas e a
identificacdo dos picos cromatograficos foi baseada no tempo de retengdo dos
analitos especificos.

A Figura 77 mostra o cromatograma obtido para a amostra de hidrolisado de
biomassa. Foram determinados nesta amostra os 4 agucares arabinose, galactose,

glucose e xilose.

Figura 77 - Cromatograma para a amostra hidrolisada do bagaco de cana-de-agucar
contendo os seguintes acgucares: (1) Arabinose, (2) Galactose, (3) Glicose e (4) Xilose.
Potencial de deteccao para eletrodo GCE/MWCNT/CoOO 0,58 V vs. Pd; Composicao da
fase 9% de 0,1 mol L' NaOH e 81% de H:0, fluxo da fase mével 1,0 ml min.”", temperatura
do forno da coluna 25°C, temperatura do detector eletroquimico 35°C em coluna Carbopac
Pa 1

. (1)

41 /\ (2)

0 12 14 16 18
Tempo (min.)

Fonte: Autor (2015).

Na Tabela 14 é possivel observar os tipos de acgucares, as equacdes da reta
referente a adigdo de padréo para o método cromatografico utilizando o eletrodo
GCE/MWCNT/CoQOO, concentragdes determinadas na amostra de hidrolisado de

bagaco de cana-de-agucar.
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O método utilizado para determinar a concentragédo de agucares presentes na
amostra foi 0 método de adicdo de padrao, esse método é especialmente importante
quando a amostra € muito complexa, como é o caso do bagaco da cana.

Na curva para o método de adigdo de padrao para a Arabinose obteve-se a
equacéo de regressdo de y = 23,0 + 1,6x10° x, com correlagéo linear de 0,998, a
amostra foi diluida 70 vezes e a concentragao de arabinose determinada na amostra
foi de 1,0x10-3 mol L

Ja para galactose foi obtido uma equacgéo de regressdo de y = 97,1 + 1,3x10°
X, com correlagao linear de 0,999, ndo foram necessarias diluicbes na amostra e a
concentragdo determinada para galactose foi de 7,2x10- mol L.

Para glicose obteve-se uma equagdo de regressdo de y = 76,4 + 1,8x10° x,
com correlagao linear de 0,995, a amostra foi diluida 70 vezes e a concentragao
encontrada na amostra foi de 3,0x10-3mol L.

Na xilose foi observada uma equagao de regressdo de y = 44,8 + 1,3x106 x,
com corregao linear de 0.998 sendo necessaria a diluicdo da amostra na ordem de
70 vezes devido as amostras apresentarem concentragdes elevadas, foi
determinado para xilose a concentragéo de 2,4x103 mol L.

As adicbes de padrédo foram realizadas em trés diferentes eletrodos
GCE/MWCNT/CoOO, a fim de verificar a repetibilidade de detecgdo. Também foi
observado que nao foi detectado e quantificado manose nesta amostra de bagaco

de cana de agucar.

Tabela 14 - Pard@metros analiticos dos constituintes encontrados em amostras de bagacgo de
cana-de-acucar utilizando o eletrodo GCE/MWCNT/CoOO

Acucares Equacao linear Concentragao na Concentragao
amostra diluida na amostra
mol L mol L1
1-Arabinose y=23,0+1,6x108 x 1,4x10 1,0x103
2-Galactose y=97,1+1,3x106 x ND 7,2x10°
3-Glicose y=76,4+1,8x10° x 4,3x10° 3,0x103
4-Xilose y =448 +1,3x106 x 3,5%x10° 2,4x103
ND= nao diluido Fonte: Autor (2015).

Depois de realizar o método de adigdo de padrao, foi avaliada a validacédo do

método através dos estudos de recuperagdo para o0s agucares, arabinose,
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galactose, glicose e xilose. Trés concentragcdes diferentes de acgucares foram
injetadas na amostra, como mostrado na Tabela 15.

A recuperacdo média de arabinose foi de 100,0%, com um coeficiente de
variagao (CV) de 3,6%, para galactose a recuperagcdo meédia foi de 98,5%, com um
coeficiente de variagdo de 1,9%, ja para glicose recuperagdo média foi de 93,3%
com um coeficiente de variacdo de 10,1% e para xilose a recuperagcao média foi de
101,1% com um coeficiente de variagdo de 6,9%. Estes testes mostram que o
método possui uma confiabilidade elevada para a detecgdo dos agucares em

bagaco de cana de agucar.

Tabela 15 - Estudos de recuperagao dos agucares (Arabinose, Galactose, Glicose e Xilose)
utilizando o eletrodo GCE/MWCNT/CoOO no HPLC em hidrolisado de biomassa
Arabinose / mol L' Concentragio encontrada / mol L' % Recuperagao

1,3%x10° 1,2x10° 96,2

4,0x10° 4,1%x10° 103,5

6,6x10° 6,7x10° 100,3
Galactose / mol L

1,1%x10° 1,0x10° 96,4

3,3x10° 3,3x107° 99,8

5,5%10 5,5%x107° 99,5
Glicose / mol L

1,1%x10° 9,2x10% 82,5

3,310 3,2x107° 97,2

5,5%107 5,5%x107° 100,1
Xilose / mol L'

1,3x10° 1,4x107° 108,27

4,0x10° 3,8x107° 94,3

6,6x10° 6,7x10° 100,9

Fonte: Autor (2015).



127

4.0. CONCLUSAO

O eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono contendo
nanoparticulas de 6xidos de cobalto (GCE/MWCNT/CoQOO) foi utilizado com sucesso
como um detector amperométrico para a determinagao dos agucares por HPLC.

O método desenvolvido para deteccdo amperométrica pulsada dos quatro
agucares demonstrou ser seletivo, sensivel, reprodutivel e confiavel. Estas
propriedades fazem com que este novo método podera ser uma alternativa
interessante para outras aplicagbes analiticas, envolvendo diferentes amostras
lignoceluldsicas.

O GCE/MWCNT/CoOO foi aplicado para a deteccdo da amostra de
hidrolisado de biomassa, em que a concentracdo de arabinose determinada em
amostras de bagacgo de cana foi de 1,010 mol L', a galactose foi de 7,2x10" mol
L-', a glicose foi de 3,0x10-3 mol L' e xilose o valor determinado foi de 2,4x10-3 mol
L.

Os resultados demonstram que o método proposto pode ser utilizado para a
deteccao destes agucares, sem a necessidade de derivatizagdo e ainda o método
nao sofre interferéncias mesmo em amostras complexas como o bagago de cana de

acgucar apresentando consideravel precisao e confiabilidade.
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CAPIiTULO 5

Determinagao de galactose, glicose, xilose e manose em bagaco de cana
empregando uma lingua eletrénica voltamétrica formada por eletrodos

modificados de MWCNT/oxi-hidroxido de metais.

1. INTRODUGAO

O uso de eletrodos modificados ndo enzimaticos representa uma alternativa
interessante para métodos analiticos para deteccdo de carboidratos. Infelizmente,
estes sensores apresentam baixa seletividade para discriminar todos os carboidratos
individualmente. Embora isto possa ser uma possibilidade de prever os agucares
totais, a unica alternativa para resolver a falta de seletividade seria o uso de uma
técnica acoplada, no caso o HPLC que foi descrito.

Porem, uma nova metodologia no campo sensores € a utilizagdo de sensores
em matrizes acopladas com o tratamento de dados complexos, isto €, o uso de
linguas eletrénicas, que sao sistemas de sensores versateis capazes de monitorar
simultaneamente o nivel de diferente analitos, ou analitos na presenca de seus
interferentes, ou para resolver misturas de analitos semelhantes.

Este trabalho foi realizado durante o estagio de pesquisa na Universidade
Autébnoma de Barcelona-UAB.

O objetivo foi a caracterizagdo e aplicagdo de uma lingua eletrénica
voltamétrica usando uma matriz de eletrodos de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono de paredes multiplas contendo nanoparticulas de Oxi-
hidroxido de metais (paladio, ouro, cobre, niquel e cobalto) (GCE/
MWCNT/MetaisOOH) para uma analise simples de carboidratos (glicose, xilose,
galactose e manose). Foi desenvolvido uma Rede Neural Artificial (ANN) que
resultou em um modelo de previsdo satisfatério para todos os carboidratos e a
resposta obtida demostrou ser satisfatéria para esses agucares.

Esses sensores foram caracterizados por técnicas eletroquimicas,
microscopio eletrénico de varredura (MEV) e foi aplicado nas oxidagdes
eletroquimicas diretas dos agucares em meio alcalino. Em uma segunda etapa foi
desenvolvido a lingua eletrdnica, os modelos de ANN e foram aplicados em

amostras sintéticas de acucares.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs) purificados com
didmetro externo de 30 nm foram adquiridos da empresa SES Research (Houston,
Texas, USA). Cloreto de cobalto (Il) hexaidratado (Cl2Co.6H20), sulfato de niquel (I1)
hexaidratado (NiSO4.6H20), cloreto de paladio (PdCl2), fluoreto de aménio (NHa4F),
acido borico (HsBOs), borohidreto de sddio (NaBH4), N-N-dimetilformamida 99.8%
(CsH7NO), D-glicose, D-galactose, D-manose, D-xilose e hidroxido e sédio (NaOH)
foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Acido sulfurico
96% (H2SO0a4), acido nitrico 69%(HNOs) e amobnia 32% (NHs) foram adquiridos da
empresa Merck (Darmstad, Germany). Todas as solugdes foram feitas com agua do
sistema de Milli Q (Millipore, Billerica, MA, USA). A solugao tampéo utilizada para a
formagao das nanoparticulas de niquel e cobalto foram 0,1 mol L' de Na2HPOQO4 e
0,1 mol L' de NaH2PO4 mono-hidratado pH 7,0.

2.2. Caracterizagao por microscopia eletrénica de transmissao e varredura

As imagens de microscopia eletronica de transmissao (TEM) e padroes de
microanalise foram registradas com um microscépio JEOL JEM-2011 equipado com
um detector de espectroscopia de energia dispersiva (EDS). As imagens de
microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foram feitas em um microscépico JSM
7500F modelo Jeol FE-SEM.

2.3. Maedidas eletroquimicas

A célula amperométrica para realizar os experimentos foi formada por 5
(cinco) eletrodos modificados com nanotubos e Oxi-hidroxido de metais GCE/
MWCNT/MetaisOOH além de um eletrodo de referéncia de juncéo dupla de Ag/AgCl
(Thermo Orion 900.200, Beverly, MA, EUA) e um eletrodo auxiliar de platina (Modelo
52-67, Crison Instruments, Barcelona, Espanha).
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As Medidas de voltametria ciclica foram feitas usando um potenciostato
AUTOLAB 6 canais PGSTAT20 (Ecochemie, Paises Baixos), na configuragao
multicanal, utilizando o pacote de software multicanal GPES 4.7. As janelas de
potenciais estudado foram entre -0,7 V e +0,8 V vs. Ag / AgCl, com uma velocidade
de varredura de 50 mV s'. Os experimentos eletroanaliticos foram realizados a
temperatura ambiente (25°C) em condi¢do estacionaria. Resumidamente, as
amostras foram medidas com uma matriz voltamética de sensores de
GCE/MWCNT/MetaisOOH, e posteriormente as respostas foram analisadas por

meio de diferentes ferramentas quimiométricas descritas abaixo.

2.4. Desenho experimental para o modelo de quantificagao

A fim de comprovar a capacidade da lingua eletrénica (LE) de atingir a
quantificacdo simultdnea de diferentes misturas de agucares, foi preparado um
modelo de resposta utilizando uma ANN para resolugao de galactose, glicose, xilose
e manose. Para alcancar esse objetivo, um conjunto total de 46 amostras foram
preparadas manualmente em uma faixa de concentragéo de 0,5%x10-% a 2,5x10-3 mol
L-' de cada carboidrato. O conjunto de amostras foi dividido em dois subconjuntos de
dados: o primeiro subconjunto de treinamento formado por 36 amostras (78%) que
foram distribuidos baseados no L36 do projeto Taguchi (TAGUCHI W., 1979), com 4
fatores e 3 niveis usados para construir o modelo de resposta, foi usado mais 10
amostras adicionais (22%) para o subconjunto de testes, distribuidos aleatoriamente
ao longo do dominio experimental conforme Figura 78 e foi utilizado para avaliar a

habilidade do modelo de previsao.
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Figura 78 — Amostras que foram medidas empregando a lingua eletrénica formada por
eletrodos modificados com nanotubos de carbono contendo nanoparticulas de 6xi-hidréxido
de metais, obtendo um completo voltamograma ciclico para cada sensor, para cada amostra
de () Subconjunto de treinamento e (*) Subconjunto de teste para as seguintes misturas de

amostras: (A) Galactose, Glicose e Xilose, (B) Glicose, Xilose e Manose e (C) Galactose,
Glicose e manose

o
- o o @

Xylose
Mannose

Mannose

Fonte: Autor (2015).

2.5. Processamento de dados

A fim de reduzir o grande conjunto de dados gerados para cada amostra (5
sensores x 336 valores de correntes de diferentes potenciais) um estagio de pré-
processamento foi necessario para comprimir os dados originais. O objetivo desta
etapa foi de reduzir a complexidade dos dados de entrada, preservando as
informacdes relevantes, a compressao dos dados permite também reduzir o tempo
de treinamento, para evitar redundancia nos dados de entrada e de obter um modelo

com melhor capacidade de generalizagéao.

Os dados foram compactados usando Discrete Wavelet Transform (DWT)
(VALLE; MUNOZ GUERRERO; GUTIERREZ SALGADO, 2011): cada voltamograma
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foi comprimido utilizando Daubechies 4 wavelet mother function e quatro niveis de
decomposi¢cdes. Desta maneira, os dados originais foram reduzidos para 135
coeficientes, sem qualquer perda de informagao relevante; Além disso, a estratégia
de Causal Index pruning (JOHNSON; WICHESTEIN, 2007) foi utilizada para refinar
ainda mais o modelo, eliminando as entradas que tornam relativamente pequenas as
contribuigdes para o modelo. Com isso, as 135 entradas por amostra foram ainda
mais reduzidos até 36 coeficientes, alcangando um total de taxa de compressao de
até 97,9%.

2.6. Preparacao dos eletrodos para lingua eletrénica
2.6.1. Modificagao dos MWCNTs com nanoparticulas de Pd, CuO e Au

Antes das modificagdes com nanoparticulas de metais, os MWCNTs foram
purificados com pré-tratamento em acido. Resumidamente, os MWCNTs foram
dispersos em uma mistura de 3:1 de acidos concentrados H2SO4/HNO3 usando um
banho ultrassénico por 90 min. (CIPRI; VALLE, 2014). Os MWCNTS purificados

foram entdo utilizados para posterior modificagcdo com diferentes nanoparticulas.

2.6.2. Modificacao dos nanotubos de carbono de paredes multiplas com
paladio (MWCNT/Pd)

Esta modificacdo foi realizada de acordo com Cipri e Valle (2014).
Primeiramente, em um frasco foi preparado um solugdo contendo PdCl2 (14,0x10-3
mol L"), H3BOs3 (1,57x10" mol L) e NH4F (6,67%x102 mol L'). Em seguida, os
MWCNTs (100 mg) purificados foram dispersos na solugdo acima citada através de
ultra-som durante 1 hora e o pH foi ajustado entre 8-9. Uma solugdo de NaBH4 (17
mL) foi adicionada gota a gota sob agitacdo vigorosa e seguida por outra agitagcao
durante 8 horas para completar a reacdo. Os MWCNT/Pd foram filtrados, lavados e

em seguida secados sob vacuo a 50 ° C.

2.6.3. Modificacao de nanotubos de carbono de paredes muiltiplas com ouro
(MWCNT/Au)

A modificagdo com ouro foi realizada seguindo e modificando ligeiramente o
procedimento relatado por Shi, Yang e Yuet (2009). Resumidamente, foi preparado
em um frasco uma solugéo de 0,5 ml de HAuClsx3H20 (1,0x102 mol L-1), 0,5 ml de
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uma solugdo aquosa de citrato trissodico (1,0x102 mol L) e 18,4 ml de agua
bidestilada. Os MWCNTSs purificados (20 mg para uma relagdo de carga de 10% de
Au % em peso) foram adicionados a solugédo acima referida e depois 10-12 mL de
etanol foram imediatamente introduzidos sob agitagao vigorosa e misturados em um
banho de ultra-som durante 10 min. Uma solugdo aquosa gelada de NaBHas
preparada imediatamente durante o uso (0,6 mL; 0,1 mol L") foi em seguida
adicionada a mistura acima referida sob agitagao durante a noite. O MWCNT/Au foi
separado por centrifugacdo, foi lavado com agua duplamente destilada por varios

ciclos e em seguida secado sob vacuo durante a noite a 50 °C.

2.6.4. Nanotubos de carbono integrado com nanofolhas de 6xido de cobre
(MWCNT / CuO)

A modificagdo com cobre foi realizado modificando o procedimento relatado
por Yang et al. (2012). Resumidamente, em um baldo dodecil sulfato sddio (SDS) foi
dissolvido (0,1 mol L") em 300 ml de agua destilada sob agitagdo a 60 °C; Em
seguida 50 mg de MWCNTs purificados foram dispersos em 25 mL de DMF
utilizando um banho de ultra-som e depois a solucdo de SDS foi adicionada e
ultrasonificada por 10 min. Em seguida, CuSO4x5H20 (2,5 g) foi adicionado a
solucdo acima citada e foi misturada por 10 min. em banho de ultrassom. A solugao
de 100 ml de NaOH (0,5 mol L") foi lentamente gotejada na solugdo acima e em
seguida agitada por 10 min. A solucao resultante foi em seguida centrifugada e

lavada com agua bidestilada por alguns ciclos e, em seguida, foi secado a 60 °C.

2.6.5. Modificacao da superficie de carbono vitreo com nanotubos de carbono
contedo nanoparticulas de paladio (GCE/MWCNT/PdOOH)

Todas as superficies dos eletrodos de GCE foram polidos com p6 de alumina
de 0,3 um (Merck) e lavadas em etanol e agua Milli-Q.

2,0 mg MWCNT/Pd foram dispersos em 1,0 ml de N, N-dimetilformamida
(DMF) utilizando um banho ultrassénico obtendo uma solugédo preta (2,0 mg mL™").
Esta solucdo de MWCNT/Pd foi adicionado na superficie do eletrodo de carbono
vitreo (GCE) em 3 etapas de 10 ul para a preparagdo do eletrodo, secou-se o
eletrodo a 50 °C durante 3,0 horas. Apés a modificacao, o eletrodo de carbono vitreo

modificado com nanotubos de carbono contendo nanoparticulas de paladio
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(GCE/MWCNT/Pd) foi aplicado a técnica de voltametria ciclica para formar Oxi-
hidroxido de paladio usando uma solugdo de 0,1 mol L' de NaOH na faixa de
potencial de -0,8 a 0,8 V vs. Ag/AgCl com uma velocidade de varredura de 50 mV.s’
durante 20 ciclos. Em seguida, o GCE/MWCNT/PdOOH foi lavada abundantemente
com agua desionizada e secado. O comportamento eletroquimico do
GCE/MWCNT/PdOOH foi avaliado em solu¢des de NaOH 0,1 mol L.

2.6.6. Modificacao da superficie de carbono vitreo com nanotubos de carbono
contendo nanoparticulas de ouro (GCE/MWCNT/AuOOH)

2,0 mg MWCNT/Au foram dispersos em 1,0 ml de N, N-dimetilformamida
(DMF) utilizando um banho ultra-sénico obtendo uma solugdo preta (2,0 mg mL™).
Esta solucdo de MWCNT/Au foi adicionado na superficie do eletrodo de carbono
vitreo (GCE) em 3 etapas de 10 ul para a preparagdo do eletrodo, eletrodo foi
secado a 50 °C durante 3,0 horas. Apds a modificacéo, o eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanotubos de carbono contendo nanoparticulas de ouro
(GCE/MWCNT/Au) foi aplicado a técnica de voltametria ciclica para formar Oxi-
hidroxido de ouro usando uma solugdo de 0,1 mol L' de NaOH na faixa de potencial
de -0,4 a 0,5 V vs. Ag/AgCl com uma velocidade de varredura de 50 mV.s' durante
20 ciclos. Em seguida, o GCE/MWCNT/AuOOH foi lavada abundantemente com
agua desionizada e secado. O comportamento eletroquimico do
GCE/MWCNT/AuOOH foi avaliada em solugdes de NaOH 0,1 mol L.

2.6.7. Modificagao da superficie de carbono vitreo com nanotubos de carbono
contendo nanofolhas de cobre (GCE/MWCNT/CuOOH)

2,0 mg MWCNT/CuO foram dispersos em 20,0 ml de N, N-dimetilformamida
(DMF) utilizando um banho ultra-sénico obtendo uma solugdo preta (0,1 mg mL™").
Esta solugdo de MWCNT/Cu foi adicionado na superficie do eletrodo de carbono
vitreo (GCE) em 2 etapas de 10 ul para a preparagdo do eletrodo, eletrodo foi
secado a 50 °C durante 2,0 horas. Apds a modificagao, o eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanotubos de carbono contendo nanoparticulas de cobre
(GCE/MWCNT/Cu) foi aplicado a técnica de voltametria ciclica para formar &xi-
hidroxido de paladio usando uma solugdo de 0,1 mol L' de NaOH na faixa de
potencial de -0,5 a 0,3 V vs. Ag/AgCl com velocidade de varredura de 50 mV.s""
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durante 20 ciclos. Em seguida, o GCE/MWCNT/CuOOH foi lavada abundantemente
com agua desionizada e secado. O comportamento eletroquimico do
GCE/MWCNT/CuOOH foi avaliada em solu¢des de NaOH 0,1 mol L-".

2.6.8. Modificacao da superficie de carbono vitreo com nanotubos de carbono
contendo nanoparticulas de niquel (GCE/MWCNT/NiOOH)

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) ja funcionalizados
foram pesados e dispersos em N,N-dimetilformamida (DMF) com agitagéo
ultrassbénica por 30 minutos obtendo-se a concentracdo de 0,1 mg mL"'. Na
modificagdo do eletrodo de carbono vitreo, foi adicionado em sua superficie 5,0 yL
de suspensao de nanotubos de carbono de concentragio de 0,1 mg mL™', o eletrodo
GCE contendo nanotubos de carbono foi secado durante 1,0 hora em uma estufa
com 50 °C. Logo apos o eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de
carbono (GCE/MWCNT) foi realizado os estudos da formagao de eletrodeposi¢cao
das nanoparticulas de niquel, foi utilizado 5,0x10® mol L' de sulfato de niquel
(NiSO4) em solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5) preparado pela mistura das
solugdes de dihidrogenofosfato de sédio (NaH2PQO4) 0,2 mol L' e hidrogenofosfato
dissadico (Na2HPO4) 0,2 mol L-'. O potencial foi mantido constante em -1,3 V.

Apos cada modificacdo, o eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono contendo nanoparticulas de niquel (GCE/MWCNT/Ni) foi
realizado a formacao de oxi-hidroxido de niquel em NaOH 0,5 mol L' no intervalo de
potencial de -0,5 a 1,0 V em velocidade de varredura de 100 mV s™' durante 30
ciclos. Em seguida, o GCE/MWCNT/NIOOH foi lavado abundantemente com agua
deionizada e seco. O comportamento eletroquimico do  eletrodo
GCE/MWCNT/NiIOOH foi avaliado em solugbes de NaOH 0,1 mol L.

2.6.9. Modificagao da superficie de carbono vitreo com nanotubos de carbono
contendo nanoparticulas de cobalto (GCE/MWCNT/CoOO)

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) ja funcionalizados
foram pesados e dispersos em N,N-dimetilformamida (DMF) com agitagao
ultrassénica por 30 minutos obtendo-se a concentragdo de 0,1 mg mL". Na
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modificagdo do eletrodo de carbono vitreo, foi adicionado em sua superficie 5,0 yL
de suspensdo de nanotubos de carbono de concentragdo de 0,1 mg mL™', o eletrodo
GCE contendo nanotubos de carbono foi secado durante 1,0 hora em uma estufa
com 50 °C. O eletrodo de carbono vitreo ja modificado com nanotubos de carbono
foi imerso em 1,010 mol L' de cloreto de cobalto (CoCl2) em solugdo tampao
fosfato 0,1 mol L' (pH 6,5) preparado pela mistura das solugdes de
dihidrogenofosfato de sodio (NaH2PO4) 0,2 mol L' e hidrogenofosfato dissodico
(Na2HPO4) 0,2 mol L. A eletrodeposicao foi realizada por voltametria ciclica em
uma faixa de potencial de -1,1 a 1,2 V vs. Ag/AgCl com velocidade de varredura de
100 mV s' durante 30 ciclos (SALIMI et al., 2008). Para completar a modificagéo, o
eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono contendo
nanoparticulas de cobalto (GCE/MWCNT/Co) foi utilizado na formacdo de oxi-
hidréxido de cobalto em 0,1 mol L' de NaOH em uma janela de potencial de -0,3 a
0,7 V com uma velocidade de varredura de 50 mV s, durante 45 ciclos. Apds cada
modificagdo o eletrodo GCE/MWCNT/CoOO foi lavada abundantemente com agua

deionizada e secado.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Caracteriza¢ao microscopica dos eletrodos GCE/MWCNT/MetaisOOH

A caracterizagao microscopica do MWCNT/Pd foi realizada por TEM, exibida
na Figura 79 — A, observou-se que o tamanho das nanoparticulas esta abaixo de 10
nm. A distribuicdo quase homogénea pode ser devida a dimensé&o longitudinal que é
maior quando comparado com o diametro dos nanotubos para o crescimento “in situ”
de nanoparticulas de paladio. Esta distribuicdo quase homogénea é esperada para
obter melhores propriedades cataliticas para aos nanocompdsitos em comparagao
com as suas propriedades nativas.

A morfologia do compdsito MWCNT/Au foi caracterizada com TEM (Figura 82-
B) e confirmou que as nanoparticulas de ouro foram adsorvidas nos MWCNT e nas
extremidades, mostrando um didmetro de cerca de 4-7 nm.

A Figura 79-C mostra a microscopia de TEM de MWCNT/CuO , foi observado
que cada folha policristalina de CuO é composto de varias pegas monocristalinas, o

que sugere a coexisténcia de CuO e MWCNTs. Portanto, MWCNTs e nanofolhas de
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CuO formam um nanocompdsito, e ndo sao simplesmente misturados em conjunto.
Conforme ja discutido no capitulo 3, foram observados tamanhos de particulas mais
regulares e esféricas entre 20 e 40 nm, distribuidas na superficie dos nanotubos de
carbono conforme mostra a Figura 79-D. Essa melhor distribuicdo e tamanhos mais
uniformes pode ser o responsavel por menores limites de deteccdo nas analises dos
acgucares pelo eletrodo modificado com as nanoparticulas eletrodepositadas.

No capitulo 4 foi discutido o eletrodo GCE/MWCNT/CoOO e o tamanho das
nanoparticulas encontradas em torno de 75,05 nm, a Figura 79-E apresentou esse
comportamento e foi observado que as nanoparticulas possuem caracteristica
esférica e estdo dispersas na superficie dos nanotubos de carbono, este
comportamento de dispersédo por toda superficie podera resultar no melhoramento

da deteccéao, quantificagao dos analitos.

Figura 79- Imagens de microscopia de transmissédo (TEM) (A) MWCNT/Pd, (B) MWCNT/Au
e (C)MWCNTCuO; Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) (D)
GCE/MWCNT/NiIOOH e (D) GCE/MWCNT/CoOO

4 _
— 100nm IQ-UNESP 5/5/2014 — 100nm IQ-UNESP 7/29/2015
X 100,000 5.0kV SEI SEM WD 4.7mm 9:19:24 X 50,000 3.0kV SEI SEM WD 6.0mm 11:13:29

Fonte: Autor (2015).
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3.2. Resposta dos eletrodos modificados GCE/MWCNT/MetaisOOH

As respostas voltamétricas para cada um dos eletrodos individuais em relagao
a cada composto foi a primeira caracteristica de resposta veridica. Isto €&, para
assegurar que foram observados sinais diferenciados para os diferentes eletrodos,
gerando dados ricos que podem ser um ponto de partida util para o modelo de
calibragdo multivariada.

Para esse objetivo, e sob as condi¢cdes descritas na segao 2.5 deste capitulo,
solugdes padrbes individuais foram analisadas de galactose, glicose, xilose e
manose e seus respectivos voltamogramas foram inspecionados, na Figura 80
mostra o comportamento voltamétrico dos diferentes eletrodos modificados

CGE/MWCNT/MetaisOOH na eletrooxidacado dos agucares em estudo.
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Figura 80 — Diferentes voltamogramas ciclicos obtidos com (A) GCE/MWCNT/PdOOH, (B)
GCE/MWCNT/AuO, (C) GCE/MWCNT/CuOOH, (D) GCE/MWCNT/NIOOH e (E)
GCE/MWCNT/CoOO contendo 5.0x10 mol L™ de cada agucar (glicose (glu), xilose (xyl),
galactose (gal) e manose(man)) em 0,1 mol L' NaOH ( velocidade de varredura 50 mV s™)
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Fonte: Autor (2015).

Na Figura 80-A apresenta os voltamogramas ciclicos do eletrodo
GCE/MWCNT/PdOOH durante a eletro-oxidacdo dos acucares que ocorre em
potenciais em torno de -0,1 V vs Ag/AgCl associados com um pico de corrente

anddico e também com a reducdo da corrente de pico catddico, os resultados
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sugerem que o par redox Pd/Pd() na forma de éxido hidroxido de paladio (PdOOH)
pode catalisar a eletro-oxidagédo dos carboidratos (HU; WEN, 1994).

Na Figura 80-B é mostrado os voltamogramas do eletrodo GCE/MWCNT/AuO
durante a eletro-oxidagao dos agucares que ocorre em torno de 0,25 V vs. Ag/AgCl,
com o aparecimento do pico de corrente anddico e pico de corrente catddico
referente a reoxidagdo dos agucares em potenciais em torno de -0,07 V vs. Ag/AgCl.
Este comportamento é tipico do eletrodo de ouro, pois a atividade eletrocatalitica
pode ser racionalizada através do modelo 6xido hidratado de atomos adsorvidos,
podendo assim catalisar a oxidagdo dos agucares (JENA; RAJ, 2006; PASTA; LA
MANTIA; CUI, 2010; ZHOU et al., 2009).

O voltamograma do GCE/MWCNT/CuOOH ¢é mostrado na Figura 80- C, a
eletro-oxidagao dos carboidratos ocorre em potenciais em torno de 0,60 vs. Ag/AgCl,
com o aparecimento de uma onda anddica. Durante a varredura de potencial
positivo as nanoparticulas de Cu podem ser oxidadas para a obtencdo de CuOOH. O
par redox Cu(™/Cu™ pode catalisar a oxidagdo dos carboidratos (ENSAFI;
ABARGHOUI; REZAEI, 2014; YANG; ZHANG; GUNASEKARAN, 2010; ZHOU et al.,
2013).

A eletro-oxidagcao de carboidratos sobre o eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH,
conforme de ilustra a Figura 80-D, ocorreu no potencial em torno de 0,52 V vs.
Ag/AgCl associado ao aumento da corrente de pico anddica e diminuicao da
corrente de pico catodico. Os resultados sugerem que o par redox de Nil')/Ni) pode
catalisar a eletro-oxidagao dos agucares (TOGHILL; COMPTON, 2010).

O voltamograma do eletrodo GCE/MWCNT/CoOOQO apresentado na Figura 80-
E mostra a eletro-oxidagdo dos carboidratos que ocorrem em torno de 0,65 V
potencial vs. Ag/AgCl, com o aparecimento da onda anddica. Este fato sugere que
os acguicares s&o oxidados por espécies CoOOH através do par redox CoV)/Co) e
através de uma processo de mediagao redox ciclico (CATALDI et al., 1992; KARIM-
NEZHAD et al., 2009).

Os resultados observados como um todo, indicam que diferentes eletrodos
modificados GCE/MWCNT/MetaisOOH que formam a lingua eletrénica podem
catalisar a eletro-oxidagdo dos acucares (galactose, glicose, xilose € manose) em
cetonas, formando galactonolactona, gluconolactona, xilonolactona e
manonalactona, respectivamente (KUSEMA; MURZIN, 2013; KUSEMA et al., 2010;
LI et al., 2012; MURZIN; SALMI, 2012; RIZZOTTO et al., 1996). Além disso, as
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curvas sido claramente diferenciadas obtidas para cada eletrodo modificado e
fornecendo a cada agucar desejavel condi¢do para um estudo de Lingua Eletrénica
(ET).

A natureza da resposta cruzada dos voltamogramas pode ser resumido ao
plotar correntes maximas e potencial de pico de oxidacdo observados para os 5
eletrodos modificados GCE/MWCNT/MetaisOOH. Esta representacdo € mostrada na
Figura 81, onde pode ser observado que o pico de corrente anddica (Ipa) dos
agucares sao diferentes de acordo com cada metal da lingua eletrénica formada
pelos eletrodos GCE/MWCNT/MetaisOOH e também se observou que os potenciais
de oxidagdo (Epa) mostraram comportamentos diferentes de acordo com cada

metal, esta € uma condi¢cao desejavel para qualquer estudo de lingua eletrbnica .

Figura 81 - Estudos da resposta para a lingua eletronica formada pelos eletrodos
modificados GCE/MWCNT/MetaisOOH (metais: Ouro, Paladio, Cobre, Niquel e Cobalto) (A)
Pico de corrente anddico (Ipa) e (B) Potencial de oxidagédo anodico (Epa) contendo 5.0x10°3
mol L' de agucares (glicose, xilose, galactose e mannose)

0.80
5004/ [5.0x10° mol L] A [5.0x10™ mol L] x B
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—o— Xil o 0.601 | —o— xil

4004 | —v— Gal D —v—Gal
—%— Man 0.40 —%— Man

< 300+ i E

- £

O [ p
2 5004 ue 0.20
1004 0.00 1
0 T T T T r -0.20 T T T : :
Au Pd Cu Ni Co Au Pd Cu Ni Co
Eletrodos GCE/MWCNT/MetaisOOH Eletrodos GCE/MWCNT/MetaisOOH

Fonte: Autor (2015).

A Anadlise de Componente Principal (PCA) € um dos métodos mais
importantes utilizados em quimiometria servindo de base para o reconhecimento de
diversos padrdes, € uma maneira de reduzir uma grande matriz de dados
multivariados para uma matriz com um numero muito menor de variaveis, sem
perder informacdes importantes dentro dos dados.

O principio do PCA é que os dados multivariados podem ser decompostos por
projecdes lineares para um novo sistema de coordenadas. Os novos eixos,
conhecido como componentes principais (PCs), estdo orientados de modo que o
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primeiro PC captura a maior quantidade de variancia comum (RICHARDS,;
BESSANT; SAINI, 2002).

PCA pode ser uma maneira de mostrar a complementaridade das
informacdes geradas por cada eletrodo, se os eletrodos sdo redundantes eles
aparecem sobrepostos, enquanto resposta diferente ira se manifestar em sua
separacao.

A Figura 82 mostra o PCA para os cinco eletrodos GCE/MWCNT/MetaisOOH
(metais = ouro, paladio, cobre, niquel e cobalto), o PCA foi preparado por tratamento
das sensibilidades dos carboidratos e observou-se que cada sensor mostrou
desempenho em diferentes regides, isto € muito positivo, que € uma condigéo
desejavel para qualquer estudo de lingua eletrénica, isso justifica a inclusdo dos

cinco eletrodos preparados na matriz de sensores.

Figura 82 - Grafico de PCA para 5 eletrodos modificados de GCE/MWCNT/MetaisOOH
(metais = (B) ouro, (V) paladio, (9) cobre, (¥) niquel e (0) cobalto)
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Fonte: Autor (2015).

A reprodutibilidade analitica (% RSD) para os sensores foi estimada usando
solugdo padréo de 2,0x10-® mol L-! de glicose medida ao longo de 3 dias diferentes,
obtendo os seguintes percentuais: 3,2% para GCE/MWCNT/AuO, 6,8% para
GCE/MWCNT/PdO, 3,8% para GCE/MWCNT/CuOOH, 1,7% para
GCE/MWCNT/NIOOH e 6,3% para GCE/MWCNT/CoOO. As reprodutibilidades

analiticas apresentaram valores razoaveis, essa caracteristica é importante devido
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que os eletrodos s&o submetidos a analise de muitas amostras, exigindo manter a
sua estabilidade e reprodutibilidade.

As curvas analiticas para os agucares foram realizadas em solugao de 0,1
mol L' de NaOH com velocidade de varredura de 50 mV s' a fim de caracterizar
completamente os sensores utilizados. Observou-se em todos os estudos um
aumento do pico de corrente anddica, que foi linear com o aumento da concentragao
de acgucares.

A Tabela 16 mostra os parametros eletroquimicos para todos os agucares
estudados. Observou-se que a lingua eletrébnica formado pelos eletrodos
modificados GCE/MWCNT/MetaisOOH tem elevada sensibilidade amperométrica.
Os valores de limite de deteccao e quantificagdo sao proximos entre os analitos, o
que significa que os comportamentos dos diferentes agucares nos eletrodos séo
comparaveis. Portanto, € possivel aplicar a lingua eletrébnica na mesma faixa de

concentracao para todos os agucares considerados.
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Tabela 16 — Parametros analiticos para varios agucares na lingua eletrénica formada por
eletrodos modificados GCE/MWCNT/MetaisOOH em 0,1 mol L' de NaOH por voltametria
ciclica (v=50mV s™; n=3).

Paladio
Acucar LOD (mol L) LOQ (mol L) SA (4A mol L)
Glicose 3,2x10* 1,0x103 2,5x104
Xilose 3,8x10* 1,2x103 1,2x104
Galactose 8,7x10* 2,9x103 1,4x104
Manose 8,0x10° 2,7x10* 1,4x10%
Ouro
Glicose 6,4x10 2,1x103 7,3x103
Xilose 6,2x10 2,0x103 5,8x103
Galactose 5,7x10* 1,8x103 5,5x103
Manose 1,0x103 3,3x103 6,0x104
Cobre
Glicose 1,0x10 3,3x10* 5,1x10%
Xilose 6,0 x10° 1,9%x104 4,9 x104
Galactose 3,8x10* 1,2x103 4.2x104
Manose 3,6x10 1,1x103 7,2x104
Niquel
Glicose 2,3x10* 7,6x104 3,2x104
Xilose 3,8x10 1,2x103 3,9x104
Galactose 4,1x10% 1,3x10%3 4,7x104
Manose 4,7x104 1,5%103 4,2x10*
Cobalto
Glicose 3,1x10 1,0x103 8,4x104
Xilose 1,0x10 3,3x10* 6,8x104
Galactose 2,5x104 8,3x10 7,6x104
Manose 3,8x10* 1,2x103 6,9x104

Fonte: Autor (2015).



145

3.3. Construcao do modelo da Rede Neural artificial (ANN)

Para o estudo da lingua eletrbnica, um conjunto total de 46 misturas de
solugdes padrdes foram preparadas manualmente conforme mostrado na Figura 78,
36 amostras correspondente ao subconjunto de treinamento e 10 para o subconjunto
de teste com variagdo de concentragdes de 5,0x10“a 5,0x10 mol L' para cada
composto.

Estes padrdes foram primeiro analisados e depois usados para construir e
validar o modelo de ANN nas condigbes acima descritas, os conjuntos de treinos e
testes de amostras foram medidas empregando a matriz de sensores
GCE/MWCNT/MetaisOOH, obtendo um voltamograma completa para cada um dos
eletrodos e para cada uma das amostras. Devido a alta dimensionalidade e
complexidade de informagbes descritivas geradas (5 Voltamogramas por cada
amostra), foram utilizados como estratégia a compressao duplo com transformada
Wavelet e Causal Index Pruning.

Para construir a arquitetura definitiva (ANN) o melhor conjunto de coeficientes
foi selecionado através de compressdo Wavelet e pruning. Foram otimizados 4
funcdes de transferéncia utilizadas nas camadas oculta e na camada de saida, as
funcdes avaliadas foram tansig, logsig, satlins e purelin, € o nUmero de neurdnios na
camada oculta foi de 1 a 12 neurdnios.

Deste modo, foram avaliados 192 arquiteturas, a arquitetura final do modelo
da propagacédo da ANN possui 36 neurdnios de entrada, uma camada oculta com 5
neurénios e fungao de transferéncia tansig, uma camada de saida com 4 neurdnios
e funcao de transferéncia purelin.

A representacdo do modelo de desempenho do sistema € ilustrada na Figura
83. Esta figura mostra os graficos de comparagao entre as concentragdes previstas
vs. esperadas para os quatros agucares nos estudos realizados com os
subconjuntos de treinamento e teste, foram construidos para verificar a capacidade
de previsdo do modelo da ANN. Foi observado que a tendéncia satisfatoria foi
obtida, com a linha de regressao quase indistinguivel do tedrico para o subconjunto
de treinamento. A partir destes dados todas as espécies apresentaram bons
coeficientes de correlacdo com um valor de R = 0,999 no subconjunto de

treinamento.
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O modelo de previsao é satisfatorio para todos os acucares e a precisdo da

resposta obtida é confiavel. Os resultados obtidos para subconjunto de teste é mais

importante do que o subconjunto de treinamento, sdo proximos dos valores ideais,

com 0 para o intercepto, 1 para a inclinagdo e bom coeficientes de correlagéo

valores de R = 0,96.

Figura 83 — Capacidade de modelagem da lingua eletrénica utilizando dos eletrodos
GCE/MWCNT/MetaisOOH. Graficos de comparacdo das concentragdes prevista vs.
esperada para (A) glicose, (B) Xilose, (C) galactose e (D) manose, tanto para treinamento
(+, linha solida) e subconjuntos de teste (linha -, tracejado). Linha pontilhada corresponde a

tedrica Y = X.
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Fonte: Autor (2015).

Apos otimizar o desempenho, a lingua eletrbnica foi avaliada através de

estudos em amostras sintéticas de acucares mostrados na Tabela 17, com trés
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diferentes misturas de acucar. Como pode ser visto resultados encontrados estao

em boa concordancia com os esperados.

Tabela 17 — Resultados em amostras sintéticas obtidos através da lingua eletrénica formada
por eletrodos GCE/MWCNT/MetaisOOH na analise de Glicose, Xilose, Galactose e Manose

Amostras Glicose mol L Glicose encontrada mol L'
1 4,0x103 4,5x103
2 2,7x10°3 3,2x103
3 4,2x103 4,7x103
Xilose mol L Xilose encontrada mol L
1 3,6x103 3,6x103
2,9x103 2,2x103
3 3,5%x103 3,6x10°3
Galactose mol L' Galactose encontrada mol L
2,0x103 2,6x103
2,0x103 2,2x103
1,0x103 1,0x103
Manose mol L Manose encontrada mol L'
1 4,0x103 4,7x103
4,6x103 4,9x103
3 0,3x103 0,4x103

Fonte: Autor (2015).

4, CONCLUSAO

A aplicagao de uma lingua eletrénica formado eletrodos modificados contendo

nanoparticulas de oxi-hidréxido de metais CGE/MWCN/MetaisOOH foi descrito para

a deteccédo e quantificagcao de agucares em amostras sintéticas.

A resposta complexa obtida da lingua eletrbnica foi desenvolvida com

sucesso empregando uma rede neural artificial (ANN) de multicamadas que provou

ser especialmente adequado para a construgdo do modelo de resposta.

Esta lingua eletrbnica tem um enorme potencial para determinar agucares em

amostras de hidrolisados de bagaco de cana de agucar. O mérito do sistema

proposto € conseguir resolu¢cao de misturas de carboidratos, com um desempenho
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equivalente ao equipamento de HPLC, sem a necessidade de utilizar qualquer

componente de biosensores permitindo assim respostas mais estavel.
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CONCLUSOES

Foi desenvolvida a preparagao e utilizagdo do eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanotubos de carbono contendo Oxi-hidroxido de niquel
GCE/MWCNT/NIOOH para deteccao e quantificagdo de agucares em meio alcalino.

Foram estudados as constante de velocidade eletrocataliticas dos agucares
no eletrodo GCE/MWCNT/NiIOOH, esses estudos foram importantes para melhor
compreensao dos processos eletrédicos envolvidos no eletrodo
GCE/MWCNT/NIOOH durante a eletro-oxidacdo dos agucares para o
desenvolvimento de métodos analiticos acoplados em HPLC na deteccdo e
quantificacdo dos carboidratos presentes na Biomassa.

Foram desenvolvidos os métodos analiticos utilizando o HPLC com os
eletrodos GCE/MWCNT/NIOOH e GCE/MWCNT/CoOO para quantificagdo dos
agucares em amostras de bagacgo de cana de agucair,

O eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH apresentou limites de detecgédo de 2,5x10
mol L' para arabinose, 5,4x10° mol L-' para galactose, 3,4x10%mol L1 para glicose
e 6,6x10° mol L' para xilose. J&4 o eletrodo GCE/MWCNT/CoOO apresentou os
seguintes limites de detecgdo de 3,4x10°® mol L' para arabinose, 4,4x10% mol L™
para galactose, 3,6x10-°mol L-! para glicose e a xilose foi de 5,010 mol L.

Foi possivel observar que ambos os eletrodos apresentaram limites de
deteccdo semelhantes, outra caracteristica foi que em ambos os métodos foram
adequados na determinagdo dos agucares presentes nas amostras de bagacgo de
cana de acucar, sendo que no eletrodo GCE/MWCNT/NIOOH foi determinado
5,9 x10* mol L' de arabinose, 1,0x102 mol L' de glicose e 2,8 103 mol L' para
xilose.

A determinagdo dos acgucares utilizando o GCE/MWCNT/CoOO foi de
1,0x103 mol L' para arabinose, 7,2x10° mol L' para galactose, 3,0x10 mol L
para glicose e 2,4x10-3 mol L' para xilose.

Os valores nao foram iguais, pois as amostras foram processadas em dias e
lotes diferentes, porém as concentra¢des determinadas no bagaco e palha de cana
de agucar estao proximas quando comparados os eletrodos GCE/MWCNT/NIOOH e
GCE/MWCNT/Co0OO.

Os métodos desenvolvidos mostraram serem seletivos e sensiveis. Estas

propriedades fazem com que estes novos métodos poderdo ser uma alternativa
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interessante para outras aplicagbes analiticas, envolvendo diferentes amostras
lignocelulosicas.

Os eletrodos GCE/MWCNT/NIOOH e GCE/MWCNT/CoOO podem ser
utilizado como um detector amperométrico para a determinagcdo dos agucares por
HPLC com consideravel precisdo sem a necessidade de derivatizagado e os métodos
analiticos nao sofreram nenhuma interferéncia, mesmo em amostra complexa como
€ 0 bagacgo de cana de agucar apresentando consideravel confiabilidade.

Como alternativa, foi estudado um método que nao requereu o uso de HPLC
para determinagdo dos acgucares, foi desenvolvido um lingua eletrénica utilizando
uma matriz de 5 sensores modificados com nanoparticulas de Oxi-hidroxido de
metais (paladio, ouro, cobre, niquel e cobalto) empregando uma rede neural
artificial.

Esta lingua eletrénica tem um enorme potencial para determinar agucares em
amostras de hidrolisados de bagago de cana de agucar. O mérito do sistema
proposto foi conseguir determinar diferentes acucares em uma mistura de
carboidratos sem a necessidade de utilizar qualquer componente de biosensores,

permitindo assim respostas mais estavel.
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