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Resumo

Os acidos urénicos, D-galacturénico e D-glucurénico sdo encontrados em
materiais lignocelulésicos e podem ser utilizados na industria de alimentos e
quimica. Estdo presentes na estrutura fibrosa do bagago de cana-de-agucar e néo
sdo oxidados eletroquimicamente em eletrodos de carbono vitreo. Para isto foi
desenvolvido um detector modificado com nanoparticulas de cobre através da
eletrodeposi¢cao potenciostatica. Os acidos D-galacturénico e D-glucurénico se
oxidam de modo irreversivel em potenciais de 0,45 e 0,48 V vs Ag/AgCl,
respectivamente em voltametria ciclica. Outras técnicas voltamétricas tais como
voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada também foram
estuda e o limite de detecdo foi na ordem de 10° mol L' e a sensibilidade
amperométrica na ordem de 10* uA mol L™, O eletrodo desenvolvido foi utilizado em
cromatografia com detecgdo amperométrica pulsada em célula wall-jet. Uma coluna
de troca anidnica Carbo Pac Pa10 foi utilizada para separagao dos acidos urdnicos
em condicdes isocraticas, em fase mével contendo 0,1 mol L' de NaOH com 0,280
mol L' de CH;COO'Na*, potencial de detecgdo de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL
min™. A separacdo dos acidos foi realizada em menos de 15 min. O limite de
detecao ficou entre 5,8x107 e 7,3x107" mol L™ e a sensibilidade amperométrica foi de
3,621,8 x10° pA mol L™ e de 1,9+1,0x10° pA mol L™ para os acidos D-galacturdnico
e D-glucurdnicos, respectivamente. O método foi aplicado em amostras reais de
bagacgo de cana-de-agucar hidrolisado e a quantidade encontrada nesta amostra foi
de 15,840,5 g/kg de acido D-galacturénico e 12,5+0,5 g/kg para o acido
D-glucurdnico. Os resultados demonstram que o método proposto pode ser utilizado
para a deteccido desses acidos sem a necessidade de derivatizagdo com as

vantagens de ter menos interferentes, mantendo adequadas precisao e exatidao.

Palavras-Chaves: Biomassa. Acidos urénicos. Nanoparticulas. HPLC.



Abstract

Uronic acid, D-glucuronic acid and D-galacturonic are found in lignocellulosic
materials and can be used in the food industry and chemical industry. They are
present in the fibrous structure of the sugarcane bagasse and are not oxidized at
glassy carbon electrodes. For this we developed a detector modified with copper
nanoparticles by potentiostatic electrodeposition. D-galacturonic acid and D-
glucuronic irreversibly oxidize at potentials of 0.45 and 0.48 V vs. Ag/AgCl,
respectively in cyclic voltammetry. Other voltammetric techniques such as differential
pulse voltammetry and square wave voltammetry were also studied and the detection
limit was in the order of 10 mol L™ and amperometric sensitivity in the order of 10
mol L.

The developed electrode was used in chromatography with pulsed amperometric
detection in wall-jet cell. An anion exchange column, Carbo Pac PA10, was used for
separation of uronic acids in isocratic conditions, mobile phase containing 0.1 mol L
NaOH and 0.28 mol L' CH;COO'Na*, the detection potential of 0.45 V vs. Pd and
flow rate of 1.0 mL min™'. The separation of the acids was complete within 15 min.
The detection limit was between 5.8x107 and 7.3x107 mol L, the amperometric
sensitivity was 3.6 + 1.8x10° and 1.9 +1,0 x 10° mol L' to D-galacturonic acid and
D-glucuronic, respectively. The method was applied to real samples of 300 mg of
hydrolyzate bagasse. The value found in this sample was 15.8+0.5 g/kg of D-
galacturonic acid and 12.5+0.5 g/kg to D-glucuronic acid. The results demonstrate
that the proposed method can be used to detect these acids without the need for

derivatization with the advantage of having fewer interfering, considerable accuracy.

Key Words: Biomass. Uronic acids. Nanoparticles. HPLC
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Voltamogramas ciclicos sucessivos de nanoparticulas de cobre em
superficie de carbono vitreo em solugdo de 0,1 mol L™ NaOH,
v=50mVs™.

Grafico de Nyquist para o eletrodo de GC sem modificagéo (=) e
modificado com as nanoparticulas de cobre (e) em solugéo de
2,5x107 mol L de Fe(CN)s*™*, potencial de 0,22 V.

MEV da superficie do eletrodo a) GC sem modificagdo, b) imagem
de uma nanoparticula de cobre oxidada, ampliagdo de 150 000
vezes, c) e d) superficie modificada com as CuNP, ampliagdo de

1000 e 5000 vezes, respectivamente.

Respectivo espectro de EDX das nanoparticulas eletrodepositadas
sobre carbono vitreo a partir da solugdo de 2,0x10° mol L™ de

CuCly, no potencial de -0,4 V por 120s.

Voltamograma ciclico de 1,0 x10™ mol L™ de acido D-galacturénico
(@) e 1,0 x10° mol L' de D-glucurénico (b) na presenca de

0,1 mol L™" NaOH como eletrélito suporte (c), v =50 mV s™.

Voltamograma ciclico de 1,0 x10™ mol L™ de acido D-glucurénico
na presenca (a) e na auséncia (b) de eletrodo modificado com
nanoparticulas de cobre em 0,1 mol L de NaOH. Em (c),
voltamograma somente do eletrdlito suporte em eletrodo sem

modificagdo, v=50 mV s™.

Voltamograma ciclico em diferentes velocidades de varredura para

1,010 mol L™ de acido D-galacturénico em 0,1 mol L ™' de NaOH

Corrente de pico anddica em fungao da velocidade de varredura

para 1,0 x10 mol L™ de acido D-galacturdnico em 0,1 mol L™ de

53

54

55

55

56

57

57

58



Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Figura 30 -

Figura 31 -

Figura 32 -

Figura 33 -

NaOH em eletrodo de CuNP.

Estrutura do acido D-galacturénico e D-glucurdnico,

respectivamente.
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Voltamograma de onda quadrada para diferentes frequéncias de
1,0x10™ mol L™ de acido D-glucurénico em 0,1 mol L™ de NaOH
em CuNP (AEs = 2,0 mV e Egy = 25 mV).

Influéncia da frequéncia na corrente de pico anddico de 1,0x107°
mol L™ de &cido D-glucurénico em 0,1 mol L' de NaOH em CuNP
(AEg = 2mV e Egy, = 25 mV).

Influéncia do aumento da amplitude dos pulsos com a corrente de
pico anddica para 1,0x10° mol L™ de acido D-glucurénico com 0,1
mol L™" de NaOH em CuNP (AEs =2,0 mV e f= 10 Hz).
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Eqw = 25 mV).

Influéncia do aumento do incremento de varredura de potencial
com a corrente de pico anddica para 1,0x10° mol L™ de acido D-
glucurdnico com 0,1 mol L™ de NaOH em CuNP (AEg, = 25mV e
f=10 Hz).
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Voltamograma de pulso diferencial para 1,0x10° mol L™ de &cido
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Influéncia da velocidade de varredura para 3,0x10* mol L de
acido D-glucurénico em 0,1 mol L™ de NaOH (a) e a influéncia do
potencial a meia altura na resolug¢ao dos picos. Ep= 50,0 mV, tp=
5,0 ms.

Variagdo da amplitude do potencial de pulso para 3,0 x10™ mol L™
de acido D-glucurdnico em 0,1 mol L' de NaOH em CuNP, (a) em
relagdo a corrente de pico anddica e (b) em relagdo a largura do

pico a meia altura. tp =5,0ms ,u=5,0mVs™".

Variagcdo do tempo de pulso para 3,0 x10° mol L de &cido
D-glucurénico em 0,1 mol L' de NaOH em CuNP, (a) em relagéo a
corrente de pico anddica e (b) em relagao a largura do pico a meia
altura. Ep=50,0mVev=50mVs’.

Curvas analiticas para uma solugéo de acido D-galacturdnico (a) e
D-glucurdnico (b) em 0,1 mol L™ de NaOH empregando a técnica
de voltametria de pulso diferencial. AEp= 50,0 mV, tp= 50,0 ms,
v= 5,0 mV s. Em destaque no canto superior do grafico (a), a

melhor visualizagao da regido de menor concentragao.

Efeito da concentragcado de ions acetato no tempo de retengao dos
acidos (=) -D-galacturénico e (e) D-glucurénico. Fluxo: 1,0 mL
min”'. Potencial de deteccdo 0,45 V vs Pd. Coluna CarboPac

PA10.

Efeito da concentracdo de ions acetato na largura do pico a meia
altura dos acidos (=) D-galacturénico e (e) D-glucurénico. Fluxo:
1,0 mL min™'. Potencial de deteccao 0,45V vs Pd.Coluna CarboPac
PA10.
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Pulso amperométrico para a detecgdo cromatografica dos acidos

urébnicos em eletrodo de CuNP

Variagdo do potencial aplicado pela area do pico na deteccao dos
acidos (=) D-glucurbénico e (e) D-galacturénico em eletrodo de
CuNP. Fluxo: 1,0 mL min™". Fase mével: 0,1 mol L' de NaOH com
0,28 mol L' de CHsCOONa*. Coluna CarboPac PA10.

Perfil cromatografico em diferentes potencial E4, (e) 0,35 (o) 0,40
(e) 0,45, (®) 0,55 e (o) 0,50 V vs Pd, em detector modificado com
CuNP para separagao dos acidos (1) D-galacturénico, 8,76 min e
(2) D-glucurénico,11,55 min. Fluxo: 1,0 mL min~'. Fase movel: 0,1
mol L de NaOH com 0,28 mol L' de CHsCOO'Na*. Coluna
CarboPac PA10.

Eluicdo isocratica para a) acido D-galacturbnico, 8,75 min e b)
acido D-glucurdnico, 11,57 min. Fase mével de 0,1 mol L' de
NaOH com 0,28 mol L de CH;COONa® com potencial de
detecgdo de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™.

Cromatograma de separagao isocratica para (1) acido D-
galacturdnico, 8,75 min e (2) acido D-glucurénico, 11,56 min. Fase
mével de 0,1 mol L™ de NaOH com 0,28 mol L™ de CH;COO'Na*
com potencial de deteccdo de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL
min”".

Cromatogramas de corrida isocratica do (1) acido D-galacturdnico,
8,74 min e (2) acido D-glucurdénico, 11,56 min em detector de
CuNP e em detector de GC (o). Fase mével de 0,1 mol L de
NaOH com 0,280 mol L' de CH;COONa® com potencial de
deteccao de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™".
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Figura 53 -

Figura 54 -

Figura 55 -

Figura 56 -

Cromatograma para separagao isocratica (1) D-(+)-glicose, D-(+)-
xilose, D-(+)-manose D(-)-arabinose, (2) acido D-galacturdnico e
(3) acido D-glucurénico em detector de CuNP. Fase mével de 0,1
mol L™ de NaOH com 0,280 mol L' de CH;COONa® com

potencial de deteccdo de 0,45V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™.

Curva analitica para (a) acido D-galacturénico e (b) acido D-
glucurdnico na técnica de HPLC. Fase mével de 0,1 mol L™ de
NaOH com 0,280 mol L' de CH3;COONa* com potencial de
detecgao de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™.

Cromatograma para a amostra hidrolisada do bagag¢o de cana-de-
agucar. Em (a) o pico (1) referente a oxidagdo dos componentes
da amostra, 2,02 min e em (b) a ampliagdo nos referidos tempos
de retengdo para (2) acido D-galacturdnico, 8,82 min e (3) acidos
D-glucurénico, 11,67. Fase movel de 0,1 mol L' de NaOH com
0,28 mol L' de CH3;COO'Na* com potencial de detecgéo de 0,45 V

vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™.

Método da adigao de padrao para o acido (a) D-galacturdnico e (b)
D-glucurdnico em eletrodo de CuNP utilizados como detectores
amperométricos em HPLC. Eluigéo isocratica. Fase mével de 0,1
mol L™ de NaOH com 0,28 mol L™ de CH;COONa* com potencial
de deteccgao de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™".
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1 INTRODUGAO

1.1 Material lignocelulésico

Atualmente, a conversdo de material lignocelulésico em agucares
fermentesciveis para a produ¢ado de biocombustiveis de segunda geracédo e demais
subprodutos com valor agregado vem sendo considerada uma alternativa
promissora para aumentar a produgéo de etanol, produtos quimicos e energia.

Dentro desse contexto surgem as biorrefinarias. O Laboratério Nacional de
Energia Renovavél dos Estados Unidos, NREL, define biorrefinarias como
instalagdes industriais que visam a conversao de biomassa de diferentes fontes em
diversos produtos, tais como combustiveis, energia e commodities industriais, além
de intermediarios quimicos."

Através da producdo de varios produtos, uma biorrefinaria pode tirar vantagem
dos diferentes componentes da biomassa e intermediarios e maximizar o valor
obtido a partir da matéria-prima. A biorrefinaria poderia, por exemplo, produzir um ou
varios produtos em menor quantidade, mas de alto valor, produtos quimico de baixo
valor, mas em maiores quantidades e combustivel liquido, enquanto a geracao de
eletricidade advindo do calor do processo pode ser utilizado para seu proprio uso e,
talvez, o suficiente para venda de energia elétrica. Os produtos melhoram a
rentabilidade, o combustivel ajuda a satisfazer as necessidades energéticas e a
producdo de energia reduz custos e evita emissdes de gases de efeito estufa.’

As biorrefinarias podem utilizar diversas fontes de biomassa, entre elas materiais
lignoceluldsicos, tais como: cavacos de madeira, serragem, residuos que contenham
amido, bagaco de cana, soja, milho, farelo de mandioca, entre outros.

No Brasil, a quantidade de residuos lignocelulosicos gerada anualmente é de
aproximadamente 350 milhdes de toneladas.? Considerando que uma das principais
fontes de materiais lignoceluldsicos € o setor sucroalcoleiro e adotando o teor de
celulose, hemicelulose e lignina no bagago como parametro de comparagao, chega-
se a quantidade potencial respectivamente de 164,5 , 96,25 e 71,05 milhdes de
toneladas respectivamente, que podem ser obtidas a partir de residuos
lignoceluldsicos no Brasil.?

Os materiais lignocelulésicos sdo formados por estruturas duras e fibrosas,

compostas majoritariamente pelos polissacarideos celulose e hemicelulose e
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também por lignina. O termo hemicelulose é aplicado aos polissacarideos,
compostos por diferentes unidades de agucares, formando cadeias ramificadas que
representam os substratos que podem ser utilizados para a producdo de etanol e
demais subprodutos.

A composi¢ao quimica do bagago da cana é mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 - Componentes quimicos do bagago da cana, base seca®.

Componentes do bagacgo %
Holocelulose 77,80
Lignina insoluvel em acido 20,40
Lignina soluvel em acido 1,40
Soluveis em etanol benzeno 5,40
Soluveis em agua quente 10,20
Cinzas 3,30
Acidos Urénicos 4,20

A hemicelulose é encontrada no bagacgo da cana-de-agucar na proporg¢ao de 25 a
27% podendo ser constituida por unidades de xilose, manose, glicose, galactose e
arabinose, sendo esses agucares fermentesciveis para o processo de obtengao de
etanol celulésico.*

Na pectina, que envolve a hemicelulose em porcentagens que variam de 5 a
24%, encontram-se os acidos urénicos (D-glucurénico e D-galacturdnico) e outros
acucares em concentragcdes menores. Estes acidos urénicos ndo sdo metabolizados
pela levedura Saccharomyces cerevisiae na obtengéo de etanol celulésico, pois esta
levedura apresenta baixa afinidade por esses acidos.® No entanto, essas pectinas
sdo de grande interesse para as biorrefinarias, pois sdo uma potencial fonte de
matéria-prima para bioprocessos.

Com isso, os acidos urdnicos que nao sao metabolizados na produgao de etanol,
podem ser recuperados dentro do conceito de biorrefinaria, podendo ser
comercializado diretamente para a utilizacao na industria alimenticia, como agente
acidificante e na industria quimica como agente tensoativo. Essa comercializagao
direta deve-se ao fato desses acidos terem sua base carregada negativamente,
caracteristica que pode ser explorada para sua recuperagao com alto rendimento e

pureza. Eles também podem ser transformados quimica ou enzimaticamente em
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substancias de maior valor agregado como o acido mucico, meso-galactarico e o
acido L-galactonico.®

Para a conversdao da biomassa lignocelulésica existem basicamente dois
processos envolvidos: a hidrdlise quimica ou enzimatica. O custo dessa
bioconversao a partir de materiais lignocelulésicos é relativamente alto com base em
tecnologias atuais’ e os principais desafios sdo o baixo rendimento e alto custo do
processo de hidrdlise.

Diversas estratégicas para aperfeigoar a conversao de materiais lignocelulésicos
tém sido demonstradas em escala laboratorial e piloto. O conceito geral envolve pré-
tratar a matéria bruta para entdo submeté-la a hidrolise enzimatica ou quimica. Para
isso, é necessario “abrir’ a estrutura da fibra do vegetal de forma a permitir que
esses materiais possam ser bioconvertidos em demais produtos com maior valor
agregado. Portanto é necessario conhecer os componentes menores da biomassa,
como proteinas, acidos orgéanicos e outros materiais ndo-estruturais para melhor
adaptar o processo e assim permitir a sua recuperacao em escala industrial.

O conhecimento da composicdo da matéria-prima permite a avaliagdo dos
rendimentos de conversao e € de primordial importancia. Portanto, a contribuicao
dos acidos urdnicos para essas biorrefinarias e sua quantificagdo no bagaco da
cana-de-agucar é fundamental para ser possivel seu aproveitamento dentro do

conceito de biorrefinaria.
1.2 Eletrodos quimicamente modificados

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido por Murray et al
em 1975 para designar eletrodos com espécies quimicamente ativas,
deliberadamente imobilizadas em suas superficies, com o objetivo de pré-
estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucdo.® A
modificagao da superficie do substrato pode estabelecer uma boa estratégia para se
obter uma ampla aplicabilidade da metodologia eletroanalitica.® Também em 1975
com Murray, surgiu o classico artigo que descreve a modificacdo quimica da
superficie de eletrodos de SnO; via organosilanos.?

Os substratos de metais condutores tais como, Au, Ag e Pt e eletrodo de carbono
sdo mais convenientes para a modificagdo superficial. As imobilizacdes de espécies
quimicas ativas para a construcao de EQMs e suas aplicagdes tém gerado grande
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interesse, principalmente em relacdo a melhoria da seletividade e detectabilidade
das técnicas eletroquimicas em comparac&o aos eletrodos ndo modificados.'*"'2

A partir destes trabalhos pioneiros, a preparacédo e utilizacdo de EQMs tém se
expandido de forma bastante acentuada, como pode ser inferido do expressivo
numero de artigos publicados sobre este tema nos ultimos anos. Além da
eletroanalise, que tem se destacado como uma das areas mais ativas neste campo,
os EQMs tém sido utilizados para outros fins que nao analiticos, incluindo estudos
basicos de eletrocatalise, cinética de transferéncia de elétrons, permeacao de

membranas, sintese eletroorganica e fotoeletroquimica.
1.3 Eletrodos quimicamente modificados com cobre

O desenvolvimento e aplicacdo de eletrodos quimicamente modificados com
cobre (EQM-Cu) tém apresentado crescente interesse nas areas de ciéncias e
tecnologia devido ao seu desempenho na oxidagdo dos carboidratos e sua detecgao
ser superior aos eletrodos de platina e ouro em quase todos os aspectos. ™

Eletrodos de carbono vitreo modificados com cobre sdo de grande interesse,
uma vez que os estudos mostram ser possivel a quantificacdo de agucares mesmo
em baixas concentracdes.'*'® Além disso, os acidos urdénicos ndo exibem nenhuma
corrente significativa em voltametria ciclica quando ndo ha modificagdo no eletrodo
de carbono vitreo (GC), empregado no lugar do modificado com cobre." Outra
vantagem para o uso desses eletrodos € a capacidade desses acidos em formar
complexos com fons cupricos. '

Eletrodos modificados com cobre em solugdo fortemente alcalina tém sido
aplicado nos processos de oxidagao de carboidratos e derivados dos agucares tais
como os acidos alditéis, alddnicos, urdnicos e aldaricos. O uso desse tipo de
eletrodo para oxidacdo de compostos nas regides positivas (0,5 a 0,6 V vs ECS)
apresenta grande vantagem pois em regides de potencial positivo o cobre é mantido
principalmente na forma cuprico, diminuindo a corrente de fundo e maximizando sua

utilizacdo na oxidacdo dos carboidratos.
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1.4 Eletrodos quimicamente modificados com nanoparticulas de cobre

O campo da nanociéncia e nanotecnologia compreende dimensdes na ordem
de 1 a 100 nm, o que possibilita entender, controlar e explorar a matéria em seu
momento de origem. Desta forma €& possivel intervir no processo original e decidir
em que etapa de crescimento se presta uma dada estrutura em funcdo de suas
propriedades fisicas e quimicas. Explorar estas propriedades pode assegurar a
criagdo de dispositivos a nivel atdmico, molecular e supramolecular, o que constitui
requisito essencial para a produgdo em qualquer area de interesse."’

Estes nanodispositivos permitem investigar processos eletroquimicos em
sistemas anteriormente ndo possiveis de serem estudados utilizando os macro
eletrodos. Exemplos de oportunidades unicas fornecidas pelas nanoestruturas
incluem a possibilidade de estudos eletroquimicos em meio que apresenta alta
resistividade, como os solventes organicos, solugdes com baixos teores de
eletrélitos suporte ou na sua completa auséncia, além de permitirem investigagao de
processos cinéticos que ocorrem em dimensdes ultra-microscopicas. '®

Dentre as diversas técnicas para modificacdo dos eletrodos com nanoparticulas
(decomposicdo térmica, microemulsdo e eletrodeposicdo),’ a eletrodeposicéo tém
sido uma das mais empregadas.20 Isso se deve a simplicidade da técnica, baixo
custo, processamento a temperatura ambiente, além de possibilitar um maior
controle no processo de nucleacéo e crescimento sobre a superficie do eletrodo, o
qual é fundamental para a obtencédo de nanoparticulas com dimensdes uniformes e
densidade controlada. Esta ultima condi¢ao € alcangada controlando-se o potencial,
a corrente, a carga e a composi¢cao quimica da solugao (concentracdo da espécie
eletroativa, eletrdlito suporte e pH).

Modificar os eletrodos com nanoparticulas apresentam quatro grandes
vantagens: melhor transporte de massa, catalise, area superficial altamente eficaz e
melhora na relagao sinal/ruido.

Existem diversas técnicas de eletrodeposicdo dependendo do sistema
eletroquimico e das propriedades desejadas para o depdsito. A eletrodeposigao
geralmente é realizada de dois modos principais: deposi¢ao potenciostatica, quando
o potencial entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia € mantido constante no
tempo e a variagao da corrente elétrica, que ocorre durante o processo, informa a

taxa com que ocorrem as reagdes eletroquimicas; ou deposicdo galvanostatica,
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quando a corrente entre eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo é mantida
constante no tempo.
A eletrodeposicado potenciostatica de nanoparticulas de cobre (CuNP) foi

realizada por J.Yang,?'

0 qual desenvolveu um sensor para glicose a partir de
nanotubos de carbono incorporado com nanoparticulas de oxido cuprico (CuO).
Primeiro as CuNP foram eletrodepositadas sobre os nanotubos em potencial
constante e em seguida, foram oxidadas a CuO utilizando a técnica de voltametria
ciclica. A atividade eletrocatalitica de CuO foi investigada em condi¢gbes alcalinas
utilizando voltametria ciclica e cronoamperometria.

L.Wen-Zhi,?* desenvolveu um sensor eletroquimico para a oxidacdo de H,O, no
eletrodo de CuNP, o qual também demonstrou boa resposta. As CuNP eram
catodicamente depositadas sobre a superficie de carbono vitreo em uma solucéo de
CuCl; no potencial de -0,4 V. Em seguida as nanoparticulas eram convertidas em
oxido de cobre utilizando a técnica de voltametria ciclica no intervalo de potencial de
-0,5a 0,3V em 0,1 mol L de solugdo de NaOH. O mecanismo de formagdo das
nanoparticulas foi investigado por voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia
eletroquimica e microscopia eletrdnica. A deteccdo cronoamperométrica de H2O, foi
realizada em 0,2 V com 0,01 mol L de solugdo de NaOH, obtendo um limite de
detecgao de 0,2 nmol L. Assim, os eletrodos modificados com CuNP sobre carbono
vitreo podem constituir-se um dispositivo altamente promissor para a detecgao
eletroquimica dos acidos urdnicos presentes na fibra da cana-de-agucar utilizando a

técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
1.5 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (CV) € uma das técnicas mais utilizadas para adquirir
informacgdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos, pois apesar de nem
sempre fornecer resultados com elevada detectabilidade, permite que se obtenha
rapidamente informacdes sobre um sistema eletroquimico. A causa da menor
detectabilidade (comparada a outras técnicas voltamétricas) é devido a variagao
continua do potencial aplicado, que ao ser variado gera corrente capacitiva, que vai
se somar a corrente faradaica. Em baixas concentracdes do analito a contribuicao
da corrente capacitiva se torna significativa e como geralmente ndo pode ser

distinguida da corrente faradaica, dificulta a analise.
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Um voltamograma ciclico indica em que regido de potencial determinada reagao
de oxidacao ou redugao ira ocorrer. A técnica também fornece outras informacdes a
respeito de um sistema, como: reversibilidade do processo, numero de elétrons
envolvidos, formacao de espécies intermediarias, processo difusional ou adsortivo,
area efetiva do eletrodo, entre outros.?®

Os parametros mais importantes que podem ser obtidos a partir de um
voltamograma ciclico sdo: potencial de pico anddico (Epa), potencial de pico catddico
(Epc), corrente de pico anddico (ipa), corrente de pico catodico (ipc) € a diferenca entre

o potencial de pico anddico e de pico catddico (AEp), como ilustra a Figura 1.

Figura 1 - Esquema de um voltamograma ciclico reversivel demonstrando os principais
parametros eletroquimicos que podem ser obtidos.?*
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O tipo de voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox que o
composto em questdo sofre na superficie do eletrodo. Portanto, a partir dos
principais parametros extraidos de um voltamograma ciclico pode-se obter
informacgdes relacionadas a reversibilidade do sistema em estudo, bem como a
elucidagdo de mecanismo de reacgdes eletroquimicas, deteccdo de existéncia de
reagcoes acopladas a processos eletroquimicos, identificacdo de espécies presentes
em solucdo (bem como de intermediarios) e analise semiquantitativa das
velocidades de reacao.

Existem dois componentes principais que determinam as reagdes que podem

ocorrer no eletrodo: a transferéncia difusional de massa do analito em solugéo para
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a superficie do eletrodo e a transferéncia heterogénea de carga entre o analito e o
eletrodo, em alguns casos ainda pode ocorrer reagdes quimicas acopladas a alguns
destes processos. Em funcdo desses componentes, os sistemas podem ser
classificados como reversiveis, irreversiveis ou quase irreversiveis (Figuras 2 e 3).
2526 Esta classificacdo dos processos que ocorrem no eletrodo foi inicialmente

proposta por Matsuda e Ayabe.25

Figura 2 - Voltamograma ciclico para um sistema irreversivel.?

Figura 3 - Voltamograma ciclico para um sistema quase-reversivel.®

iAﬁ

— reversivel
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1.6 Voltametria de varredura linear

Dentre as técnicas voltamétricas a voltametria de varredura linear (LSV)
destaca-se pela simplicidade, em que uma variagdo de potencial é aplicada
linearmente no intervalo de tempo estudado, sendo extensivamente utilizada no
estudo de cinética eletrédica e mecanismos reacionais, apresentando limites de
deteccdo da ordem de 10°mol L. Esta técnica possibilita a aplicacdo de
velocidades de varredura relativamente altas (at¢ 1000 mV s™), no entanto ndo
apresenta limites de deteccdo muito baixos.?

A corrente ¢é lida de forma direta, em fungao do potencial aplicado. Desta forma a
corrente total lida possui contribuicbes tanto da corrente faradaica quanto da
corrente capacitiva, o que prejudica em muito a aplicacdo desta técnica para
aplicagdes quantitativas. A Figura 4 ilustra como os voltamogramas de varredura

linear sdo obtidos.

Figura 4 - Representacdo esquematica da voltametria de varredura linear; a)variagdo do
potencial como o tempo, b) variagdo da corrente como o potencial.26
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1.7 Voltametria de onda quadrada

Na Voltametria de Onda Quadrada (SWV), a forma do pico de corrente
resultante € proveniente da aplicagdo de potenciais de altura AEs (amplitude do
pulso aplicado), que variam de acordo com uma escada de potencial com largura
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AEp e duragéo t (periodo). As curvas de corrente-potencial apresentam perfil bem
definido e sdo, geralmente, simétricas, isto porque as correntes sdo medidas
somente no final de cada semiperiodo e as variagées na altura e na largura do pulso
de potencial sdo sempre constantes, para um determinado intervalo de potencial .
As correntes elétricas sdo medidas ao final dos pulsos diretos (1) e reversos (2) e o
sinal € dado como uma intensidade da corrente resultante (Al) de forma diferencial, e
apresenta excelente detectabilidade e baixa contribuicdo da corrente capacitiva.?” A

Figura 5 apresenta um detalhamento da forma de aplicagdo do potencial.

Figura 5 - Forma de aplicagdo do potencial na voltametria de onda quadrada.?’

LE ~—_ L
| |
E 5 =
i v
U
Tempo

De acordo com a teoria, magnitude, perfil e posicao dos picos redox dependem
do grau de reversibilidade e do valor do coeficiente de transferéncia eletrbnica da
especie eletroativa, sendo que o carater da reacdo redox pode causar um aumento
ou diminuicdo significativa na resposta obtida.?® A Figura 6 apresenta os
voltamogramas tedricos de SWV associados a processos (1) reversivel e (2)

irreversivel, com a separacao das correntes direta, inversa e resultante.
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Figura 6 - Voltamogramas esquematicos de onda quadrada onde 1) representa um
processo redox de um sistema reversivel e 2) de um sistema irreversivel.?®
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1.8 Voltametria de pulso diferencial

Esta modalidade de medicéo voltamétrica foi introduzida por Barker e Jenkin em
1958.2” Tem como objetivo diminuir o limite de deteccdo das medidas voltamétricas
pelo substancial aumento da discriminacdo entre a corrente faradaica e capacitiva,
permitindo uma quantificacédo de até 10 mol L%

Na voltametria de pulso diferencial (DPV) a programacgao de potencial é feita
aplicando-se um pulso de potencial superposto em uma rampa de potencial
linearmente crescente e cada etapa de aplicacao de pulso é definida pela varredura
de potencial utilizado. O pulso aplicado € de pequena amplitude (10 a 100 mV) e é
imposto durante 50 a 60 ms perto do final da vida da gota de mercurio (f).%

Como pode ser visto na Figura 7 duas medidas de corrente sao feitas
alternadamente, uma em S1 logo antes da aplicagdo do pulso e outra em S2,
imediatamente apds o final do pulso. A diferengca de corrente por pulso Ai é
registrada em fungdo do aumento linear da voltagem. Como resultado, temos uma
curva diferencial com um pico, em que a altura do pico é diretamente proporcional a

concentracgo.*
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Figura 7 — Representacdo esquematica da aplicagdo de potencial em funcao do tempo
voltametria de pulso diferencial em (a) instrumento analdgico e (b) instrumentos digitais. A
corrente é amostrada em S1 e S2 e a diferenca entre elas é registrada. *
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1.9 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica de separagao
que consegue realizar separagdes e analises quantitativas de uma grande variedade
de compostos presentes em diversos tipos de amostras em um tempo curto, com
alta resolucao, eficiéncia e detectabilidade.® Utiliza colunas fechadas que contém
particulas muito finas que proporcionam separagdes eficientes.

Dentro da HPLC existem diferentes mecanismos que governam a separagao de
misturas. De acordo com esses mecanismos pode-se classificar a cromatografia
liquida em: cromatografia por adsorgdo, cromatografia por particdo, cromatografia
com fase ligada, cromatografia liquida quiral, cromatografia por troca ibnica,
cromatografia por bioafinidade e cromatografia por exclusdo.®

A Cromatografia por troca ibnica € um método de absorcdo que baseia-se na
interagao eletrostatica entre o soluto e a fase estacionaria, buscando o equilibrio de
troca entre ions em solugéo e ions de mesmo sinal na superficie de um sélido que
deve ser insoluvel e de alto peso molecular. A amostra a ser separada € geralmente
uma solugao aquosa contendo ions organicos e inorganicos; na superficie da fase

estacionaria cations e anions sao covalentemente ligados e ions sdo trocados com a
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fase movel, separando assim os ions que n&o interagem com a resina daqueles que
se ligam com os grupos carregados.*®

Verpoorte e Svendsen,*” em 1974, divulgaram a técnica de cromatografia por
troca ibnica como uma das mais promissoras para a separagao de misturas
complexas de alcaldides utilizando um detector de absor¢do no ultravioleta. O
sistema de detecgédo foi util para a separagado da maioria dos compostos organicos,
como os corantes, as proteinas, os produtos farmacéuticos e os polimeros
sintéticos. Porém, ainda continuava sendo um entrave para a separacéao dos analitos
que nao apresentam grupos cromoéforos, pois esses ndo absorvem luz na regido do
ultravioleta visivel.®*°

Enquadra-se nesse contexto os acidos urénicos. Eles ndo podem ser detectados
por absor¢cao devido a falta de grupos croméforo e fluoréforos na sua estrutura
molecular, o que limita sua deteccdo pelos ftradicionais métodos
espectrofotométricos. Assim, para ser detectado por esses meios € necessario que
sejam derivatizados. No entanto, muitas vezes a derivatizacdo é afetada pela
complexidade da matriz, resultado em derivatizagdes incompletas ou na producao
de multiplos produtos derivatizados.*’

Os métodos tradicionais para que os acidos urénicos possam ser detectados séo

13233 e o0 meta-

baseados em colorimetria utilizando &cido sulfurico-carbazo
hidroxidifenil,>*** que derivatirizam o acido urénico para que assim possam ser
detectados. Porém esses métodos quantificam somente a totalidade de &acidos
urénicos presentes na amostra. Assim os resultados da determinagdo ndo sao os
valores especificos de cada acido urbnico. Além disso, esses métodos de
determinagcédo exigem um tempo consideravelmente longo de analise além da
complexidade de sua execugao.®’

A cromatografia liquida com troca anibnica acoplada com deteccao
amperométrica pulsada tem se destacado na deteccdo de acucares e acidos
organicos.”” Essa nova técnica tem prontamente resolvido os problemas acima
mencionados. Com base na diferengca de permuta ibnica entre os acidos urénicos e
a fase estacionaria, ocorre a separagao. A deteccao eletroquimica (ED), que é
normalmente operada em modo amperométrico, ganhou certa popularidade para a
deteccdo de acucares, alditdéis e acidos urbnicos sem a necessidade de serem
derivatizados.***! Além disso, o método tem a vantagem de ser simples, com alta

sensibilidade e baixo limite de detecgéao.
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Os eletrodos de metais nobres (Pt, Au) sdo muito utilizados como detectores
eletroquimicos. A grande falha da detecgdo amperométrica € a perda de atividade
durante detec¢des anddicas de substancias orgénicas. A deteccdo amperométrica
pulsada (PAD) soluciona esse problema da atividade perdida em metais nobres,
alternando polarizagbes anddica e catddica para limpar e reativar a superficie do
eletrodo.** *** No entanto, a dissolugdo lenta de particulas do metal e maiores
niveis de ruido de fundo podem ocorrer durante a aplicacdo do pulso. Assim, se
torna necessario buscar novos eletrodos que podem ser operados sem perda de
atividade. Com isso, estudos que utilizam elétrodos de trabalho modificados com
cobre demonstraram que varias moléculas orgéanicas eletroativas podem ser
determinadas com boa sensibilidade, a fim de melhorar o desempenho

amperométrico e diminuir o envenenamento indesejado.”’

1.10 Parametros cromatograficos

Os parametros cromatograficos devem ser calculados a fim de avaliar o
potencial de separacdo da coluna. Esses calculos sido realizados com os dados

experimentais obtidos em um cromatograma tipico, como mostra a Figura 8.

Figura 8 - Cromatograma obtido na separagdo de uma mistura de dois componentes.*
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O tempo de retencdo do analito, t;, € o tempo gasto desde o momento da

injecdo até a detecgdo maxima da banda cromatografica. O tempo de retengédo de
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um composto nao retido, tn, € o tempo gasto por ele para percorrer todo o sistema
cromatografico desde a injecdo até a saida da coluna e representa o tempo gasto
para a fase movel fazer este percurso. Esses valores sdo obtidos diretamente do
cromatograma quando se tem um integrador ou softwares apropriados. O tempo de
retencédo ajustado, t, € o tempo real que as moléculas ou ions do analito ficam

retidas na fase estacionaria, calculado por:

O fator de retencao, k, € determinado pela razdao dos tempos em que as
moléculas ou ions do analito ficam retidas na fase estacionaria ou percorrendo a
coluna através da fase movel. Valores de 2 < k < 10 sdo considerados ideais, mas

se aceita 1 < k < 20.4%46

k= &m (eq. 2)

tm

A resolucdo, Rs, € a medida quantitativa do grau de separagao entre dois

picos adjacentes e pode ser calculada de acordo com a equacéo:

R, = 1,177 [#] (eq. 3)

onde, woew. sao as larguras dos picos a meia altura, com a largura medida em

unidades de tempo. Quanto maior o valor de Rs, melhor serd a separagéo entre
picos de substancias que eluem seguidamente.
O fator de separacao, a, entre dois picos adjacentes é calculado pela razao

entre k2 (do soluto mais retido) e k1 (do soluto menos retido) e deve ser sempre

superior a 1.
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A eficiéncia, medida pelo numero de pratos tedricos, N, representa o numero
de etapas de equilibrio do analito entre a fase mével e a fase estacionaria, calculada

por meio da equacgao:

N = 5,545 [Vf,—h]z (eq. 5)
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é elaborar um método para deteccdo de acidos
urénicos utilizando eletrodos quimicamente modificados com nanoparticulas de
cobre para que possam ser empregados como detectores amperométricos em
cromatografia liquida por troca anidnica. Para isto foi estudado comportamento
eletroquimico desses acidos na superficie do eletrodo quimicamente modificado com
as nanoparticulas de cobre em diversas técnicas voltamétricas, avaliando seu
desempenho e estabilidade. Em seguida, este eletrodo foi utilizado como detector
amperométrico em cromatografia liquida por troca aniénica e a aplicabilidade do
método foi demonstrada pela analise desses acidos contidos em amostras de
bagago da cana-de-agucar, que dentro do contexto das biorrefinarias, podem ser
utilizados para diversas aplicagdes industriais. Assim os objetivos de cada etapa

deste trabalho foram:

= Desenvolvimento do eletrodo quimicamente modificados com nanoparticulas
de cobre (CuNP) para detecg¢ao dos acidos urdnicos;

= Estudar o comportamento eletroquimico, desempenho e estabilidade na
oxidacao dos acidos urdnicos na superficie do eletrodo de CuNP;

= Utilizar o eletrodo de CuNP como detector amperométrico pulsado em
cromatografica;

= Aplicar o método para detecgao de acidos urénicos presentes em amostras

de bagacgo da cana-de-agucar.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Equipamentos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato da marca
Autolab PGSTAT30, acoplado a um microcomputador que registra e armazena os
dados obtidos, utilizando o software de controle GPES 4.9. Célula eletroquimica
convencional com trés eletrodos, sendo um eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCl 3
mol L™); um eletrodo auxiliar de fio de platina e um eletrodo de carbono vitreo (GC)
(d = 3,0 mm) como eletrodo de trabalho.

Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados a temperatura ambiente
e as leituras de varreduras de potencial foram feitas em triplicata para assegurar a
sua reprodutibilidade.

As medidas cromatograficas foram realizadas em um cromatografo 850-
Professional IC, Metrohm, injetor manual com um Jloop de 25uL, com detector
amperométrico pulsado. O software interligado ao sistema é o MagicNet, versao 2.4.

A coluna cromatografica de troca iénica utilizada foi da 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
amoOnio quartenario altamente estavel nos potenciais hidrogéniénicos de 0-14. A
célula amperométrica é do tipo wall-jet. O detector eletroquimico é composto por: um
eletrodo auxiliar de platina (Pt), paladio (Pd) como eletrodo de referéncia e o

eletrodo modificado com CuNP como eletrodo de trabalho.
3.2 Pré-tratamento do eletrodo de carbono vitreo

Antes de cada medida experimental, o eletrodo de GC foi polido em feltro
contendo suspensdo aquosa de alumina de granulometria 0,3 pm. Apds o polimento,
o eletrodo foi lavado com agua deionizada em abundancia para a remocao de
particulas adsorvidas em sua superficie. Em seguida, a fim de garantir uma total
remocgao das impurezas da superficie eletrddica, foram feitas varreduras sucessivas
com o eletrodo de carbono vitreo em solugdo de eletrélito suporte, KCI 1,0 mol L™,
isto &, oxidando e reduzindo a superficie em velocidade de varredura de 300 mV s™
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até que as impurezas adsorvidas fossem removidas do perfil do voltamograma

ciclico obtido.

3.3 Reagentes e solugdes para experimentos eletroquimicos

Para todos os experimentos eletroquimicos foram utilizados reagentes de
pureza analitica adquiridos da Sigma-Aldrich, para a preparagdo das solugdes foi
utilizada agua deionizada (MILLI-Q). As solugdes dos acidos D-glucurénico e D-

galacturénico foram preparadas em meio alcalino (0,1 mol L™ NaOH).
3.4 Eletrodeposicao de cobre na superficie do GC.

Para a eletrodeposicdo das nanoparticulas foi preparado 50 mL de uma solugao
de 2,0 x 10° mol L™ de cloreto de cobre Il dihidratado (CuCl,.2H,0). Utilizando
cronoamperometria, aplicou-se potencial de -0,40 V por 120 s. Em seguida, o
eletrodo foi seco com gas inerte, N, e submetido a varreduras ciclicas sucessivas

em solucdo 0,1 mol L' de NaOH para passivagao da superficie.

3.5 Caracterizagdao morfolégica do eletrodo modificado com CuNP

Para investigar a morfologia das nanoparticulas eletrodepositadas na superficie
do carbono vitreo foi realizada microscopia eletrénica de varredura (MEV) em um
microscopio eletrénico de varredura de canhao de emissao de elétrons por efeito de
campo (MEV-FEG), da marca Jeol, modelo-JSM-7500F. Também o espectro de
energia dispersiva de raios X (EDX) foi empregado para analisar as espécies

quimicas presentes na superficie do eletrodo.
3.6 Caracterizagao por impedancia eletroquimica

Para realizagdo do estudo de impedancia eletroquimica foi preparada uma
solugdo de 2,5x10° mol L' de Fe(CN)s*™*, o potencial aplicado foi de 0,22 V vs
Ag/AgCl, com frequéncia variando entre 10000 a 0,1 Hz no eletrodo de carbono

vitreo sem modificacdo e, em seguida modificado com as nanoparticulas de cobre.
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3.7 Estudo da estabilidade e comportamento eletroquimico dos acidos

uronicos em eletrodo modificado com CuNP

O estudo da estabilidade dos processos eletrédicos foi realizado por
voltametria ciclica na faixa de potencial de 0,2 a 0,75 V na velocidade de 50 mV s
durante 100 ciclos para uma concentracdo de 1,0 mol L™ de acido glucurdnico. O
eletrélito suporte utilizado foi 0,1 mol L' de NaOH. O estudo do comportamento
eletroquimico dos acidos urénicos na superficie de CuNP também foi realizado por
voltametria ciclica.

As técnicas de SWV e DPV foram estudas para a determinacdo dos acidos
urénicos. As curvas analiticas para o acido D-galacturénico e D-glucurdnico foram
construidas com a variagao da corrente de pico em fungdo da concentracdo do

analito, através de adicdes sucessivas de solugdes padrao.
3.8 Reagentes e solugdes para experimentos cromatograficos

As solugdes preparadas para a fase movel e para as solugdes padroes sao de

pureza analitica adquiridos da Sigma-Aldrich.
3.9 Preparo da amostra para separagao cromatografica

O bagaco de cana-de-agucar foi obtido por uma usina da regidao de Araraquara-
SP. A hidrdlise do bagago segue a metodologia baseada no Laboratério Nacional de
Energia Renovavel (NREL) dos Estados Unidos.’

Primeiramente o bagaco in natura foi colocado em aparelho Soxhlet para
eliminagao dos extrativos. Inicialmente foi usada agua para eliminacao dos extrativos
aquosos e posteriormente, extracdo com etanol para eliminagdo dos extrativos
etandlicos. O bagaco foi seco em estufa a 40 °C (overnight), obtendo a biomassa
seca.

Amostras de 300 mg dessa biomassa foram transferidas para um frasco de 250
mL e tratados com 3 mL de H,SO4 72% (v/v), sob vigorosa agitagédo, em um banho
termostatizado a 45°C por 60 min. A reacao é interrompida com a adicao de 85 mL
de agua destilada. Para a completa hidrolise dos oligbmeros restantes, o frasco é

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

porosidade e por fim, injetado diretamente na coluna cromatografica.

3.10 Condigoes para separagao cromatografica

A separacdo dos acidos urdnicos foi realizada isocraticamente em solugéo
contendo 0,1 mol L™ de NaOH e 0,28 mol L™ de CH3COONa* no fluxo de 1,0 mL
min™ durante 15 min. Para a deteccdo amperométrica pulsada foram utilizados trés
potenciais, E1, E; e E3, sendo o potencial de oxidacdo E{ de 0,45 V, E; e E; 0s

potencial de limpeza da superficie do eletrodo e iguais a 0,60 e -0,05 V.

3.11 Interferentes presentes na amostra

Foi prepara uma solucdo padrdo de concentragdo 1,0x10° mol L™ contendo
D-(+)-glicose, D-(+)-xilose, D-(+)-manose, D(-) arabinose,D-glucurbnico e

D-galacturdnico e submetida a corrida cromatografica

3.12 Curvas analiticas e método de adigao de padrao

As curvas analiticas para o acido D-galacturbnico e D-glucurbnico foram
construidas com a variagdo da area do pico cromatografico em fungdo da
concentragado do analito, através de adigbes sucessivas de solugdes padréo.

O método de adigdo padrao foi utilizado para determinar as concentragdes de
acidos urénicos presentes na amostra adicionando quantidades conhecidas de cada
acido na amostra e relacionando as quantidades adicionadas na amostra com as

respectivas areas obtidas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Comportamento eletroquimico do cobre em eletrodo de GC

Inicialmente foi realizado o estudo do comportamento de ions cobre na superficie
do eletrodo de GC. O eletrodo foi colocado em solugdo contendo 2,0 x 107 mol L™
de cloreto de cobre dihidratado (CuCl,.2H,0), eletrélito suporte KCI 0,1 mol L™, e
submetido a uma varredura ciclica na faixa entre -1,0 e 1,0 V, na velocidade de
varredura de 50 mV s™.

Como se pode ver na Figura 9, no intervalo de potencial estudado, o
voltamograma obtido apresenta quatro picos, que para facilitar a identificagdo foram
numerados como P4, Py, P53 e P4. Os picos P4 e P, surgem a medida que o potencial
€ deslocado para regides anddicas, correspondendo assim as oxidagdes de: cu’ a
Cu'™ e de Cu'™ a Cu?*. Ja os picos P; e P, surgem a medida que o potencial
aplicado é deslocado para regides catdédicas, correspondendo assim aos picos

referentes a processos de reducdo de Cu?* a Cu' e Cu'*a Cu°.

Figura 9 - Voltamograma ciclica de 0,1 mol L™ de KCI em eletrodo de carbono vitreo na
auséncia (a) e na presenca de 2,0 x 10 mol L™ de CuCl, (b),o =50 mV s™.
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A analise da Figura 9 nos mostra uma alta intensidade da corrente de pico
anodico em relacéo a corrente de pico catddico para o Cu'*/Cu®. Isso se deve a um
processo caracteristico de redissolugdo anddica que se origina a partir da rapida
reoxidacdo do cobre metalico que é depositado sobre a superficie do eletrodo
durante a reducao de Cu(l)/Cu(0).
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Para o sal de cloreto de cobre a literatura relata processos eletroquimicos
envolvendo um mecanismo caracterizado pela transferéncia consecutiva de elétrons
em etapas elementares (Mecanismo EE — transferéncia consecutiva de elétrons em
etapas elementares). Em meio aquoso pode ocorrer a redugédo dos ions Cu(ll) em
Cu(0) em um processo envolvendo dois elétrons. Porém essa transferéncia ocorre
em duas etapas consecutivas, sendo cada elétron transferido em uma etapa

elementar caracterizada por seu potencial padrao.*’

Cu”?+e — Cu* E° =+0,253V vs Ag/AgCl (Eq. 6)
Cu" +e—»Cu’ E°»=-0,312V vs Ag/AgCl (Eq.7)

Assim, como podemos observar, o Cu®" sofre reducdo no potencial de
aproximadamente 0,20 V para Cu'* que em - 0,27 V é reduzido a Cu’. Com isso
podemos esperar que o potencial de eletrodeposi¢cao potenciostatica de cobre na

superficie do GC seja inferior a - 0,27 V.

4.2 Eletrodeposicao de nanoparticulas de cobre em eletrodo de GC

A eletrodeposicao potenciostatica de nanoparticulas de cobre sobre a superficie
do GC foi estudo por voltametria de varredura linear em solugdo contendo 2,0 x 107
mol L™ de CuCl,.2H,0. A Figura 10 mostra a oxidagdo do cobre nas espécies, Cu'*
e Cu?", sobre a superficie do eletrodo de GC variando o potencial de -0,3 a 1,0 V.
Podemos observar que a oxidagdo do cobre inicia em + 0,3 V formando o Cu™ (pico

1), que se oxida em 0,55 V para formac&o do Cu?" (pico 2).
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Figura 10 - Voltamograma linear de 2,0 x 10 mol L CuCl,.2H,0 em 0,1 mol L™ de KCI, em
eletrodo de carbono vitreo, v =50 mV s™.
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Nesta solucdo foi analisada uma série de parametros que afetam o tamanho e a
forma das nanoparticulas, tais como: o tempo de eletrodeposicdo, a concentracao
de cloreto de cobre e o potencial aplicado afim de obter particulas uniformes e
menores que 100 nm de didmetro.

Para dar inicio ao processo de otimizacao, o tempo de acumulo de ions cobre na
superficie do GC foi estudado nos tempos de 60, 120, 180, 240 e 300 s com
potencial constante de -0,4 V.

A Figura 11 mostra os voltamogramas de redissolu¢gao anddica por voltametria

de varredura linear do cobre eletrodepositado em diferentes tempos.

Figura 11 - Estudo do tempo deposicdo de 2,0 x10™ mol L™" de CuCl, em 0,1 mol L™ de KCI
em eletrodo de carbono vitreo com potencial de acumulo de -0,4 V, v = 50 mV s,
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A relacdo do tempo de eletrodeposicdo em funcédo da area do pico de corrente
anddica (Aia), Figura 12, apresentou r = 0,998. Para encontrar a Ajps subtraiu-se a

area encontrada para cada tempo pela area do branco mostrada na Figura 10.

Figura 12 - Efeito do tempo de acumulo na area do pico para a formacdo de CuNP em
eletrodo de carbono vitreo com potencial de actimulo de -0,4V, v =50 mV s™.
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O estudo do tempo de acumulo comegou com 60 s, pois em tempos inferiores a
este o cobre nao reveste satisfatoriamente a superficie do eletrodo, ocasionando um
numero insuficiente de sitios ativos.*” Com o aumento do tempo de eletrodeposicido
o cobre pode aglomerar e formar filmes, perdendo assim a caracteristica de
nanomaterial. O tempo de deposi¢cao apropriado seria entdo aquele dentro da faixa
linear do grafico, ou seja, entre 60 e 240 s. Como em 60 s a literatura relata pouca
cobertura da superficie do carbono vitreo e em 180 s foi observado por microscopia
eletrbnica de varredura aglomeragcao das nanoparticulas, o tempo de 120 s foi
escolhido como apropriado para a eletrodeposic¢éao.

A Figura 9 demonstra que a deposi¢cdo de cobre deve ocorrer em potenciais
menores que -0,27 V. Quanto mais negativo for o potencial, mais rapido sera a taxa
de filme de cobre eletrodepositada. O potencial de acumulo foi entdo investigado
entre -0,2V e -0,6 V. A Figura 13 ilustra os voltamogramas de redissolugdo anodica

por voltametria de varredura linear nesses diferentes potenciais.
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Figura 13 - Voltamogramas de redissolugado anddica por voltametria de varredura linear em
diferentes potenciais de eletrodeposicao (e) -0,2 V, () -0,3 V, (¢) -0,4V, (¢)-0,5V e (o)
-0,6 V, de 2,0 x10™ mol L' de CuCl,.2H,0O na superficie do GC com tempo de actimulo de
120s, v=50mV s™.
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A eletrodeposicao do metal foi mais acentuada entre -0,3 V e -0,5 V como é
mostrado na curva do potencial de eletrodeposi¢cao em funcdo da area do pico de

corrente anddica (Aia), ilustrado na Figura 14.

Figura 14 - Estudo da variagdo do potencial aplicado na eletrodeposi¢do de 2,0 x 10° mol L
" de cobre em eletrodo de carbono vitreo com tempo de acumulo de 120 s, v =50 mV s,
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Observando o grafico de potencial de acumulo pela area do pico, podemos

observar que em potenciais menores que -0,4 V ha um decréscimo da corrente o
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que pode indicar que capacidade catalitica € reduzida lentamente, sendo entdo o
potencial de -0,4 V escolhido como o mais adequado para a deposi¢ao de cobre.

O efeito da concentragdo de ions Cu?* para a formacdo das nanoparticulas de
cobre foi estudada variando a concentragdo de CuCl,.2H,O entre 1,0 a 5,0 x10™ mol
L. A Figura 15 demonstra os voltamogramas de varredura linear nessas diferentes

concentragdes.

Figura 15 - Estudo de variagbes de concentragao de CuCl,.2H,0 (e)1, (e)2, (¢)3, (e)4 € (o)
5,0x10° mol L' em eletrodo de CV com E= -0,4 V e tempo de acumulo de 120 s,
v=50mVs’.
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Com o aumento da concentracdo de ions Cu®* a area dos picos também
aumentou até a concentracdo de 4,0x10° mol L. A partir desta concentracaéo é
possivel observar pela Figura 16 o decréscimo na area do pico indicando que a
superficie do eletrodo ja esta totalmente revestida por cobre. Assim, foi escolhido a

concentracdo de 2,0x10™ mol L™ para a eletrodeposi¢ao das CuNP.
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Figura 16 - Comportamento da concentragdo de ions Cu®* em funcgdo area do pico de
corrente anddica (Apa) em E =-0.4 V, tempo de acumulo de 120 s, v = 50 mV s
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Assim, as melhores condicdes para a eletrodepoicdo foram: solucdo de 2,0x107°
mol L™ de CuCl,.2H,0 no potencial de -0,4 V por 120 s.

Como o objetivo do trabalho € o desenvolvimento de um eletrodo modificado
com nanoparticulas de cobre, nas suas varias espécies oxidadas (CuO, Cu(OH).,
Cu20/CuOH, Cuz0), apds escolher a melhor condi¢ao para que a superficie do GC
seja revestida uniformemente por nanoparticulas deste material, o eletrodo passou
por sucessivos voltamogramas ciclicos em solugao contendo 0,1 mol L' de NaOH.

A Figura 17 ilustra o voltamograma ciclico das CuNP em 0,1 mol L' de NaOH.
Podemos observar que ha trés picos anddicos e dois picos catddicos no intervalo de
potencial de —1.0 V a 0.5 V. Os picos P4, P, e P3 sdo atribuidos a oxidagdo do Cu®
em CuyO e CuyO/CuOH e deste para CuO, respectivamente. Os picos P4 e Ps

demonstram a redugédo do CuO para CuOH/Cu,0 e Cu0.



Figura 17 - Voltamograma ciclico do eletrodo de CuNP/CV em 0,1 mol L' de NaOH, v = 50

mV s™.
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O possivel mecanismo envolvido nas diferentes etapas do processo redox na

superficie do eletrodo pode ser expresso pelas seguintes equacgoes:

Pico P4
Cu’+ OH — CuOH + e (Eq. 8)
2 CuOH + OH — Cuy0 + H,O (Eq. 9)

Pico Pz/P3
CUOH + OH — CuO + H,0-e (Eq. 10)
Cuy0 + 20H — 2Cu0 + 2H,0 + 2¢°  (Eq. 11)

Pico P4
CuO + H,O +¢" — CuOH + OH" (Eq.12)
2Cu0 + H0 + 2e” — Cu0 + 20H" (Eq. 13)

Pico Ps
CuOH + e — Cu’ + OH (Eq. 14)
Cu,0 + Hy,O + 2e” — 2Cu’ + 20H" (Eq. 15)
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A Figura 18 mostra os voltamogramas ciclicos sucessivos da eletrodeposigéao de
éxido de cobre na superficie do GC em solugdo de 0,1 mol L de NaOH. Em
comparagao com a Figura 17 foi possivel observar o desaparecimento do pico P e
Ps e com isso verificar que sao par redox correspondentes. Com o processo de
varredura no potencial de formacao dos 6xidos de cobre, -0,5 a + 0,3 V, observou-se
que a corrente diminuiu, indicando que os 6xidos de cobre foram depositados com
sucesso na superficie do eletrodo. O numero de ciclos necessarios para a
estabilizacdo da corrente foi de 20 ciclos. Apos isso, o eletrodo foi lavado com agua

destilada e seco com gas inerte, Na.

Figura 18 - Voltamogramas ciclicos sucessivos de nanoparticulas de cobre em superficie de
carbono vitreo em solugdo de 0,1 mol L™ NaOH, v =50 mV s™.
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4.3 Caracterizagao do eletrodo modificado com as CuNP
4.3.1 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica, EIS

O EIS é uma ferramenta poderosa para estudar as propriedades da interface de
eletrodos de superficie modificada. Os graficos de Nyquist incluem uma parte
semicircular e uma porgao linear: a porcao semicircular corresponde a frequéncias
mais elevadas para o processo de transferéncia eletronica limitada, e a parte linear
corresponde a frequéncias mais baixas para o processo de difuséo.*®

Para realizagdo do estudo foi preparada uma solucdo de 2,5x10™ mol L' de

Fe(CN)s*™, potencial aplicado de 0,22 V vs Ag/AgCl, com as frequéncias variando
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entre 10000 a 0,1 Hz. A Figura 19 mostra respectivamente os graficos de Nyquist

para eletrodo de GC sem modificagdo e modificado com CuNP.

Figura 19 - Grafico de Nyquist para o eletrodo de GC sem modifica¢do (=) e modificado
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Analisando os estudos de impedancia é possivel observar que o eletrodo
modificado apresentou menor resisténcia de transferéncia de carga (Rc), indicando
que o processo é facilitado. A Rq para o eletrodo modificado com as CuNP foi de
2048,18 Ohm e para o eletrodo de GC de 4913,18 Ohm. Isso pode ser devido ao
fato de que com a adi¢gdo das nanoparticulas de cobre a R¢; diminui mostrando que a
reacao eletroquimica acontece com maior velocidade do que no eletrodo de GC. A
diminuicao da resisténcia pode ser atribuida ao aumento da area superficial causada

pelas nanoparticulas eletrodepositadas na superficie do eletrodo.

4.3.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para investigar a morfologia das nanoparticulas eletrodepositadas na superficie
do GC foi realizada uma microscopia eletrénica de varredura (MEV). As imagens da
superficie do eletrodo de carbono vitreo sem modificagao e com eletrodeposi¢ao das
CuNP sao mostradas na Figura 20. A superficie modificada mostra uma pelicula
uniformemente distribuida sobre o eletrodo de GC, como pode ser observado nas
imagens ampliadas de 1000 e 5000 vezes. O tamanho médio de cada particula esta
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na ordem de 100 nm. A Figura 21 mostra o espectro de energia dispersiva de raios
X (EDX), comprovando que a superficie de GC contém apenas cobre e oxigénio,

confirmando assim a pureza das CuNP.

Figura 20 - MEV da superficie do eletrodo a) GC sem modificagdo, b) imagem de uma
nanoparticula de cobre oxidada, ampliagcdo de 150 000 vezes, c) e d) superficie modificada
com as CuNP, ampliagcao de 1000 e 5000 vezes, respectivamente.
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Figura 21 - Respectivo espectro de EDX das nanoparticulas eletrodepositadas sobre
carbono vitreo a partir da solugéo de 2,0x10° mol L™ de CuCl,, no potencial de -0,4 V por
120s.
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As nanoparticulas possuem maior area de contato com o analito o que induz a
uma alta atividade de reagdo em sua superficie. Isso ira ajudar a melhorar a

estabilidade e detectabilidade do eletrodo.*’
4.4 Comportamento eletroquimico dos acidos urénicos em GC e em CuNP

Os acidos urbnicos nao apresentam corrente significativa em carbono vitreo néo
modificado.” Na Figura 22 podemos observar a auséncia de picos referente a

oxidagao dos acidos D-galacturénico e D-glucurdnico.

Figura 22 - Voltamograma ciclico de 1,0 x10® mol L de &cido D-galacturénico (a) e
1,0 x10° mol L' de D-glucurdnico (b) na presenca de 0,1 mol L' NaOH como eletrdlito
suporte (c), v =50 mV s™.
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Quando o eletrodo de GC é modificado com as nanoparticulas de cobre
podemos observar o pico referente a oxidagdo dos acidos. O voltamograma da
Figura 23 demonstra a presenca do pico de oxidagdao do acido D-glucurdénico no

eletrodo modificado com CuNP.
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Figura 23 - Voltamograma ciclico de 1,0 x10° mol L™ de 4cido D-glucurénico na presenga
(a) e na auséncia (b) de eletrodo modificado com nanoparticulas de cobre em 0,1 mol L™ de
NaOH. Em (c), voltamograma somente do eletrolito suporte em eletrodo sem modificacéo,
v=50mVs™.
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Como a voltametria ciclica € uma importante ferramenta para o estudo
mecanistico e cinético de reacdes redox que ocorrem na superficie eletrédica,
utilizou-se desta técnica para caracterizar eletroquimicamente o eletrodo de CuNP
em solucao contendo os analitos.

A Figura 24 mostra os voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de

varredura para 1,0x10™ mol L™ de acido D-galacturénico.

Figura 24 - Voltamograma ciclico em diferentes velocidades de varredura para 1,0 x10™ mol
L™ de &cido D-galacturénico em 0,1 mol L™ de NaOH.
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A corrente de pico anddica apresentou dependéncia linear com a velocidade de
varredura no intervalo de 10 a 100 mV s (Figura 25), este comportamento é

indicativo que o processo é controlado pela adsorgao.?*

Figura 25 - Corrente de pico anddica em funcgéo da velocidade de varredura para 1,0 x10
mol L™ de acido D-galacturénico em 0,1 mol L™ de NaOH em eletrodo de CuNP.
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Para analisar se o sistema tende a irreversibilidade, parametros tais como:
potencial de pico anddico (Epa) e potencial a metade da corrente de pico (Epa/2)
foram avaliados (Tabela 02).

Os sistemas irreversiveis sdo caracterizados por apresentar corrente controlada
pela transferéncia de carga. Nesse tipo de sistema, a velocidade de transferéncia de
carga é lenta comparada com a velocidade de varredura (v) e ndo ha pico na regiao
inversa do potencial aplicado.

Nessas condigdes, a equacao de Randles-Sevcik descreve como a corrente de

pico (Equacao 16)** ¢ afetada pelo coeficiente de transferéncia (a).

ip = (2,99 x 10%) n (an)"?AD, "?C,v "*  (Eq. 16)

onde,
n € o numero de elétrons transferidos até o passo determinante da velocidade
A é a area do eletrodo (cm?)

C, € a concentracéo da espécie em solugéo (mol cm™)
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D, é o coeficiente de difusdo (cm?s™)
v é a velocidade de varredura (V s™)

a é o coeficiente de transferéncia

Para esses sistemas, temos:
|Ep-Epre| = 47,7/an (Eq. 17)
onde,
E,2 € 0 valor do potencial determinado & metade do valor da corrente de pico (ip)
Portanto, a partir dos dados da Tabela 2, o valor de an para o sistema analisado

na velocidade 50 mV s™ é de 0,72.

Tabela 2 - Parametros ciclovoltamétricos da oxidacdo de 1,0 x10° mol L™ de acido D-
galacturénico em meio alcalino.

Velocidade/  Epa/V EpaEpplv

mVs’
25 4,52 0,0633
50 4,59 0,0662
75 4,76 0,0637
100 4,80 0,0729
125 4,84 0,0708
150 4,85 0,0842
175 4,88 0,0711
200 4,92 0,0693
250 4,93 0,0641
300 4,95 0,0595

Nesses sistemas costuma-se observar apenas o pico anddico, conforme
observado na Figura 24. Esse pico tende a deslocar-se com o aumento da
velocidade de varredura, como é observado na Tabela 2. E importante ressaltar que
ele é afetado pelo o coeficiente de transferéncia anddica (a) e pela velocidade de

transferéncia de carga (ks). Assim, o sistema tende a irreversibilidade.
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4.5 Eletrooxidagao dos acidos urénicos em eletrodo modificado com CuNP
Os acidos urdnicos estudados, D-galacturénico e D-glucurénico, possuem forma
estrutural semelhante a glicose, porém no sexto atomo de carbono eles possuem um

grupo carboxila e ndo uma hidroxila.

Figura 26 - Estrutura do acido D-galacturénico e D-glucurénico, respectivamente.
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Como observado na Figura 26, o acido D-galacturénico e D-glucurénico sao
esteroisbmeros, pois apresentam a mesma conectividade, mas conformidade
espacial diferente. Com isso, pode-se esperar um comportamento eletroquimico
semelhante. Isto pode ser comprovado ao analisar o potencial de oxidagao no
eletrodo de CuNP utilizando voltametria ciclica. O acido D- galacturénico oxida no
potencial de 0,45 V e o D-glucurdnico no potencial de 0,48 V, na velocidade de 50
mV s (Figura 27)
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Figura 27 - Voltamogramas ciclicos de 0,2 a 0,65 V para 5,0x10° mol L™ de &cido D-
galacturénico (e) e acido D-glucurénico () na presencga de 0,1 mol L™ NaOH para CuNP, v=
50 mVs™.
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Por apresentarem comportamento eletroquimico semelhante os processos de
otimizacao dos parametros voltamétricos foram realizados somente com um analito,
no caso escolheu-se o acido D-glucurbnico. Posteriormente, nas melhores
condicdes, ambos foram analisados.

A literatura relata que para a oxidagdo do acido D-galacturdnico utilizando
vanadio (V) ha geracgdo de acido formico.** Da mesma forma espera-se que a
oxidacdo eletroquimica tanto do acido D-galacturénico como do D-glucurdénico
catalisada pelo 6xido de cobre, também ocorra a formagao de acido formico.

Na Figura 28 € demonstrado um possivel mecanismo para a oxidacdo dos
acidos urénicos. Devido ao equilibrio da molécula do acido D-glucurénico em
solugao aquosa, no momento em que o anel se encontra aberto as ligagdes C-C sao
quebradas gerando cinco moléculas de formaldeido e uma molécula de acido
férmico. Posteriormente as moléculas de formaldeido sdo oxidadas para acido
férmico devido a reducédo do cobre (I1) para cobre (I) em meio alcalino (0,1 mol L™

NaOH) na superficie do eletrodo. Segundo Baldwin et al™

, 0 numero de elétrons
transferidos na completa oxidacdo do acido D-glucurdnico utilizando eletrodo

modificado com cobre (filme de cobre), sdo de 10 elétrons.
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Figura 28 - Mecanismo proposto para a oxidagédo do acido D-glucurénico utilizando eletrodo
de CuNP.
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4.6 Influéncia da concentragao do eletrélito suporte

De modo a otimizar a resposta do eletrodo de CuNP para detecg¢ao dos acidos
urénicos, foi investigado o comportamento da oxidagdo desses acidos sobre o efeito

da variagéo do pH .

Figura 29 - Voltamogramas ciclicos de eletrodo de CuNP em diferentes concentracdes de
solucdo de NaOH 1,0 mol L™ (e), 0,1mol L™ () 0,01 mol L™ (e) e 0,001mol L™ (e) para 1,0
X10™ mol L™ de acido D-glucurénico, v=50 mV s™

160

140 -

120 +

T T T T T
0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

E/V vs Ag/AgCI

Analisando os voltamogramas ciclicos da Figura 29 é possivel observar que a

concentracdo de 0,1 mol L' de NaOH apresentou melhor comportamento
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voltamétrico e assim, foi o escolhido como eletrdlito suporte utilizado durante o

estudo.
4.7 Estabilidade da corrente de pico

A fim de se verificar a estabilidade dos processos eletrodicos, foi realizado o
estudo de varreduras sucessivas de potencial na faixa de 0,2 a 0,75 V com
velocidade de 50 mV s™ para solucdo de 1,0 X10™ mol L™ de 4&cido D-glucurénico
em eletrdlito suporte de 0,1 mol L™ de NaOH. A Figura 30 mostra os voltamogramas
apo6s 100 varreduras. A relacdo da corrente de pico com o0 aumento do numero de
varreduras em trés diferentes eletrodos foi estuda e apresentada na Figura 31. Com
esses resultados €& possivel conclur que em média a corrente caiu

aproximadamente 25% apds os 100 ciclos para cada um dos eletrodos estudados.

Figura 30 - Voltamograma ciclico mostrando a variagcdo da corrente de pico da CuNP em
funcdo do nimero de varreduras sucessivas em solucéo alcalina de 1,0 X10™ mol L™ de
acido D-glucurdnico, v=50 mV s™
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Figura 31 - Variacdo da corrente de pico anddico em fungdo do numero de varreduras
sucessivas para trés diferentes eletrodos em solugdo alcalina de 1,0 X10™ mol L™ de acido
D-glucurénico, v=50 mV s™.

T
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4.8 Determinagao cronoamperométrica dos acidos urénicos em CuNP

Foram realizadas determinagdes seguindo a variagdo da corrente com o tempo
(cronoamperometria) em diferentes potenciais, 0,45 0,50, 0,55, e 0,60 V em solugéo
de acido D-glucurénico. A Figura 32 mostra a resposta do eletrodo de CuNP com
adicdes sucessiva de 2uL de solugdo de 0,1 mol L de &cido D-glucurénico em
eletrélito suporte de 0,1 mol L™ de NaOH sob agitacdo, para cada um dos potenciais
analisados. Perfis semelhantes também foram encontrados para o acido D-

galacturdnico.

Figura 32 - Resposta cronoamperométrica de sucessivas adicoes de 2,0 uL de solucao
alcalina de 0,1 mol L™ de acido D-glucurénico nos potencial de 0,45, 0,50, 0,55 e 0,60 V,
para o eletrodo de CuNP em diferentes potenciais.
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Os parametros analiticos apresentados na Tabela 03 e 04 e os demais que
serdo analisados no decorrer deste trabalho seguem o guia da Comissao Técnica de
Laboratérios de Ensaio — Quimica (CTLE-05) do Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagdo e Qualidade Industrial-Inmetro.*

A faixa linear é definida como a faixa de concentragdes na qual a sensibilidade
pode ser considerada constante e € normalmente expressa nas mesmas unidades
do resultado obtido pelo método analitico.

A sensibilidade amperométrica (S,) € a capacidade do método em distinguir,
com determinado nivel de confianca, duas concentragcdes proximas. Sob o ponto de
vista pratico, a sensibilidade constitui o coeficiente angular do grafico analitico e

pode sSer expresso como:
Sa=7;, (Ea18)

Sa = sensibilidade amperométrica
dx = variacao da resposta;

dy = variagao da concentracao.

O Limite de deteccao (LOD) é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectada, porém nédo necessariamente quantificada, sob as

condi¢bes experimentais estabelecidas: E expresso como:

LOD = 3xSb

(Eq.19)

Sb= desvio padrao do branco

Sa= sensibilidade amperométrica

O limite de quantificagdo € a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢coes

experimentais estabelecidas. Expresso como:
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10xSb
Sa

LOQ = (Eqg. 20)
O coeficiente de correlagéo linear (r) € frequentemente usado para indicar a
adequabilidade da curva como modelo matematico. Um valor maior que 0,90 é

usualmente requerido.

Tabela 3 - Pardmetro analisados da resposta cronoamperometrica do acido D-glucurénico
para diferentes potenciais.

Potencial Faixa linear/ LOD/molL" LOQ/molL"'  Sa/pAL mol” r

(V) mol L™

0,45 2,0x107a 2,0x107° 6,5 x10™ 2,7x10* 0,997
4,5x10

0,50 8,0x10°a 3,2x10° 1,1 x10™ 5,1x10* 0,999
8,0x10™

0,55 2,0x10°a 2,0x10 6,0 x10° 9,6x10* 0,997
2,0x10™

0,60 1,0x10%a 2,3x10™® 7,8x10° 8,2x10* 0,998
8,0x10™

Tabela 04 - Parametro analisados da resposta cronoamperometrica do acido D-
galacturénico para diferentes potenciais.

Potencial Faixa linear/ LOD/molL"' LOQ/molL" Sa/pAL mol” r

(V) mol L™’

0,45 2.0x107%a 2.0x10° 7,0 x10° 2,8x10* 0,997
5,0x10™

0,50 8,0x10°%a 2.9x10° 1,2 x10™ 5,8x10* 0,999
8,0x10™

0,55 2,0x10°%a 2,0x10° 5,3 x10° 9,3x10* 0,997
2,0x10™

0,60 1,0x10%a 1,9x10°° 7,9x10° 8,0x10* 0,998

8,0x10™
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O potencial de 0,55 V apresentou o menor limite de deteccéo e quantificacéo
e maior sensibilidade amperométrica assim, foi o potencial escolhido para o estudo

da estabilidade da corrente em CuNP demonstrada na Figura 33.

Figura 33 - Resposta cronoamperometria para 1,0x10™ mol L™ de &cido D-glucurénico em
meio alcalino durante o periodo de 1000 s, potencial de 0,55 V.
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Foi esperado um tempo de 300 s para a estabilizacao da corrente em solugao
contendo o eletrélito suporte. Apés 300 s foi adicionada uma concentragao de
1,0x10° mol L de acido D-glucurdnico. O tempo de resposta entre a adicdo do
acido D-glucurdnico e a resposta do eletrodo de CuNP foi de 2,48 s. Apds a adigao
do analito a resposta manteve-se estavel durante todo o experimento, indicando que
o eletrodo de CuNP apresentou alta estabilidade para medigado amperométrica do

acido.

4.9 Otimizagao dos parametros voltamétricos de analise

Apos o0 estudo do comportamento eletroquimico dos acidos urdnicos e a
estabilidade da corrente anddica em eletrodo modificado com as CuNP, as técnicas
voltamétricas de onda quadrada (SWYV) e pulso diferencial (DPV) foram estudadas e
as figuras de mérito tais como: limites de deteccao (LOD), quantificacdo (LOQ) e

maior sensibilidade amperométrica (Sa), foram obtidos.
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4.9.1 Voltametria de onda quadrada

A primeira etapa para a aplicacdo da voltametria de onda quadrada foi a
otimizacdo dos parametros da técnica para obter melhor resolu¢cao dos picos de
intensidade. Dentre o0s parametros instrumentais que podem influenciar
significativamente na resposta voltamétrica os mais relevantes sdo a frequéncia de
aplicacdo dos pulsos de potencial (f), a amplitude de aplicagdo dos pulsos de
potencial (Esw) € 0 incremento de varredura de potencial (AEs)., na faixa de potencial
de 0,20a 0,65 V.

A Figura 34 mostra o perfil do voltamograma de onda quadrada com a
variacao da frequéncia de 20,0Hz a 10,0 Hz, sendo a frequéncia de 10,0 Hz a que
apresentou melhor resolugdao do pico, sendo entdo este, o primeiro parametro

otimizado para a SWV.

Figura 34 - Voltamograma de onda quadrada para diferentes frequéncias de 1,0x10° mol L™
de &cido D-glucurénico em 0,1 mol L™ de NaOH em CuNP (AEg = 2,0 mV e Eg, = 25 mV).
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Analisando a resposta da corrente de pico anddico pela frequéncia ( Figura 35),

observou-se uma relagao linear que de acordo com a literatura é caracteristico de

um processo redox irreversivel?®®, conforme ja diagnosticado pelo estudo de

velocidade de varredura por CV.
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Figura 35 - Influéncia da frequéncia na corrente de pico anédico de 1,0x10™ mol L™ de &cido
D-glucurénico em 0,1 mol L' de NaOH em CuNP (AEs = 2mV e Eg,, = 25 mV).
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Outro parametro otimizado foi amplitude dos pulsos de potencial (Esy). Variaram-

se os valores de Eg, de 10 a 100 mV e foi observado um aumento linear na

intensidade de corrente decorrente do aumento de Egy, conforme mostra a Figura

36. A amplitude de 25 mV foi escolhida por apresentar melhor resolucéo do pico.

Figura 36 - Influéncia do aumento da amplitude dos pulsos com a corrente de pico anddica
para 1,0x10° mol L™ de acido D-glucurénico com 0,1 mol L™ de NaOH em CuNP (AE, = 2,0

mV e f=10 Hz).
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O incremento de varredura de potencial (AEs) foi o ultimo parametro estudado

de 2 a 10 mV. AEs de 2,0 mV apresentou melhor resolugdo do pico como mostra a

Figura 37. A Figura 38 mostra o comportamento da corrente com o aumento de AE:..



71

Figura 37 - Voltamogramas de onda quadrada de diferentes valores de incremento de
potencial, para 1,0x10™ mol L™ de acido D-glucurénico em 0,1 mol L' de NaOH em CuNP
(f =10 Hz e Esw = 25 mV).
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Figura 38 - Influéncia do aumento do incremento de varredura de potencial com a corrente
de pico anddica para 1,0x10™ mol L™ de acido D-glucurénico com 0,1 mol L™ de NaOH em
CuNP (AEg, = 25mV e f=10 Hz).
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De acordo com os estudos de otimizagao os valores para fde 10 Hz, Eg, de 25
mV e AEs de 2,0 mV foram escolhidos como os parametros mais adequados para a
continuidade dos estudos em SWV.

Nestas condi¢cbes, as curvas analiticas para os acidos D-glucurénico e D-
galacturdnico foram construidas. Notou-se que em concentragdes proximas a 1,0 x

10®° mol L™ o sinal ndo era diferenciado do ruido e a partir de 2,0 x 10° mol L™ a
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intensidade da corrente aumentou com a concentracdo. A curva obtida é

apresentada na Figura 39.

Figura 39 - Curvas analiticas para solugao de acido galacturénico (a) e acido glucurénico (b)
em 0,1 mol L™" de NaOH empregando a técnica de voltametria de onda quadrada, f = 10 Hz;
Esw =50 mV e AEg =2 mV.
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A faixa de concentragdo estudada foi de 1,0x10° a 1,0x10° mol L. O intervalo
linear para o acido D-galacturénico ficou entre 7,0x10° a 7,0x10* mol L. Os
parametros analisados foram: limite de deteccdo de 3,8x10° mol L™, limite de
quantificagdo de 1,3 x10“ mol L, sensibilidade amperométrica de 1,9x10* yA mol L™
e o coeficiente de correlagao linear igual a 0,999. Para o acido D-glucurdnico o
intervalo linear ficou entre 4,0x10™° a 4,0x10* mol L™, com limite de detecgdo de
3,9x10° mol L™, limite de quantificacdo 1,3x10* mol L', sensibilidade amperométrica

de 1,3x10* pA mol L™ e o coeficiente de correlagdo linear igual a 0,999.
4.9.2 Voltametria de pulso diferencial

Na voltametria de pulso diferencial o acido D-glucurénico foi oxidado no potencial de
0,48 V e o acido D-galacturdnico no potencial de 0,47 V como mostra a Figura 40.
Inicialmente foram realizados estudos de otimizagao dos parametros operacionais
da técnica, como: amplitude de potencial de pulso aplicado (Ep), tempo de duragao

do pulso (tp) e velocidade de varredura (v) no intervalo de potencial de 0,2 a 0,65 V.
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Figura 40 - Voltamograma de pulso diferencial para 1,0x10™ mol L™ de acido D-glucurénico
() e D-galacturdnico () em 0,1 mol L™ de NaOH em CuNP. E,= 50,0 mV, t, =5,0 ms e v

=50mVs’
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O primeiro parametro estudado foi da velocidade de varredura. Pelos graficos da

Figura 41 é possivel observar que para a velocidade de 5,0 mV s™' o pico apresenta

menor largura na meia altura (W+2) o que indica melhor resolugéo.

Figura 41 - Influéncia da velocidade de varredura para 3,0x10” mol L' de &cido D-
glucurénico em 0,1 mol L' de NaOH (a) e a influéncia do potencial a meia altura na
resolucao dos picos. Ep = 50,0 mV, tp = 5,0 ms.
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Outro parametro avaliado foi a amplitude do potencial de pulso, Ep. De acordo

com a Figura 42, o aumento da amplitude de pulso aumenta o valor da corrente de

pico anodica, aumentando assim, a detectabilidade. Entretanto, um aumento da

amplitude provoca alargamento do pico reduzindo a sua resolugdo. Portanto a
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amplitude de 50 mV foi escolhida por apresentar menor largura do pico a meia

altura.

Figura 42 - Variacdo da amplitude do potencial de pulso para 3,0 x10° mol L de 4&cido
D-glucurénico em 0,1 mol L™ de NaOH em CuNP, (a) em relagdo a corrente de pico anddica
e (b) em relagéo a largura do pico a meia altura. tp =5,0 ms ,0 =5,0 mV s™.
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A Figura 43 apresenta a otimizagdo para o tempo de pulso (tp), ou seja, a
variagao do tempo em que a corrente € medida. O tempo de 50 ms foi o escolhido

por apresentar maior corrente e melhor resolugcédo do pico.

Figura 43 - Variacdo do tempo de pulso para 3,0 x10™ mol L™ de 4cido D-glucurénico em 0,1
mol L™ de NaOH em CuNP, (a) em relagdo a corrente de pico anddica e (b) em relacdo a
largura do pico a meia altura. Ep =50,0mVev=50mVs™.
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As condigdes ideais obtidas para prosseguir com os estudos analiticos foram:
E,=50,0mV,t,=50msev=50mVs"

Apos analisar as melhores condi¢cdes para a DPV foram construidas as curvas
analiticas utilizando concentragdes de acido D-galacturénico e D-glucurdnico entre
1,0 x 10°a 1,0 x 10° mol L. A concentracdo de acido D-galacturdnico no intervalo
linear foi entre 3,0x10° mol L™ a 5,0x10™* mol L™, com coeficiente de correlacéo
linear de 0,997. O limite de deteccdo obtido foi de 1,6x10° mol L™, limite de
quantificacdo 5,7x10™° mol L™ e sensibilidade amperométrica equivalente a 5,8x10°
uA/mol L. Para o acido D-glucurdnico, a linearidade ficou entre o intervalo de
2,0x10™ mol L™ a 2,0x10™* mol L™, com coeficiente de correlagao linear de 0,998. O
limite de detecgao obtido foi de 1,1x10° mol L™, limite de quantificagdo de 3,7x107°
mol L™ e sensibilidade amperométrica de 6,9x10* pA/mol L. A curva obtida com

esses ensaios é apresentada na Figura 44.

Figura 44 - Curvas analiticas para uma solugdo de acido D-galacturbnico (a) e D-
glucurénico (b) em 0,1 mol L™ de NaOH empregando a técnica de voltametria de pulso
diferencial. AEp = 50,0 mV, tp = 50,0 ms, v = 5,0 mV s'.Em destaque no canto superior do
grafico (a), a melhor visualizacdo da regido de menor concentragao.
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As Tabelas 05 e 06 demonstram o resumo dos parametros avaliados em
SWV e DPV. Analisando os valores obtidos, a DPV apresentou menor limite de

deteccao e quantificacdo e maior sensibilidade amperométrica.
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Tabela 5 - Resumo dos parametros voltamétricos para o acido D-galacturdnico.

Técnica Faixalinear/ LOD/molL"' LOQ/molL”"  Sa/L mol” r
mol L™’

SWV 7,0x10”a 2,8x107° 1,3 x10™ 1,8x10* 0,999
7,0x10™

DPV 3,0x10%°a 1,6x107° 5,7 x10™ 5,8x10* 0,997
5,0x10

Tabela 6 - Resumo dos paradmetros voltamétricos para o acido D-glucurdnico.

Técnica Faixalinear/ LOD/molL" LOQ/molL"’ Sa/pAL mol” r

mol L’

SWV 4,0x107a 3,9x10” 1,3 x10™ 1,3x10* 0,996
4,0x10

DPV 2,0x10°a 1,1x107° 3,7 x10° 6,9x10* 0,998
5,0x10™

4.9.3 Testes de recuperacgéo para as técnicas voltamétricas

A recuperacao (ou fator de recuperacgao), R, € definida como a proporgao da
quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada na porgao analitica
do material teste, que é extraida e passivel de ser quantificada.?® As amostras
podem ser adicionadas com o analito em pelo menos trés diferentes concentracdes.
Sao expressas em termos de porcentagem da quantidade medida da substancia em
relacdo a quantidade adicionada na matriz. O teor medido do componente
adicionado é dividido pelo valor efetivamente adicionado e multiplicado por 100,
obtendo-se assim a percentagem de recuperagcdo. Os intervalos aceitaveis de
recuperacao para analise geralmente estao entre 70 e 120%, com precisao de até +
20%. O coeficiente de variacédo (CV) € o desvio padrdo expresso como uma
porcentagem da média e é considerado pequeno quando foi inferior ou igual a
25%.%°
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Como a matriz que contém os acidos urbnicos é complexa e ndo ha como

determina-los separadamente pelas técnicas voltamétricas, foi realizado um ensaio

de recuperagdo sem a amostra real. Assim foram adicionadas trés concentragdes

conhecidas dos analitos no intervalo linear das curvas analiticas apresentadas nas

secOes 4.8.1 € 4.8.2.

As tabelas 07 e 08 apresentam as concentragdes adicionadas para cada acido e

a porcentagem recuperada para cada técnica voltametria estudada. Os resultados

obtidos se encontram dentro da faixa permitida de recuperacédo sendo a técnica de

DPV a que apresentou menor coeficiente de variagéo.

Tabela 7 - Ensaio de recuperagao em SWV e DPV para o acido D-galacturdnico

Técnica Concreal R (%) Rmedia(%) CV(%)

(mol L™

DPV  4,50x10° 108,6
2,50 x10*  110,1 110,3 1,6
4,50 x10* 1122

SWV  9,00x10°  104,1
2,50 x10* 88,9 95,4 8,1
3,00 x10* 93,2

Tabela 8 - Ensaio de recuperagao em SWV e DPV para o acido D-glucurdnico

Técnica Conc.real R (%) Rmedia(%) CV (%)

(mol L)

DPV  3,50x10° 104,6
5,00x10° 1052  107,9 1,6
1,50 x10*  114,0

SWV  9,00x10° 1111
2,00x10* 1180  107,2 12,3
3,50 x10* 92,5
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4.10 Separagao cromatografica dos acidos urénicos

4.10.1 Otimizagdo dos parémetros cromatograficos

Em meio alcalino eletrodos modificados com nanoparticulas de cobre
demonstraram boa atividade eletroquimica para a oxidagdo dos acidos urdnicos.
Sob tais condigdes, uma coluna de troca aniénica (CarboPac Pa10) e uma coluna de
guarda (CarboPac Pa10) foram utilizadas para a separagdo dos compostos. A
separagao foi realizada com eluente isocratico, mais simples e com melhor
estabilizacdo da linha base e a detecgcdo por amperometria pulsada. Nao foi
necessaria a derivatizagao.

Devido a alta afinidade dos acidos urbnicos pela fase estacionaria, a
separagao cromatografica requer eluentes que interajam mais fortemente com a
coluna que o hidréxido de sodio, empregado para a separagdo somente dos
carboidratos, como é o caso do acetato de sédio. °' A massa molecular e o pKa dos
principais componentes encontrado no bagag¢o de cana-de-agucar € listada na
Tabela 09. Em geral, a sequéncia de eluigdo dos componentes da matriz é relativo
ao valor do pKa. Os acidos urbnicos apresentam o menor valor de pKa devido ao
grupo carboxilico na sua estrutura molecular , portanto interagem mais fortemente
na coluna aumentando o tempo de retengdo em comparagdo com os compostos de

acucares.*

Tabela 9 - Férmula molecular, massa molecular e valor do pKa para seis compostos de
acucares e os dois acidos urdnicos.>?

Compostos de Férmula Massa pKa*
acgucares e acidos molecular molecular

urénicos

D-(-)-Arabinose CsH1005 150,10 12,43
D-(+)-Galactose CeH1206 180,20 12,35
D-(+)-Glicose CsH1206 180,20 12,28
D-(+)-Xilose CsH100s 150,10 12,15
D-(+)-Manose CeH1206 180,20 12,08

D-(-)-Frutose CeH1206 180,20 12,03
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D-galacturénico CesH1007 194,10 3,48
D-glucurdnico CesH1007 194,10 3,20

*pKa: medida logaritmica da constante de dissociagdo do acido, 25°C.

Assim, para diminuir o tempo de retencao dos acidos urénicos, foi adicionada na
fase moével alcalina concentracdes de ions acetato para eluicédo isocratica dos acidos
urénicos com o objetivo de obter os menores tempos de retengdo mantendo
satisfatéria a resolugcéo das bandas cromatograficas.

A fim de avaliar o efeito da concentracdo dos ions acetato nos tempos de
retengdo, uma mistura padrao de 1,0x10° mol L™ de acidos urdnicos preparada em
0,1 mol L™ de NaOH, foi eluida isocraticamente em fase mével contendo 0,1 mol L™
de NaOH e concentracdes de CH;COONa* variando entre 0,08 a 0,28 mol L. O
fluxo foi mantido no valor maximo de 1,0 mL min™ e a detecgdo amperométrica
pulsada de 0,45 V vs Pd no potencial de leitura. Os tempos de retencéo e a largura
do pico a meia altura para cada concentracdo de CH3;COO'Na" foram avaliados para

cada pico (D-glucurénico e D-galacturénico) e sdo demonstrados na Figura 45 e 46.

Figura 45 - Efeito da concentragao de ions acetato no tempo de retencao dos acidos (=) -D-
galacturénico e (e) D-glucurdnico. Fluxo: 1,0 mL min™. Potencial de detecgdo 0,45 V vs Pd.
Coluna CarboPac PA10.
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Figura 46 - Efeito da concentragdo de ions acetato na largura do pico a meia altura dos
acidos =-D-galacturénico e eD-glucurdnico. Fluxo: 1,0 mL min™'. Potencial de detecgdo 0,45V
vs Pd.Coluna CarboPac PA10.
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Com o aumento da concentracdo de ions acetato na fase movel a ordem de
eluicdo dos analitos investigados manteve-se sempre a mesma. Mas, como
esperado, os tempos de retengdo foram significativamente reduzidos. Para a
concentracgdo de 0,08 mol L' de CH;COO Na* o tempo de retencéo foi de 38,38 min
para o acido D-galacturénico e 50,65 min para o acido D-glucurdnico. Ja quando a
concentracdo de CH3COONa* na fase movel foi para 0,28 mol L™ o tempo de
retencao passou para 8,73 min para o acido D-galacturénico e 11,53 min para o D-
glucurénico. Além disso, a largura do pico a meia altura, que pode comprometer a
eficiéncia da separagdao das bandas, também diminuiu com o aumento da
concentragao de acetato, aumentando a seletividade. Assim, o emprego de 0,1 mol
L' NaOH com 0,28 mol L' de CH3sCOONa* como fase mével permitiu a separacéo
isocratica dos acidos urbnico em menos de 15 min, com boa resolugédo e
sensibilidade analitica.

As concentracbes de NaOH na fase movel inferiores a 0,1 mol L' ndo sdo
recomendadas porque os tempos de retengao foram consideravelmente longos. Ja
as fases méveis com concentracdes de NaOH superiores a 0,3 mol L™ apresentaram
menor resolugcdo. Por conseguinte, para as aplicagdes analiticas do eletrodo
modificado com CuNP que é o foco deste trabalho, eluente alcalino com uma
concentracdo de 0,1 mol L' de NaOH foi escolhido para compor a fase modvel,
apresentando tempos adequados de retencgdo, resolugdo, magnitude da resposta
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amperomeétrica e minimo de ruido. Assim, a fase movel utilizada para dar
prosseguimento aos estudos cromatograficos foi de 0,1 mol L' de NaOH com 0,28
mol L' de CH;COO'Na".

Para a deteccado amperométrica pulsada foram utilizados trés potenciais, E1, Ez
e Es. O potencial E1 € onde ocorre a oxidagdo dos acidos urbnicos e dos
carboidratos e foi estudado na faixa entre 0,35, 0,40, 0,45, 0,50 e 0,55 V vs Pd com
tempo de duracédo de 200 ms. O potencial E; deve ser suficientemente positivo para
oxidar todas as espécies presentes na superficie do eletrodo, o potencial de 0,60 V
foi entao aplicado por 50 ms. O potencial E; deve ser baixo o suficiente para reduzir
a superficie oxidada do eletrodo. Como o eletrodo de CuNP é formado por 6xidos de
cobre, foi aplicado um potencial ndo muito negativo, de somente -0,05 V, por 50 ms.

O grafico da Figura 47 ilustra o diagrama dos potenciais aplicados.

Figura 47 - Pulso amperométrico para a deteccdo cromatografica dos acidos urénicos em
eletrodo de CuNP.
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As Figuras 48 e 49 mostram a variagao dos potenciais E1 pela area dos picos
cromatograficos. O potencial de 0,45 V vs Pd foi o escolhido para detectar os acidos

urdnicos por apresentar maior area, consequentemente, maior detectabilidade.
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Figura 48 - Variacdo do potencial aplicado pela area do pico na detec¢do dos acidos (=) D-
glucurdnico e (o) D-galacturénico em eletrodo de CuNP. Fluxo: 1,0 mL min™. Fase mével:
0,1 mol L' de NaOH com 0,28 mol L™ de CH;COO'Na*. Coluna CarboPac PA10.
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Figura 49 - Perfil cromatografico em diferentes potenciais E;, (e) 0,35 (o) 0,40 (o) 0,45,
(®) 0,55 e (o) 0,50 V vs Pd, em detector modificado com CuNP para separagado dos acidos
(1) D-galacturdénico, 8,76 min e (2) D-glucurénico,11,55 min. Fluxo: 1,0 mL min™. Fase
movel: 0,1 mol L' de NaOH com 0,28 mol L' de CH;COO Na*. Coluna CarboPac PA10.
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Portanto, as melhores condicbes para a separagao dos acidos urbnico foram:
solugdo para eluicdo isocratica de 0,1 mol L' de NaOH com 0,28 mol L' de
CH3;COONa® com potencial de detecgdo de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™.
Nessas condi¢gdes a Figura 50 demonstram os cromatogramas para cada acido

urénico e a Figura 51 os cromatogramas para uma mistura contendo os dois acidos.
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Figura 50 - Eluicdo isocratica para a) acido D-galacturbnico, 8,75 min e b) acido D-
glucurénico, 11,57 min. Fase mével de 0,1 mol L™ de NaOH com 0,28 mol L™ de CH;COO
Na* com potencial de detecgdo de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™.
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Figura 51 - Cromatograma de separagao isocratica para (1) acido D-galacturénico, 8,75 min
e (2) acido D-glucurénico, 11,56 min. Fase mével de 0,1 mol L™ de NaOH com 0,28 mol L™
de CH3;COO'Na® com potencial de detecgdo de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™.
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Os parametros cromatograficos como: tempo morto (tm), tempo de retengao (tr),
tempo de retencao ajustado (ir’), resolugdo (Rs), numero de pratos tedricos (N),
fator de separacao (a) e fator de retencao (k), se encontram dentro dos resultados

esperados para o bom desempenho cromatografico e sdo mostrados na tabela 10.
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Tabela 10 - Parametros cromatograficos para a separagédo dos acidos D-galacturénico e D-
glucurénico.

Composto tm tr t’ Rs N a k
D-galacturénico 1,60 8,72 7,12 4,04 3238 1,40 4,45
D-glucurdnico 1,60 11,55 9,95 2,069 3441 6,22

Os tempos de retengcdo para o acido D-galacturénico durante as corridas
cromatograficas sofreram uma variagao de 0,45 % e o acido D-glucurdnico, variagéao
de 0,52 %. A variagdo desses tempos de retencdo, segundo a literatura,*® pode ser
de até 3,0% o que mostra que os tempos encontrados apresentam boa

reprodutibilidade.

4.10.2 Comportamento cromatografico dos acidos urbnicos utilizando o0s

eletrodos de GC e CuNP como detectores em PAD

Uma concentragdo de 1,0x10° mol L™ de uma mistura de acidos urénicos foi
injetada no cromatografo sob as condi¢gdes otimizadas. Primeiramente, um eletrodo
de GC foi utilizado como detector e apés 15 minutos de corrida cromatografica
nenhum pico referente a oxidagao dos acidos urdnicos foi observado. Em seguida, o
eletrodo foi trocado pelo de CuNP e nos tempos de 8,77 min e 11, 56 min & possivel
observar as bandas 1 e 2 referentes a oxidagdo dos acidos D-galacturdnico e D-
glucurdnico. A Figura 52 mostra o perfil cromatografico quando esses eletrodos

foram utilizados como detectores.
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Figura 52 - Cromatogramas de corrida isocratica do (1) acido D-galacturénico, 8,74 min e
(2) acido D-glucurdnico, 11,56 min em detector de CuNP e em detector de GC (o). Fase
moével de 0,1 mol L' de NaOH com 0,280 mol L' de CH;COONa* com potencial de
detecgdo de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™.
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4.10.3 Estudos dos principais interferentes presentes na amostra

Também foi avaliado o desempenho da separacido dos acidos urénicos frente a
diversos interferentes eletroativos presentes na amostra, tais como: D-(+)-glicose, D-
(+)-xilose, D-(+)-manose, D(-)-arabinose, entre outros. Primeiramente, uma solugéo
padrdo de concentragdo 1,0x10 mol L™ com os interferentes citados foi preparada
juntamente com os acidos urénicos e submetida a corrida cromatografica como
demonstra a Figura 53. Os compostos de agucares foram co-eluidos proximo da
frente de solvente, no tempo de 2,02 min. Assim, a presenga de uma concentragao
relativamente elevada desses compostos eletroativos nao tive efeito visivel nos

picos dos acidos urdnicos investigados.
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Figura 53 - Cromatograma para separagao isocratica (1) D-(+)-glicose, D-(+)-xilose,
D-(+)-manose D(-)-arabinose, (2) acido D-galacturénico e (3) acido D-glucurénico em
detector de CuNP. Fase mével de 0,1 mol L' de NaOH com 0,280 mol L' de CH;COONa*
com potencial de detecgao de 0,45V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™".
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4.10.4 Estudo da Concentracdo pela Area do Pico Cromatogréafico

Apos a otimizagdo das condi¢gdes cromatograficas, curvas analiticas foram
construidas para avaliar os parametros analiticos da técnica. Para isso foram
preparadas solugdes nas concentragdes de 1,0x107 mol L™ a 1,0x10* mol L e
avaliou-se a regiao linear, o limite de detecgdo, quantificacdo e a sensibilidade
amperométrica. A Figura 54 demonstra as curvas analiticas para os acidos D-

galacturénico e D-glucurénico.

Figura 54 - Curva analitica para (a) acido D-galacturbénico e (b) acido D-glucurénico na
técnica de HPLC. Fase mével de 0,1 mol L™ de NaOH com 0,280 mol L' de CH;COO'Na*
com potencial de deteccao de 0,45V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™.
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A Tabela 11 mostra as figuras de mérito para os dois acidos urdnicos. A faixa foi
linear foi de 3,0x10° a 8,0x10° mol L™ para o acido D-galacturénico. O limite de
deteccdo foi de 5,8x107 mol L e o limite de quantificagdo de 1,9x10° mol L. A
sensibilidade amperométrica foi de 4,9x10° pA L mol™. Para o acido D-glucurdnico a
faixa foi linear de 3,0x10° a 8,0x10° mol L™ com limite de deteccéo de 7,3x10™ mol
L™, limite de quantificacdo de 2,4 x10®° mol L™ e sensibilidade amperométrica de
3,1x10° yA L mol™.

A sensibilidade amperométrica foi estudada em trés eletrodos de CuNP
diferentes afim de se verificar a reprodutibilidade na deteccédo. Assim a sensibilidade
amperométrica para o acido D-galacturdnico foi de 3,6+1,8x10° nA L mol™ e para o
acido D-glucurdnico a sensibilidade foi de 1,9+1,0x10° nA L mol”. Com isso,
podemos concluir que os trés eletrodos de CuNP utilizados para a deteccao
amperométrica pulsada apresentaram um desvio padrdo que nao compromete o

meétodo na oxidacdo dos acidos urdnicos.

Tabela 11. Figuras de mérito para detecgao dos acidos urénicos utilizando a técnica

cromatografica
Acido Faixa linear/ LOD/ molL" LOQ/ mol L™ Sa/ pAL r
mol L™’ mol™’
D-galacturdnico  3,0x10°a 5,8x10” 1,9 x10° 49x10° 0,998
8,0x10°®
D- glucurénico  3,0x10°a 7,3x107 2,4x10° 3,1x10° 0,998
8,0x10°®

4.10.5 Determinagdo dos acidos urbnicos presentes no bagaco de cana-de-

acgucar.

Como ja visto neste trabalho, a separacao e deteccdo de acidos urbnicos
presentes no bagaco de cana-de-agucar pode ser de grande interesse para as
biorrefinarias uma vez que estes compostos podem ser utilizados na industria de
alimentos, bebidas e quimica.

Nesta parte do trabalho, a fim de demonstrar a utilizacdo facil e simples do

presente método analitico para aplicacdes praticas, 300 mg de amostras de bagaco
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de cana-de-agucar da regido de Araraquara foram submetidas ao processo de
hidrolise, neutralizagdo e filtragem como descrito na se¢éo 3.8. As amostras foram
injetadas no cromatografo nas condi¢gdes otimizadas e a identificagdo dos picos
cromatograficos foi baseada no tempo de retengdo dos analitos especificos e foi
confirmada pela adicdo de solugdo padrdo. A Figura 55 ilustra o cromatograma
obtido para a amostra. Devida a alta corrente de oxidagdo dos componentes que
possivelmente co-eluiram no tempo de 2,02 min, como ocorreu no estudo dos
interferentes, os sinais dos acidos urbénicos ficaram sem visibilidade, portanto, o

cromatograma (b) mostra uma ampliagado no tempo de retengéo dos acidos.

Figura 55 - Cromatograma para a amostra hidrolisada do bagaco de cana-de-agucar. Em
(a) o pico (1) referente a oxidacdo dos componentes da amostra, 2,02 min e em (b) a
ampliacdo nos referidos tempos de retencao para (2) acido D-galacturdnico, 8,82 min e (3)
acidos D-glucurénico, 11,67. Fase mével de 0,1 mol L' de NaOH com 0,28 mol L' de
CH3;COONa* com potencial de detecgéo de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min".
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O método utilizado para determinar a concentragdo dos acidos urdnicos
presentes na amostra foi o método de adicdo de padrdo. O método consiste na
adicdo de quantidades conhecidas da substancia de interesse na amostra. Estas
amostras com o padrdo incorporado sao utilizadas para a obtencdo dos
cromatogramas. Constréi-se a curva analitica relacionando as quantidades da
substancia adicionada a amostra com as respectivas areas obtidas. O ponto onde a
reta corte o eixo das ordenadas corresponde a area do pico da substancia que esta
sendo determinada, sem qualquer adicao de padrao. A extrapolacao da reta define,
no eixo das abscissas a concentracado da substancia analisada. O método de adicao
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padréo é trabalhoso, mas é especialmente importante quando a amostra € muito
complexa, como € o caso do bagaco de cana-de-agucar.

A Figura 56 demonstra as curvas analiticas para o método de adigdo de padrao
feitas para o acido (a) D-galacturénico e (b) D-glucurénico. Com a extrapolacdo da
reta até o eixo das abscissas foi encontrada a concentracéo de 14,3 g/kg para o

acido D-galacturénico e 13,6 g/kg para o acido D-glucurdnico.

Figura 56 - Método da adicdo de padrdo para o acido (a) D-galacturbnico e (b) D-
glucurénico em eletrodo de CuNP utilizados como detectores amperométricos em HPLC.
Eluicao isocratica. Fase movel de 0,1 mol L' de NaOH com 0,28 mol L' de CH;COO'Na*
com potencial de detecgao de 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™.
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As adi¢cdes de padrao foram realizadas em trés eletrodos diferentes de CuNP
afim de verificar a reprodutibilidade da detec¢do. Assim, a concentragao de acido D-
galacturdnico encontrada foi de 15,810,5 g/kg e para o acido D-glucurdnico de
12,5+0,5 g/kg.

As quantidades de acidos urdnicos em outros matériais lignoceluldsicos
detectados por amperometria utilizando eletrodo de ouro e coluna CarboPac PA 20
foram de: 6,51£0,05 g/kg e 3,5+0,04 g/kg para o D-galacturénico e D-glucurdnico,
respectivamente na palha de milho e 14,0+0,1 g/kg e 12,0 £0,1 g/kg na palha de
arroz. Como pode ser visto as quantidades de acidos urdnicos encontrados em

matérias lignoceluldsicos dependem da matéria-prima em analise.
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Apos a realizacdo do método de adicdo de padrao, avaliou-se a exatidao. Para
isto foram realizados ensaios de recuperacdo para cada acido urdnico. Foram
injetadas trés diferentes concentragbes dos acidos na amostra como demonstram as

Tabelas 12 e 13.

Tabela 12 - Porcentagem recuperada na técnica de HPLC para o acido D-galacturdnico.

Conc. adicionada de D- Conc. Recuperada/ mol L' R(%)
galacturdnico/ mol L™

2,5x10™ 2,1x107 84,8
5,0 x10™ 4,8 x10° 96,0
1,0 X107 1,0x10™ 101,5

Tabela 13 - Porcentagem recuperada na técnica de HPLC para o acido D-glucurdnico.

Conc. adicionada de D- Conc. recuperada (mol L") R(%)
glucurdnico (mol L)

2,5x10™ 2,5x10° 101,9
5,0 x10™ 4,7x10° 95,5
1,0 x10° 1,0x10™ 100,9

A média recuperada para o acido D-galacturénico foi de 94,1% com um
coeficiente de variacdo (CV) de 9,0% para o acido D-glucurbnico a média
recuperada foi de 99,4% com um coeficiente de variagdo de 3,4%. Esses ensaios

mostram que o método pode ser considerado adequado para a detec¢céo dos acidos.
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5 CONCLUSAO

Os acidos urdnicos presentes no material lignocelulésico de diversas biomassas
entre elas o bagaco da cana-de-agucar podem ser utilizados na industria quimica e
alimenticia se forem recuperados dentro do conceito de biorrefinarias. Com essas
novas tecnologias é possivel agregar valor ao que antes era desperdigado pelas
usinas sucroalcooleiras.

Dentro dessa perspectiva, este trabalho explorou o0 comportamento
eletroquimico desses acidos (D-galacturdnico e D-glucurénico) utilizando eletrodos
modificados com nanoparticulas de cobre. O desenvolvimento desse eletrodo foi
realizado por eletrodeposicdo e as nanoparticulas de cobre tiveram diametro de
aproximadamente 100 nm. Os acidos urbénicos demonstraram oxidagao irreversivel
na superficie das CuNP. Através da cronoamperometria avaliou-se que o tempo de
resposta do eletrodo foi de 2,48 s em potencial de 0,50 V e a corrente permaneceu
estavel durante os 1000 s de analise.

As técnicas voltametria de SWV e DPV foram estudadas e a DPV apresentou
menor limite de deteccio, quantificacdo e maior sensibilidade amperométrica para
os dois acidos urdnicos.

Para os estudos cromatograficos foi utilizada coluna de troca anibnica, eluigdo
isocratica simples e rapida, detecgdo em 0,45 V vs Pd e fluxo de 1,0 mL min™'. Os
acidos foram eluidos em tempo inferior a 15 min e os picos cromatograficos
apresentaram boa resolucao e fator de separagao dentro dos limites desejaveis. O
limite de deteccéo foi na ordem de 107, limite um pouco menor que para as técnicas
voltamétricas e com maior sensibilidade amperométrica. A quantidade encontrada
no bagaco de cana-de-agucar hidrolisado foi de 15,8+0,53 g/kg para o acido D-
galacturdnico e para o acido D-glucurénico de 12,5+0,54 g/kg. As recuperagdes
médias foram de 94,14% para o D-galacturdonico e 99,46% para o D-glucurénico.
Esses resultados demonstram que o método proposto € vantajoso para a
determinagao dos acidos urénicos do que os relatados na literatura, pois é possivel
quantifica-los separadamente sem necessidade de derivatizagcdo. Além disso, ao
que tudo indica o método também pode ser aplicado em outras matrizes

lignoceldsicas.
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