GRAZIELA CRISTINA SEDENHO

Desenvolvimento de detector eletroquimico para cromatografia liquida de
alta eficiéncia baseado em um eletrodo modificado com nanoparticulas
metélicas para determinacgéo de acidos carboxilicos em vinhaca de cana-de-
acucar

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista, como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo de Mestre em
Quimica

Orientador: Prof. Dr. Nelson Ramos Stradiotto

Araraquara
2016



FICHA CATALOGRAFICA

5447d

Sedenho, Graziela Cristina

Desenvolvimento de detector eletroquimico para
cromatografia liquida de alta eficiéncia baseado em um eletrodo
modificado com nanoparticulas metdlicas para determinagao de
acidos carboxilicos em vinhaga de cana-de-agucar / Graziela
Cristina Sedenho — Araraquara : [s.n], 2016

124 f. @il

Dissertacao (mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Quimica
Orientador: Nelson Ramos Stradiotto

1.Nanoparticulas.2. Acidos carboxilicos. 3. Cromatografia
liquida de alta eficiéncia. 4. Detectores eletroquimicos.
5.Vinhaga.I. Titulo.

Elaboracao: Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentagdo do Instituto de Quimica Se¢ao

Técnica de Aquisicao e Tratamento da Informacao




Dados pessoais

Nome:
Nacionalidade:

Nascimento:

Endereco Profissional:

Endereco eletronico:

DADOS CURRICULARES

Graziela Cristina Sedenho

Brasileira

24/11/1990 — Araraquara/SP — Brasil

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Instituto de Quimica de Araraquara.

Departamento de Quimica Analitica

Laboratdrio de Eletroanalitica — NDCOM

Rua Prof. Francisco Degni, 55

Bairro Quitandinha

Araraquara

14800-060, SP — Brasil

grasedenho@yahoo.com.br

Formacéo académica/titulacao

2013-2016: Mestrado em Quimica pela Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho”, UNESP, Araraquara, Brasil.

Titulo: Desenvolvimento de detector eletroquimico para cromatografia liquida de alta

eficiéncia baseado em um eletrodo modificado com nanoparticulas metalicas para

determinacéo de acidos carboxilicos em vinhaca de cana-de-agucar.

Orientador: Prof. Dr. Nelson Ramos Stradiotto.

2009-2012: Graduacdo em Bacharelado em Quimica Tecnoldgica pela Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP, Araraquara, Brasil.

Titulo: Desenvolvimento de um sensor potenciométrico para determinacdo de potassio

em microemulsdo de hiodiesel.

Orientador: Prof. Dr. Nelson Ramos Stradiotto.



Atuacdao profissional

1. Instituto de Quimica de Araraquara, Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, UNESP, Araraquara, Séo Paulo, Brasil.

2013 - 2016: Bolsista de mestrado da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sdo Paulo (FAPESP). Carga horaria: 40. Regime: Dedicacédo
exclusiva.

2013: Voluntéria de iniciag&o cientifica

2011- 2012:  Bolsista de iniciacdo cientifica da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de S&o Paulo (FAPESP).

2010 -2011: Bolsista do Programa de Educacdo Tutorial (PET) do Instituto de
Quimica da UNESP/ Araraquara.

2009 —2012: Trabalho voluntario na Empresa Junior - Quimica Jr.

2. Department of Chemistry, Physical & Theoretical Chemistry Laboratory, Oxford

University, Oxford, Reino Unido.

2014 -2015: Estagio de pesquisa no exterior. Bolsista da Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP). Duracdo: seis meses.

Regime: Dedicagéo exclusiva.
Producéo bibliogréafica
1. Artigos cientificos
SEDENHO, G. C.; LEE, P. T.; TOH, H. S.; SALTER, C.; JOHNSTON, C.; STRADIOTTO,
N. R.; COMPTON, R. G. Nanoelectrocatalytic oxidation of lactic acid using nickel
nanoparticles. The Jornal of Physical Chemistry C, v. 119, p. 6896-6905, 2015.
TEIXEIRA, M. E.; SEDENHO, G. C.; STRADIOTTO, N. R. Detection of several

carbohydrates using boron-doped diamond electrodes modified with nickel hydroxide

nanoparticles. Analytical Sciences, v. 31, p. 773-780, 2015.



SEDENHO, G. C.; PAIM, L. L.; STRADIOTTO, N. R. Simple and direct potentiometric
determination of potassium ions in biodiesel microemulsions at a glassy carbon electrode
modified with nickel (1) hexacyanoferrate nanoparticles. Analytical Methods, v. 5, p. 4145-
4151, 2013.

SEDENHO, G. C.; LEE, P. T.; TOH, H. S.; SALTER, C.; JOHNSTON, C.; STRADIOTTO,
N. R.; COMPTON, R. G. The electro-oxidation of lactic acid at platinum microparticles and
polycrystalline platinum electrode. International Journal of Electrochemical Science, 2016

(aceito para publicacéo).

SA, A. C.; SEDENHO, G. C.; PAIM, L. L.; STRADIOTTO, N. R. Determination of sugars in
hydrolyzate of sugarcane bagasse by HPLC-PAD using glassy carbon electrode modified with

carbon nanotubes containing nanoparticles of nickel oxy/hydroxide. Fuel, 2015 (submetido).

2. Resumos publicados em anais de congressos cientificos internacionais

SEDENHO, G. C.; PAIM, L. L. ; STRADIOTTO, N. R. determination of potassium ions in
biodiesel at a nickel (I1) hexacyanoferrate modified electrode using microemulsions. In: 222"
MEETING OF THE ELECTROCHEMICAL SOCIETY - PRIME, 2012, Honolulu, USA.

3. Resumos publicados em anais de congressos nacionais

TEIXEIRA, M. E.; SEDENHO, G. C.; STRADIOTTO, N. R. Desenvolvimento de eletrodo
de BDD modificado com nanoparticulas de niquel para deteccdo de carboidratos de material
lignoceluldsico. In: 17° ENCONTRO NACIONAL DE QUIMICA ANALITICA, 2013, Belo
Horizonte, Brasil.

SEDENHO, G. C.; LEE, P. T.; TOH, H. S.; SALTER, C.; JOHNSTON, C.; STRADIOTTO,
N. R.; COMPTON, R. G. Identificacdo de um auténtico efeito nanoeletrocatalitico de
nanoparticulas de niquel via reacdo de oxidagio do 4&cido latico. In: XX SIMPOSIO
BRASILEIRO DE ELETROQUIMICA E ELETROANALITICA, 2015, Uberlandia, Brasil.



GRAZIELA CRISTINA SEDENHO

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Quimica, Universidade Estadual
Paulista, como parte dos requisitos para
obtengdo do titulo de Mestra em
Quimica.

Araraquara, 07 de janeiro de 2016.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. NELSON RAMOS STRADIOTTO (Orientador)
Instituto de Quimica / UNESP / Araraquara.

Profe. Dre. HIDEKO YAMANAKA
Instituto de Quimica / UNESP / Araraquara.

s cb«;}fj\}/,

Prof. Dr. RODRIGO ALEJANDRO ABARZA MUNOZ
Universidade Federal de Uberlandia / UFU / Uberlandia.



Dedico este trabalho,

A Deus pela protecao, satde e forca.

A minha familia, pelo amor, apoio, incentivo e paciéncia.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me proteger, guiar meus passos, me dar saude e por confortar a minha alma
nos momentos dificeis.

Aos meus pais, Sueli e Luis, pelo amor, dedicacdo, incentivo constante aos estudos, apoio,
pelas palavras de conforto nos momentos dificeis e por acreditar em mim e nos meus sonhos.
A minha irma, Ana Flavia, pelo carinho, paciéncia e por estar sempre ao meu lado. Aos meus
avos, Doraci, Nadir e Clarisse, pelo carinho e por sempre torcerem por mim.

Ao meu namorado, Diego, pelo amor, companheirismo, paciéncia e pelas risadas.

Ao Prof. Nelson R. Stradiotto, exemplo de ética e amor a pesquisa, obrigada pela
orientacdo, ensinamentos, paciéncia, confianca, conselhos e pela liberdade de poder expressar
meus pensamentos.

Aos meus amigos e companheiros de laboratdrio, José Luiz, Maisa, Milena, Jefferson,
Acelino, Leonardo, Bruna, Thiago e Bianca, pela convivéncia agradavel, por toda a ajuda,
pela paciéncia, pelas risadas, pelos momentos de descontracao e pela amizade.

As professoras do grupo de eletroanalitica, Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni, Dra.
Hideko Yamanaka, Dra. Maria Del Pilar Taboada Sotomayo e Dra. Fabiola Manhas Verbi
Pereira e a seus alunos pelos ensinamentos e discussdes nas reunides de grupo.

Aos meus amigos, Mariane, Camila, Samara, Vinicius Garcia e Vinicius Ferreira, pela
amizade, pelos momentos de descontracdo e pelo apoio desde o periodo da graduacéo.

Ao Instituto de Quimica pela excelente estrutura, pela oportunidade concedida e pelo
acolhimento desde minha graduacao.

A Universidade de Oxford (Reino Unido) e ao Prof. Richard G. Compton pela
oportunidade de realizacdo do estagio de pesquisa, o qual contribuiu significativamente para
meu amadurecimento e formacéo profissional e pessoal.

Ao LMA-IQ pela disponibilidade de utilizacdo do aparelho de MEV.

A FAPESP, pelas bolsas de estudo no pais (processo n° 2013/09833-5) e no exterior
(processo n° 2014/10391-0) e aos projetos de auxilio a pesquisa (processos n° 2012/00258-5 e
n°2014/23846-5).



“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei
para que o melhor fosse feito. Ndo sou o que deveria ser,
mas Gracas a Deus, ndo sou o que era antes. ”

(Marthin Luther King)

"Diz-se que 0 comego é mais que metade do todo."
(Aristoteles)



RESUMO

O etanol é um importante componente da matriz energética brasileira, sendo produzido a
partir da cana-de-acUcar. Nesse processo de producdo, € produzida vinhaga como subproduto,
a qual para cada 1 L de etanol gera-se de 12 L a 18 L. A vinhaca é constituida principalmente
de sais de potéssio, célcio e magnésio e compostos organicos. Dentre estes, 0s acidos
carboxilicos tornam-se importantes por estarem presentes em concentracfes significativas na
vinhaca de cana-de-agucar e por apresentarem expressiva importancia industrial. Sendo assim,
nesse trabalho foi desenvolvido um detector eletroquimico baseado em eletrodos de diamante
dopado com boro quimicamente modificados com nanoparticulas de niquel (NiNPs-BDD) e
de cobre (CuNPs-BDD) para determinacdo dos acidos latico, malico e tartarico em vinhaca de
cana-de-agucar utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de
troca ionica. Imagens de microscopia eletronica de varredura e espectros de raios X por
dispersdo em energia, em conjunto com 0s experimentos eletroquimicos, mostraram que 0S
eletrodos de BDD foram efetivamente modificados com nanoparticulas de 6xido-hidroxido de
niquel e oxido de cobre com didmetros medios de 89 nm e 91 nm, respectivamente. Os
estudos voltamétricos mostraram que as oxidacGes dos acidos latico, malico e tartarico, em
meio basico, se ddo em potenciais em torno de 0,50 V (vs. Ag/AgCI) e 0,73 V (vs. Ag/AgCl),
nos eletrodos NiNPs-BDD e CuNPs-BDD, respectivamente, e sdo mediadas pelas espécies
Ni** e Cu®". O eletrodo de NiNPs-BDD foi utilizado em CLAE com detec¢do amperométrica
pulsada. A coluna de troca anidnica CarboPac PAL foi utilizada para separacdo dos acidos
carboxilicos em vinhaca. Empregou-se como fase mével 4gua deionizada e 0,10 mol L™ de
NaOH em 0,25 mol L™ de CH;COONa, sob fluxo de 1,0 mL min™. O potencial de detec¢do
empregado foi 0,48 V vs. Pd. O eletrodo de NiNPs-BDD apresentou boa estabilidade nas
condi¢des cromatograficas, tornando viavel a sua utilizagdo como detector amperométrico em
CLAE. O tempo de analise foi de 27 min e ndo foi necessario um procedimento complexo e
dispendioso de preparo de amostra. As sensibilidades analiticas foram 7,5 x 10° nA L mol™,
3,5 x 10* nA L mol™ e 54 x 10°> nA L mol™ para os &cidos latico, malico e tartarico,
respectivamente. Os limites de deteccdo foram 1,2 x 10 mol L™, 6,1 x 10° mol L™ e 2,8 x
10™ mol L, respectivamente. As concentracdes dos acidos carboxilicos em vinhaca de cana-
de-actcar foram determinadas pelo método de adic&o de padrdo como sendo (1,2 + 0,3) x 10"
mol L?, (2,7 +0,6) x 10° mol L™ e (9,9 + 1,0) x 10™* mol L™ para os &4cidos latico, mélico e
tartarico, respectivamente. Ensaios de recuperagdo mostraram que o método analitico
desenvolvido possui boa exatiddo e precisdo, podendo ser considerado adequado para a
deteccdo e quantificacdo dos acidos latico, malico e tartarico em vinhaca de cana-de-agucar. O
eletrodo de CuNPs-BDD foi empregado na célula amperométrica do cromatografo, no entanto
ndo apresentou boa estabilidade nas condi¢des cromatograficas, o que impossibilitou sua
utilizacdo na determinacdo dos compostos de interresse na vinhaca de cana-de-agUcar.

Palavras-chave: Nanoparticulas metalicas. Acidos carboxilicos. Cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Detector eletroquimico. Vinhaca de cana-de-acUcar.



ABSTRACT

Ethanol is an important component of the Brazilian energy matrix, being produced from
sugarcane. In this producing procedure, vinasse is produced as by-product, which for every 1
L of ethanol is generated from 12 L to 18 L. The vinasse is basically composed by salts of
potassium, calcium and magnesium and organic compounds. Among these, carboxylic acids
are important because they are present in significant concentrations in the sugar cane vinasse
and show significant industrial importance. Thus, in this work it was developed an
electrochemical detector based on boron-doped diamond electrodes chemically modified with
nickel nanoparticles (NiNPs-BDD) and copper nanoparticles (CuNPs-BDD) for the
determination of lactic acid, malic acid and tartaric acid in vinasse from sugarcane using high-
performance liquid chromatography (HPLC) by ion exchange. Images of scanning electron
microscopy and spectra of energy-dispersive X-ray in conjuction with electrochemical
experiments showed the electrodes of BDD were effectively modified with nickel oxide-
hydroxide nanoparticles and copper oxide nanoparticles with diameters of 89 nm and 91 nm,
respectively. The voltammetric studies showed the oxidations of lactic acid, malic acid and
tartaric acid, in basic medium, tooke place at potentials around 0.50 V (vs. Ag/AgCl) and 0.73
V (vs. Ag/AgCl) at NiNPs-BDD and CuNPs-BDD electrodes, respectively, and they are
mediated by Ni*" and Cu®* species. NiNPs-BDD electrode was used in HPLC with pulsed
amperometric detection. The anion exchange column CarboPac PA1 was used for separation
of carboxylic acids in vinasse. It was employed as mobile phase deionized water and 0.10 mol
L™ NaOH in 0.25 mol L™* CH3COONa under flow of 1.0 mL min™. The detection potential
was 0.48 V vs. Pd. The NiNPs-BDD electrode showed good stability under chromatographic
conditions, becoming feasible its use as amperometric detector for HPLC. The analysis time
was 27 min and no complex and expensive sample preparation procedure was required. The
analytical sensitivities were 7.5 x 10° nA mol™ L, 3.5 x 10* L mol™ nA and 5.4 x 10° L mol™
nA for lactic, malic and tartaric acids. The detection limits were 1.2 x 10 mol L™, 6.1 x 10
mol L™ and 2.8 x 10™ mol L™, respectively. The concentrations of the carboxylic acids in
sugar cane vinasse were determined by the standard addition method to be (1.2 + 0.3) x 10
mol L™, (2.7 £ 0.6) x 10° mol L™ and (9.9 + 1.0) x 10™* mol L™ for lactic acid, malic acid and
tartaric acid, respectively. Recovery tests showed the analytical method has good accuracy,
being considered suitable for the detection and quantification of lactic acid, malic acid and
tartaric acid in sugarcane vinasse. CuNPs-BDD electrode was used in the amperometric cell
of the chromatograph, however it did not show good stability in the chromatographic
conditions, and it could not be employed in the determination of compounds of interest in
sugarcane vinasse.

Keywords: Metallic nanoparticles. Carboxylic acids. High-performance liquid
chromatography. Electrochemical detector. Sugarcane vinasse.
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1 INTRODUCAO

1.1. Vinhaca de cana-de-agucar

O etanol é um importante componente da matriz energética brasileira, pois além de ser
utilizado como combustivel (etanol hidratado) é também empregado como um aditivo da
gasolina, na sua forma anidra. (1) No Brasil, o etanol € produzido a partir da cana-de-acUcar,
pelo processo de fermentacdo dos aclcares e posterior destilacdo, para separacdo do etanol.
Nessa etapa de destilagdo, além do etanol, é produzida a vinhaca, a qual é também chamada
de vinhoto, restilo, caldo ou garapdo, dependendo da regido geografica. A vinhaca é um dos
principais residuos da fabricacdo do etanol, devido ao seu alto poder poluidor, cerca de cem
vezes maior que o esgoto doméstico (2) e ao grande volume gerado, uma vez que para cada 1
L de etanol gera-se de 12 L a 18 L. (3) Na safra 2014/2015 foram produzidos
aproximadamente 29 bilhdes de litros de etanol no Brasil, o que gera um volume de cerca de
350 bilhdes de litros de vinhaga, considerando a proporcao de 1:12 (etanol:vinhaca).

O lancamento da vinhaca em rios remonta a historia da formacdo da inddstria sucro-
alcoleira, embora sempre se soubesse de sua ac¢do poluente. Quando a vinhaca é jogada no rio,
o0 balanco de oxigénio se torna negativo, tornando as aguas dos rios putresciveis. (2) A partir
da safra de 1979/80 interditou-se o despejo de vinhaga em mananciais superficiais, incorrendo
multa a usina que violasse a proibicdo (Portaria MINTER n° 323, de 29/11/1978).

Com a interdicao do lancamento da vinhaca em aguas superficiais, e visto o grande volume
de vinhaca gerado a cada safra, varias pesquisas tem focado em encontrar destinacdo ou
tratamentos adequadas para esse subproduto. Devido a composi¢do da vinhaca ser
basicamente compostos organicos e nitrogenados e sais de potassio, calcio e magnésio, (4) ela
tem sido empregada mais comumente na fertirrigagdo de solos, (5-7) mas ha estudos sobre
sua utilizacdo na producdo de ragdo animal, (2) geracdo de metano, (8) como fonte de
nutriente para cultivo de bactérias (9) e para micro-organismos de biorremediacdo, (6) na
producdo de levedura, (2) ou na reciclagem da fermentacdo para substituir a &gua como
diluidor. (2) Devido ao baixo investimento necessario, a vinhaca tem sido mais amplamente
utilizada na fertirrigacdo de solos. No entanto, embora a vinhaga apresente valor fertilizante, o
seu despejo no solo precisa ser dosado de forma cautelosa, uma vez que esse subproduto
possui pode causar salinizacdo do solo, lixiviagdo de metais presentes no solo, além de
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possuir alto poder poluente para aguas subterraneas e superficiais e para os solos, (6) devido a
sua alta demanda bioquimica de oxigénio e acidez. (10)

A vinhaca é composta por 93% de agua e 7% de outros componentes, dos quais 25 %
correspondem a minerais, principalmente sais de potassio, célcio e magnésio e 75%
correspondem a matéria organica. (2,6) A composi¢do da matéria organica da vinhaca tem
sido estudada por varios pesquisadores, 0s quais concluiram que ela é constituida
principalmente de carboidratos, alcoois, cidos organicos e aminoacidos, sendo, na maioria
das vezes, 0s componentes majoritarios o acido latico, o glicerol, o etanol e o0 &cido acético.
(4,8,11-14)

1.2. Acidos Organicos

Apesar da composicdo da vinhaca poder variar com a variedade de cana-de-agUcar, época
de colheita e processo de destilacdo empregado nas usinas (6), varios trabalhos na literatura
tém mostrado que os acidos carboxilicos tém sido encontrados na vinhaca em concentracdes
significativas, como pode ser visto na Tabela 1. Esse fato, somado a expressiva importancia
industrial dos acidos organicos, tornam esses compostos importantes componentes da vinhaca
de cana-de-agucar.

Devido suas propriedades tamponante, neutralizante e antioxidante, os acidos carboxilicos
sdo largamente empregados principalmente nas industrias alimenticia (15,16), cosmética
(17,18) e farmacéutica (19). Além do mais, sua capacidade de polimerizacdo permite que
sejam utilizados como matérias-primas para a producdo de biopolimeros. (19-21) Estes
compostos também conferem importantes caracteristicas organolépticas a alguns produtos
alimenticios, estando assim relacionados a qualidade destes. (22,23) Dessa forma, diversos
métodos tém sido desenvolvidos para a determinacdo de acidos carboxilicos em diferentes
matrizes, sendo os métodos cromatograficos os mais comumente usados para a separacdo

desses compostos matriz analisada.

Tabela 1 - Concentracdo dos acidos organicos em vinhaca de cana-de-agUcar.
Acido Organico  Concentracdo na vinhaca Referéncia

Acido acético 2,237¢g L™ (8)
12,110 g L™ (14)
1,560 g L (13)

23



1,608 g kg™ (24)

Acido propiénico 43049 L* (8)
0,402 g kg™ (24)

Acido latico 20,760 g L™ (14)
7,740¢g L (13)

0,606 g kg™ (24)

Acido butirico 11,870 g L*! (14)
Acido isobutirico 1,650 g L™ (14)
Acido mélico 0,243gL* (14)
0,852 g kg™ (24)

Acido tartérico 0,133 g kg™ (24)
Acido oxalico 0,016-0,061 g L™ (12)
0,100 g kg™ (24)

Acido malénico 0,004-0,068 g L™ (12)
Acido fumérico 0,007-0,063 g L™ (12)
Acido férmico 0,583 g L™ (13)
0,275 g kg™ (24)

Acido succinico 0,269-1,009 g L™ (12)

Fonte: elaborado pelo autor.

1.3. Determinagdo de acidos organicos por CLAE

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo e esta fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interagdes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionéria. A cromatografia se
tornou popular por permitir a separacdo, identificacdo e a determinagcdo de componentes de
misturas complexas, podendo assim ser utilizada como técnica analitica qualitativa e
quantitativa. (25)

Dentre as varias técnicas cromatograficas, a CLAE (cromatografia liquida de alta

eficiéncia) tem sido cada vez mais empregada por apresentar diversas vantagens conferidas
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gragas a alta pressdo da fase movel. Dentre essas vantagens destacam-se o tempo reduzido de
analise, alta resolucdo, o que possibilita a separacdo de complexas misturas, analise
qualitativa e quantitativa. (25) Os métodos cromatograficos se destacam na analise de acidos
organicos por possibilitarem a separacao, identificacdo e a quantificacdo destes. Ha relatos na
literatura da utilizacdo de detectores de espectrofotométria na regido do ultravioleta, (26-30)
de espectrometria de massas, (31) de fluorescéncia, (32) indice de refracdo (30, 33) e
detectores eletroquimicos (34-40) para a determinacdo de &cidos organicos em diversas
matrizes.

Dentre os detectores utilizados em CLAE, os detectores eletroquimicos tém sido
amplamente empregados na determinagdo de compostos i0nicos ou de compostos capazes de
serem reduzidos ou oxidados com a aplicacdo de potencial elétrico, dentre esses compostos,
destacam-se os acidos organicos eletroativos. Isso se deve ao fato de ndo ser necessaria a
derivatizacdo da amostra para andlise desses compostos e das técnicas eletroquimicas
proporcionarem boa sensibilidade, seletividade e amplo intervalo linear de resposta.

Diversos sdo 0s detectors eletroquimicos, dentre eles podemos citar os voltamétricos,
condutimétricos, potenciométricos e os amperométricos. Kotani et al (38) determinaram os
acidos acético, citrico, latico, malico, succinico e tartarico em vinho e sucos por CLAE com
detector voltamétrico baseado na reducdo de quinona utilizando eletrodo de carbono vitreo.
Mongay et al (39) desenvolveram um método para separacdo e determinagdo dos &cidos
acético, latico, succinico, malico, citrico e tartarico em vinhos por cromatografia de troca
ibnica com deteccdo potenciométrica. Tanaka et al (40) estudaram um detector
condutimétrico para determinagdo dos &cidos oxalico, formico, propidnico e isobutirico em

urina por cromatografia de troca idnica, para isso foi utilizado um eletrodo de cobre metélico.

1.4. Detectores amperométricos para CLAE

Embora haja trabalhos empregando outros detectores eletroquimicos, destaca-se a
utilizacdo dos detectores amperométricos. Estes se baseam na capacidade de um composto de
se reduzir ou oxidar quando um potencial elétrico é aplicado. (25) Os detectores
amperométricos sdo vantajosos em relacdo aos demais detectores eletroquimicos por
apresentarem boa relagdo sinal/ruido, configuragdo simples, elevada sensibilidade para muitas
espécies eletroativas, 0 que permite 0o emprego de pequenas quantidades de amostra. Além

disso, esse tipo de detector € mais seletivo, devido ao fato de que somente compostos
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eletroativos no potencial aplicado sdo detectados, o que diminui 0 nimero de interferentes que
possam eluir da coluna cromatografica juntamente com o composto de interesse na analise.
Isso contribui para a simplificacdo da etapa de preparacdo da amostra. (41) Por essas razdes,
os detectores amperométricos sdo, recentemente, bastante utilizados para diversos compostos,
incluindo os &cidos organicos. (34-37, 42, 43)

Beluomini (34) determinou &cidos urénicos em bagago de cana-de-aglcar por
cromatografia liquida de troca i6nica com deteccdo amperométrica pulsada (PAD) utilizando
eletrodo de carbon vitreo modificado com nanoparticulas de cobre. Casella et al (35)
analisaram &cidos organicos, carboidratos e aminoacidos em bebidas utilizando cromatografia
liquida de troca i6nica com deteccdo amperométrica utilizando eletrodo de ouro modificado
com cobre. Casella e Gatta (36) determinaram os acidos galico, ascérbico, glucdnico,
lactobi6nico, galacturdnico e glucurénico em vinagre, mel e cha por cromatografia de troca
ibnica com deteccdo amperométrica utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
cobre. Em outro trabalho, Casella e Gatta (37) determinaram os acidos citrico, tartarico,
malico, maleico, latico e acético em bebidas por cromatografia liquida de exclusdo i6bnica com
PAD utilizando eletrodo de platina. Kutnink et al (42) desenvolveram um método para a
determinacéo de acido ascorbico, isoascorbico e &cido drico em plasma humano por CLAE
com deteccdo amperométrica, utilizando eletrodo de carbono vitreo. Nagy et al (43)
detectaram &cidos orgénicos e agucares empregando um eletrodo de cobre como detector
amperométrico.

Os eletrodos utilizados na CLAE com deteccdo amperométrica podem ser divididos em
trés classes: os eletrodos de metélicos, os de carbono e os eletrodos quimicamente
modificados (EQM). Dentre os eletrodos metalicos destacam-se 0s de cobre, 0s quais tém sido
utilizados na determinacdo de aminoacidos e peptideos; (44-46) os eletrodos de ouro,
utilizados recentemente na determinacdo de aminotidis em sangue, (47) de acido gluconico
em vinho, (48) de carboidratos em alimentos (49) e de compostos sulfurados; (50) e os
eletrodos de platina, os quais ja foram empregados na determinacdo de acidos organicos em
alimentos e bebidas (37) e de compostos bioldgicos em urina. (51) Dentre os eletrodos de
carbono, o eletrodo de carbono vitreo foi tradicionalmente empregado na determinacdo de
compostos facilmente oxidaveis, tais como &cido ascorbico e acido urico (42), catecois,
fendis, aminas aromaéticas, (52), flavondides, (53, 54) dopamina e acido homovalinico, (55)
lindocaina e benzocaina. (56) Trabalhos mais recentes tém empregado o eletrodo de diamante
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dopado com boro (BDD - do inglés, boron-doped-diamond) na determinacéo de nitrofendis,
(57) acucares, (58) aminofenois, (59) farmacos (60) e parabeno. (61)

Recentemente, uma variada gama de EQMs comecou a ser aplicada em sistemas em fluxo,
como CLAE, para alcancar melhorias no desempenho do eletrodo. Sendo assim, EQM com
metais, como cobre, (34-36, 62-65) niquel, (66-69) platina, (70, 71) prata, (72, 73) e com
polimeros, (74, 75) nanotubos de carbono (67, 76—78) e grafeno (79, 80) tém sido empregados
com sucesso na deteccdo amperométrica de varios compostos em CLAE e outras técnicas de

injecdo em fluxo.

1.5. Utilizacdo dos eletrodos quimicamente modificados com nanoparticulas

metalicas em eletroanalise

O termo eletrodo quimicamente modificado foi introduzido por Murray et al (81) em 1975
para designar eletrodos com espécies quimicamente ativas, imobilizadas em suas superficies,
com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo/solucao.

Dentre os eletrodos utilizados em eletroanélise, os eletrodos quimicamente modificados
(EQM) surgem com o intuito de melhorar o desempenho das analises, uma vez que diminuem
o efeito de envenenamento do eletrodo de trabalho, apresentam maior seletividade e atividade
catalitica quando comparados com os eletrodos ndo modificados, como carbono vitreo, BDD,
ouro e com os eletrodos solidos convencionais. (52, 82)

Os modificados com nanoparticulas metalicas tém ganhado espago em eletroanalise, tanto
no emprego em detectores como em sensores. As nanoparticulas apresentam elevada area
superficial, melhor transporte de massa, maior atividade catalitica e controle sobre o
microambiente local e maior relacdo sinal/ruido, (83) aumentando dessa forma a resposta
eletroquimica do analito. As nanoparticulas metalicas tipicamente mais utilizadas sdo as de
ouro, platina, prata, niquel, cobre, paladio e iridio. (83) Em especial, o niquel e o cobre se
tornaram o foco de diversos estudos por causa de seus baixos custos, baixas toxicidades e
excelentes atividades cataliticas para a oxidacdo de uma grande variedade de compostos
organicos, o que torna vantajosa suas aplicacdes em sensores e detectores. (34,35,66,84-91)

Alguns substratos sdo mais convenientes para a modificacdo superficial, como os
substratos de metais condutores, como ouro, prata e platina, e eletrodos de carbono. Uma das

etapas mais importantes na modificacdo dos eletrodos é o pré-tratamento da superficie do
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substrato, pois 0 comportamento eletroquimico é extremamente dependente de pequenas
variacdes das propriedades do substrato, tais como, cristalinidade, rugosidade e os grupos
funcionais quimicos superficiais.

Os eletrodos de BDD tém se mostrado uma 6tima plataforma para a deposicdo das
nanoparticulas metalicas, por serem inativos nos tipos de rea¢Ges cataliticas que esses metais
participam e também por possuirem ampla janela de potencial, capacitancia muito pequena e
grande estabilidade eletroquimica, apresentando assim significativas vantagens frente as
plataformas convencionais, como o carbono vitreo. (92) Sendo assim, ha varios relatos na
literatura sobre o uso dessa plataforma para a eletrodeposicdo de nano- e microparticulas
metalicas, tais como: niquel, (86, 90, 93-95) cobre, (96, 97) ouro, (98-102) platina, (103—
106) paladio, (107,108) iridio, (109) bismuto e antimonio. (110)

Dentre os diversos metais utilizados em eletroanalise para a oxidacdo de compostos
organicos, niquel e cobre se mostram materiais promissores para a eletro-oxidacao de acidos
carboxilicos eletroativos, uma vez que tém sido empregados com sucesso na oxidacdo de
diversos compostos organicos, tais como alcoois, (35,94,111,112) carboidratos,
(43,63,66,86,112—-115) acidos organicos (34-37,43,112,114,116,117) e aminoacidos. (35,114)
Esse fato somado as vantagens conferidas a utilizacdo do BDD como plataforma para a
eletrodeposi¢do de nanoparticulas metélicas, como sitado anteriormente, justificam o emprego
dos eletrodos de BDD modificado com nanoparticulas de éxido-hidréxido niquel (NiNPs-
BDD) e oxido cobre (CuNPs-BDD) como detectores para a determinacdo de &cidos
carboxilicos eletroativos (acidos latico, mélico e tartarico) no presente trabalho. A utilizagdo
da técnica de CLAE para a determinacdo de cada um desses compostos separadamente é
necessaria devido a complexidade de amostra, uma vez que esta também possui em sua
composicdo outros compostos eletroativos na mesma regido de potencial dos acidos organicos

de interesse, como alcoois, carboidratos e aminoacidos. (4,8,11-14)
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2 OBJETIVOS

O objetivo desse trabalno é o desenvolvimento de um detector eletroquimico
amperométrico baseado em eletrodo de NiNPs-BDD e CuNPs-BDD para determinacdo de
acidos carboxilicos eletroativos (&cidos latico, méalico e tartarico), em vinhaca de cana-de-

acucar utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca ibnica.

Os objetivos especificos desse trabalho séo:

e Modificacdo dos eletrodos de BDD com nanoparticulas de 6xido-hidroxido de niquel e
de 6xido de cobre.

e Estudo do comportamento eletroquimico dos &cidos carboxilicos em meio basico
utilizando dos eletrodos modificados, por meio das técnicas de voltametria ciclica e
amperometria.

e Utilizacdo dos eletrodos de NiNPs-BDD e CuNPs-BDD como detectores
amperométricos em cromatografica liquida de alta eficiéncia.

e Desenvolvimento do método analitico para definicdo das melhores condicOes
cromatograficas e amperomeétricas de separacdo e deteccao.

e Aplicagdo do método desenvolvido na analise de amostra de vinhaga de cana-de-
acucar para determinagdo dos acidos latico, malico e tartarico.

e Validacdo do método analitico desenvolvido utilizando ensaio de recuperacao.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Nesta secdo estdo listados os reagentes e equipamentos utilizados no desenvolvimento
deste trabalho e detalhados os procedimentos realizados para preparacao e caracterizagdo dos
eletrodos, realizacdo das medidas eletroquimicas e desenvolvimento do método

cromatografico.
3.1. Reagentes e solucgdes

Todos reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich, sendo reagentes de pureza
analitica. Para a preparacdo das solucBes foi utilizada agua deionizada (MILLI-Q), com
resistividade de 18,2 MQ cm.

3.2. Instrumentacao

Para as medidas eletroquimicas foi utilizado um potenciostato da marca Autolab PGSTAT
30, controlado pelos programas computacionais GPES 4.9 ou NOVA 1.11 e uma célula
eletroquimica convencional contendo trés eletrodos. Como eletrodo de trabalho foi utilizada
uma placa de BDD proveniente da empresa Element Six (Didcot, Reino Unido), com area de
1 cm?, resistividade de 0,02-0,18 ohm cm e dopagem de boro maior que 10?° cm™. A é4rea do
eletrodo de BDD foi restringida em 0,25 cm’® para a realizacdo dos experimentos
eletroquimicos. Um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3 mol L™) foi utilizado como eletrodo
referéncia e um fio de platina em espiral como eletrodo auxiliar.

As imagens de microscopia foram realizadas com um microscépio eletrénico de varredura
com canh&o de emisséo de elétrons por efeito de campo da marca Jeol, modelo JSM 7500F do
Laboratério de Microscopia Avancada (LMA-IQ). O tamanho das nanoparticulas foi medido
com o auxilio do programa computacional ImageJ (National Institutes of Health, EUA).

As medidas cromatograficas foram realizadas em um cromatografo 850-Professional IC,
Metrohm, com um injetor automatico 863-Compact Autosampler com um loop de 20pL,
acoplado a um detector amperométrico. O programa interligado ao sistema foi 0 MagicNet,
versdo 2.4. Foi utilizada a coluna cromatogréfica analitica de troca aniénica da DIONEX®
CarboPac PAL 4 x 250 mm, com coluna de guarda DIONEX® CarboPac PA1 4 x 50 mm,

estaveis na faixa de pH de 0 a 14. Ambas colunas sdo compostas por particulas de
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poliestireno/divinilbenzeno de 10 pm de didmetro, cobertas por microesferas MicroBead ™ de
500 nm de diametro funcionalizadas com sal de amonio quaternario, responsavel pela troca
anionica. No detector amperomeétrico utilizou-se uma célula comercial de configuracdo wall-
jet, composta por um eletrodo auxiliar de platina, um eletrodo de referéncia de paladio e
NiNPs-BDD ou CuNPs-BDD, como eletrodos de trabalho. A célula comercial foi adaptada
para a utilizacdo da placa de BDD como eletrodo. O modo de deteccdo dos compostos de

interesse foi amperometria pulsada (PAD — do inglés, pulsed amperometric detection).

3.3. Pré-tratamentos do eletrodo de BDD

Antes dos procedimentos eletroquimicos de modificacdo da superficie do BDD com as
nanoparticulas metalicas, o eletrodo foi submetido a um pré-tratamento anddico seguido de
um pré-tratamento catédico em H,SO, 0,50 mol L™ por 200 s cada. O pré-tratamento anédico
foi realizado em 3,00 V (vs. Ag/AgCI) e o catddico a -3,00 V (vs.Ag/AgCI).

3.4. Eletromodificacdo da superficie do eletrodo de BDD com nanoparticulas de
oxido-hidroxido de niquel

O procedimento para a modificacdo da superficie do BDD com nanoparticulas de éxido-
hidroxido de niquel foi semelhante ao descrito por Stradiotto et al, (94) com algumas
modificacOes. Para a deposi¢cdo do niquel, o eletrodo de BDD foi colocado em uma solucgéo de
tamp&o acetato pH 5 contendo 1,0 x 10 mol L™ de NiCl, e manteve-se o potencial de -1,20
V (vs. Ag/AgCl) até que a carga de 90 mC fosse atingida. Em seguida, o eletrodo de BDD
modificado com nanoparticulas de niquel metdlico foi removido da solucdo de
eletrodeposicéo, lavado com agua deionizada e submetido a 50 sucessivos ciclos de potencial
de 020,60 V (vs. Ag/AgCI) a 50 mV s™ em solucéo de NaOH 1,0 mol L, para a formacéo
do 6xido-hidroxido de niquel.

3.5. Modificacdo da superficie do eletrodo de BDD com nanoparticulas de o6xido de

cobre

O procedimento para a modificacdo da superficie do BDD com nanoparticulas de oxido de

cobre foi semelhante ao descrito por Beluomini et al, (34) com algumas modificacGes. Para a
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deposicao de cobre metélico, o eletrodo de BDD foi colocado em uma solugdo de KCI 0,10
mol L™ contendo 5,0 x 10 mol L™ de CuCl, e manteve-se o potencial de -0,70 V (vs.
Ag/AgCl) até que a carga de 5 mC fosse atingida. Em seguida, o eletrodo de BDD modificado
com nanoparticulas de cobre metélico foi removido da solucdo de eletrodeposicdo, lavado
com &gua deionizada e submetido a 30 sucessivos ciclos de potencial de 0,10 a 0,80 V (vs.
Ag/AgCl) a 100 mV s em solugdo de NaOH 0,10 mol L™, para a formacdo de 6xido de

cobre.

3.6. Comportamento eletroquimico dos acidos carboxilicos

O comportamento eletroquimico dos acidos carboxilicos foi avaliado por voltametria
ciclica no eletrodo de BDD sem modificacido em solugdo de NaOH 1,0 mol L™ no intervalo de
potencial de 0 a 1,10 V (vs. Ag/AgCl) a 50 mV s; no eletrodo NiNPs-BDD em solucéo de
NaOH 1,0 mol L™ no intervalo de potencial de 0 a 0,60 V (vs. Ag/AgCl); e no eletrodo de
CuNPs-BDD em solucio de NaOH 0,10 mol L™ no intervalo de potencial de 0,10 a 0,80V (vs.
Ag/AgCl).

Experimentos de amperometria foram realizados solucdo de NaOH 1,0 mol L™ a potencial
de 0,50 V (vs. Ag/AgCl), no eletrodo de NiNPs-BDD e em solucéo de NaOH 0,10 mol L™ a
potencial de 0,73 V (vs. Ag/AgCl), no eletrodo de CuNPs-BDD. Os experimentos foram

realizados sob agitacdo mecanica com velocidade de 2000 rpm.

3.7. Armazenamento e preparo da amostra de vinhacga de cana-de-agucar

A vinhaca de cana-de-acUcar utilizada foi produzida por uma usina de acUcar e alcool da
regido de Araraquara. Apds a coleta, a vinhaca foi armazenada em frasco plastico e
congelada. Antes das analises, a amostra foi descongelada a temperatura ambiente,
centrifugada por 20 min a 400 rpm, o sobrenadante foi coletado e filtrado em filtros com
poros de 5 um, 0,47 pm e 0,22 um de diametro. A vinhaca foi diluida oitenta vezes em agua

para analise do acido latico e cinco vezes para analise dos acidos malico e tartarico.

3.8. Desenvolvimento do método cromatografico
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No desenvolvimento do método cromatogréfico para determinacdo dos acidos carboxilicos
foi utilizado o eletrodo de NiNPs-BDD modificado nas condi¢Ges otimizadas. Os parametros
experimentais avaliados foram composicdo e o fluxo da fase movel, temperatura do forno da
coluna e pulso de potencial para a deteccdo dos compostos de interesse. Os parametros
otimizados sdo apresentados na Tabela 2. No estudo de otimizagdo da separagdo

cromatogréafica foi empregada a amostra de vinhaga de cana-de-agucar.

Tabela 2 - Condig¢Ges cromatograficas para separacdo e deteccdo dos acidos carboxilicos de interesse.
Eluentes A: NaOH 0,10 mol L™"em CH3COONa 0,25 mol L™;

B: Agua deionizada.

Programa de gradiente 0-1 min: 5% A,
1-12 min: 5-17% A,
12-14 min: 17-100% A;
14-27 min: 100% A.

Fluxo 1,0 mL min™
Temperatura do forno da coluna 20,0 °C
Bomba apés coluna 0,3 mL min™ de NaOH 0,40 mol L™

Sequéncia de pulsos de potenciais NiNPs-BDD: 0,48 V (300 ms)/ 0,10 V (50 ms)/
0,50 V (100 ms)/ 0,48 V (150 ms).
CuNPs-BDD: 0,60 V (300 ms)/ 0,67 V (50 ms)/
0V (50 ms)/ 0,60 V (50 ms).

Fonte: elaborado pelo autor.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo esta dividida em trés principais subsec¢des, as quais tratam sobre o eletrodo de
BDD, sobre o eletrodo modificado com nanoparticulas de éxido-hidroxido de niquel e sobre o
eletrodo modificado com nanoparticulas de 6xido de cobre.

4.1. Eletrodo de BDD

Nessa subsecdo serd apresentada a forma de tratamento da superficie do BDD em meio
acido, bem como a caracterizacdo eletroquimica, quimica e morfoldgica desse eletrodo. O
comportamento voltamétrico do BDD em hidrdéxido de so6dio e na presenca dos &cidos latico,

malico e tartarico sdo mostrados.

4.1.1. Pré-tratamentos do eletrodo de BDD

Sabe-se que o0s pré-tratamentos catddicos e anddicos sdo maneiras simples e rapidas de
ativar a superficie do eletrodo de BDD, além disso, devido a evolucdo de gases durante esses
pré-tratamentos, particulas adsorvidas na superficie do eletrodo sdo removidas, promovendo
assim a sua limpeza. Durante o pré-tratamento anodico em solucdo acida a superficie do BDD
¢ oxidada, ou seja, sdo formadas terminacGes de oxigénio na superficie do eletrodo, que
apresentam baixa condutividade. (118) Durante a aplicacdo desse potencial positivo observa-
se uma intensa evolucdo de oxigénio. Ja, no pré-tratamento catddico observa-se intensa
evolucdo de hidrogénio e a superficie do BDD € reduzida, formando-se terminagfes de
hidrogénio. (118) A interacdo e adsor¢do de espécies na superficie do BDD apds o tratamento
catddico é facilitada devido a uma condutividade superior conferida pelas terminacdes de
hidrogénio, (118,119) o que pode facilitar a adsor¢do das nanoparticulas metélicas na
superficie do BDD. (120)

Visto as vantagens dos pré-tratamentos, antes dos procedimentos eletroquimicos de
modificacdo da superficie do BDD com as nanoparticulas metélicas, o eletrodo foi submetido
a um pré-tratamento anédico seguido de um pré-tratamento catédico em H,SO, 0,50 mol L™
por 200 s cada. O pré-tratamento anddico foi realizado em 3,00 V (vs. Ag/AgCl) e o catodico
a -3,00 V (vs. Ag/AgCI). A Figura 1 mostra o comportamento voltamétrico do eletrodo de

BDD em H,SO, 0,50 mol L™ a 50 mV s*, ap6s os pré-tratamentos. Por meio desse
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voltamograma é possivel observar a auséncia de processos faradaicos entre a evolucdo de
hidrogénio, a qual se inicia em -0,50 V (vs. Ag/AgCl) e a evolucdo de oxigénio, que se da a
potenciais mais positivos que 1,90 V (vs. Ag/AgCl), evidenciando limpeza da superficie do
BDD.

Figura 1 - Voltamograma ciclico em H,SO, 0,50 mol L™, a 50 mV s, no intervalo de potencial de -
0,75V a 2,35V, utilizando o eletrodo de BDD apés as polarizages anddica e catddica.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.1.2. Caracterizacdo do BDD

A morfologia do eletrodo de BDD foi avaliada por imagem de Microscopia de Varredura
Eletronica (MEV) e sua composicdo por Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia
(EDX). Conforme observado na Figura 2-A, a superficie do BDD é irregular e apresenta
platds em sua extensdo e de acordo com o espectro de raios X por dispersdo em energia
apenas carbono foi identificado, uma vez que o boro ndo é identificado por essa técnica
(Figura 2-B).
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Figura 2 - Imagem de MEV a aceleracdo de 10,0 kV e magnificacdo de 10.000x (A) e espectro de
EDX (B) do eletrodo de BDD.

|

Fonte: elaborado pelo autor.

4.1.3. Comportamento eletrogquimico dos acidos latico, malico e tartarico em
eletrodo de BDD

ApoOs os pré-tratamentos anddico e catddico do BDD, avaliou-se o comportamento
eletroquimico dos acidos latico, malico e tartarico em BDD por voltametria ciclica em NaOH
1,0 mol L™ a 50 mV s, na janela de potencial de 0 a 1,10 V (vs. Ag/AgCl). A Figura 3
mostra voltamogramas ciclicos do eletrodo de BDD somente em eletrolito de suporte, NaOH
1,0 mol L™, e na presenca de 4,0 x 102 mol L™ de 4cido lético, 4,0 x 10% mol L* de 4cido
mélico e 2,0 x 102 mol L™ de 4cido tartarico. Por comparacdo com o voltamograma obtido
somente em eletrolito de suporte, € possivel observar que ndo ha picos referentes a oxidacéo
ou reducdo dos &cidos latico e malico, antes do potencial onde comeca a oxidacdo da agua
(0,90 V vs. Ag/AgCl), ja que os voltamogramas entre 0 e 1,10 V em NaOH 1,0 mol L™ e na
presenca destes sdo muito semelhantes. Ja, na presenca do cido tartarico € possivel observar
uma corrente de pico anoddica (lps) de 6,5 nA em potencial de 0,59 V (vs. Ag/AgCl). Na
varredura reversa, tem-se uma corrente de re-oxidacdo também na regido de 0,59 V (vs.
Ag/AgCl), a qual pode ser atribuida a oxidacdo de espécies que continuam adsorvidas na

superficie do eletrodo.
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Figura 3 - Voltamogramas ciclicos em NaOH 1,0 mol Llentre0e 1,10 V,a50 mV s?, na auséncia e
presenca de 4,0 x 102 mol L™ de 4cido lético, 4,0 x 102 mol L™ de 4cido mélico e 2,0 x 102 mol L*
de é&cido tartarico, utilizando o eletrodo de BDD ndo modificado. Visdo aproximada dos
voltamogramas entre 0 e 0,90 V.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Uma vez, que ndo é possivel observar a oxidacdo dos acidos latico e malico em BDD nas
condigdes estudadas, a oxidacdo do acido tartarico pode ser atribuida as diferencas entre as
estruturas moleculares desses compostos. Como pode ser visto na Figura 4, o &cido tartarico
possui dois grupos hidroxilas oxidaveis, diferentemente dos outros dois acidos que possuem

somente um grupo oxidavel.

Figura 4 - Estrutura molecular dos &cidos latico (A), malico (B) e tartarico (C).

@) O OH O
H,C HO | HO |
3 OH W\OH | OH
OH O OH o) OH
A B C

Fonte: elaborado pelo autor.

O mecanismo de oxidacao do &cido tartarico, o qual se encontra desprotonado em NaOH
1,0 M, pode ser explicado pelas equagbes la e 1b (121,122). Primeiramente 0s anions
hidroxila presentes no meio fortemente basico sdo oxidados a radicais hidroxila na superficie
do BDD (Equacéo 1a). (122) Esse radicais adsorvidos na superficie do eletrodo reagem com o
acido tartarico na sua forma anibnica, formando o produto oxidado e agua (Equacdo 1b).

Nesta etapa, cada grupo hidroxila do &cido tartarico é oxidado a carbonila, com perda de um
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préton e transferéncia de dois elétrons, totalizando quatro elétrons na reacdo. O produto de

oxidacdo formado é estabilizado pelos efeitos de conjugacdo da molécula. (121)

4HO" — 4 (HO®),, + 4e (Equagédo 1a)

OH @) e 0

_ : |
4 (HO®) 4 + OMO' — © | | O + 4H,0 (Equacgdolb)
®) @]

@) OH
4.2. Eletrodo de BDD modificado com 6xido-hidréxido de niquel

Nessa subsecdo, a preparacdo do eletrodo de NiNPs-BDD e sua caracterizacao
eletroquimica, quimica e morfoldgica serdo apresentadas. Serdo discutidos também os
comportamentos voltamétricos dos acidos latico, malico e tartarico no NiNPs-BDD, bem
como a resposta amperomeétrica deles. Sera apresentado o desenvolvimento do método
cromatografico para separacdo e deteccdo dos acidos carboxilicos de interesse e, por fim, sera
realizada a determinacdo desses compostos na vinhaca de cana-de-aglUcar e validacdo do

método analitico.

4.2.1. Modificacdo da superficie do eletrodo de BDD com nanoparticulas de oxido-

hidréxido de niquel

Visto que o eletrodo de BDD ndo é capaz de oxidar os &cidos latico e malico, nas
condicbes experimentais utilizadas, e que o A&cido tartarico apresentou uma resposta
eletroquimica pequena nesse eletrodo (ver Figura 2), a modificacdo da superficie do BDD
com metais se torna imprescindivel para que se obtenha um eletrodo sensivel a esses
compostos presentes na vinhaga de cana-de-agucar.

Dentre as técnicas de modificacdo de eletrodos, a eletrodeposicdo foi escolhida por ser
rapida, facil e apresentar boa repetibilidade, uma vez que os parametros de eletrodeposicao,
como potencial, tempo/carga, concentracdo do ion metalico em solucdo e meio de
eletrodeposicdo, sdo fatores controlaveis. (123) Existem na literatura varios trabalhos
relatando com sucesso a modificacdo da superficie do BDD com nanoparticulas de niquel por
eletrodeposicdo. (86, 90, 93, 94, 124)
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No mecanismo de eletrodeposicdo do niquel a potencial controlado, a primeira etapa € a

+

reducdo do Ni** a Ni*, como mostra a Equacdo 2, seguida de uma reacdo de
desproporcionamento do Ni* (Equacdo 3). Esta reacdo é comum em jons monovalentes de
elementos de alta valéncia e contribui para a geracdo de depdsitos bem dispersos.
Simultaneamente & reacdo de desproporcionamento, ocorre uma reago entre as espécies Ni**
e a agua, gerando NiOH" e hidrogénio adsorvido (Equacéo 4), o que explica a producio de

gas hidrogénio que é observada durante a aplicacdo do potencial de deposicao. (125)

Ni?* + e~ - Nit Equacdo 2
Ni* + Nit - Ni® + Ni?* Equacio 3
Ni* + H,0 - NiOH* + H,4s Equacio 4

A modificacdo do BDD com o6xido-hidréxido de niquel foi feita baseado no procedimento
descrito por Stradiotto et al. (94) Os parametros potencial de eletrodeposicao, eletrdlito,
concentracdo dos fons Ni?* em solucdo e carga eletrodepositada foram otimizados a fim de se
obter a melhor resposta amperométrica para os acidos latico, malico e tartarico. Tais
pardmetros experimentais influenciam no tamanho e morfologia das particulas de niquel
eletrodepositadas, (125, 126) interferindo assim na atividade eletrocatalitica do metal sobre

oxidacdo dos compostos de interesse.(127)

4.2.1.1. Influéncia da carga eletrodepositada

Foi estudada a influéncia da carga de niquel eletrodepositada na superficie do BDD sobre a
resposta amperométrica dos &cidos latico, malico e tartarico por meio da sensibilidade
analitica. As eletrodeposi¢fes foram realizadas em solucdo de cloreto de niquel com
concentracéo de 1,0 x 10 mol L™ em tampéo acetato pH 4, até que carga de interesse fosse
atingida. Posteriormente, o eletrodo foi removido para um solucdo 1,0 mol L™ de NaOH, onde
realizou-se 50 ciclos sucessivos de potencial no intervalo de 0 a 0,60 V (vs. Ag/AgCl), a 50
mV s, Os experimentos foram realizados em duplicata e a sensibilidade analitica média
obtida por amperometria, para cada &cido carboxilico em cada condicao de eletromodificacéo,
foi avaliada.

A Figura 5 mostra a sensibilidade analitica média para cada acido em funcdo da carga de
niquel eletrodepositada sob essas condi¢des. E possivel observar que ha um significativo
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aumento da sensibilidade com o aumento da carga eletrodepositada até 90 mC e a partir desse
valor a sensibilidade é praticamente constante para os trés acidos. Esse comportamento ocorre
porque a partir de 90 mC o tamanho das particulas de niquel deve aumentar, entdo a atividade

eletroquimica do NiNPs-BDD diminui, ocasionando uma menor sensibilidade. (127)

Figura 5 - Sensibilidade analitica média (n=2) dos acidos latico, malico e tartarico em funcéo da carga
de niquel eletrodepositada na superficie do BDD.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.1.2. Influéncia do potencial de eletrodeposicéo

Em seguida, foi avaliada a influéncia do potencial de reducdo do niquel. O potencial de
eletrodeposicdo € um importante pardmetro porque pode afetar a morfologia das
nanoparticulas metélicas. Para a escolha dos potenciais a serem estudados, foi realizada uma
voltametria ciclica entre 0,80 e -1,50 V (vs. Ag/AgCl) a 5 mV s em solugdo de tampdo
acetato pH 5 contendo 1,0 x 10 mol L™ Ni**, a qual pode ser vista na Figura 6.Por meio
desta, obseva-se que a reducdo dos fons Ni®* se inicia em -0,80 V (vs. Ag/AgCl), no entanto a
eletrodeposicdo em potenciais menos negativos que -1,0 V se mostrou muito lenta, o que faz
com que a carga de 90 mC somente seja atingida apds um longo periodo de tempo, sendo esse
um ponto desfavoravel ao procedimento de preparo do eletrodo. Sendo assim, foram
estudados os potenciais entre -1,10 V e -1,40 V (vs. Ag/AgCl). Os experimentos foram
realizados em duplicata e a sensibilidade analitica média obtida por amperometria, para cada

acido carboxilico, foi avaliada.
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A Figura 7 mostra como a sensibilidade média para os trés acidos variou em funcdo do
potencial de eletrodeposicdo aplicado, sendo o potencial de -1,20 V (vs. Ag/AgCl) o que
gerou nanoparticulas com maior eletroatividade para os compostos em questdo. Em potenciais
mais anodicos pode ocorrer a formacdo de nanoparticulas irregulares e em potenciais mais
catddicos o tamanho das nanoparticulas pode aumentar gerando um recobrimento mais

espesso da superficie, 0 que prejudica a eletroatividade. (127)

Figura 6 - Voltamograma ciclico em solucdo degaseificada de 1,0 x 10 mol L™ de NiCl, em tampéo
acetato pH 5, no intervalo de potencial de 0,80 a -1,50 V a5 mV s, utilizando eletrodo de BDD.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 7 - Sensibilidade analitica média (n=2) dos acidos latico, malico e tartarico em funcdo do
potencial de eletrodeposicéo.
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4.2.1.3. Influéncia da concentrago de fons Ni** na solugéo de eletrodeposic&o

As nanoparticulas de niquel foram eletrodepositadas em solucdes de diferentes
concentracOes de NiCl, em tampao acetato pH 4, sob o potencial de -1,20 V (vs. Ag/AgCl) até
que a carga de 90 mC fosse atingida. Os experimentos foram realizados em duplicata e a
sensibilidade analitica média obtida por amperometria, para cada acido carboxilico, foi
avaliada. O grafico da Figura 8 apresenta os valores de sensibilidade analitica média dos
4cidos latico, mélico e tartarico em funcdo da concentracdo de fons Ni%*. E possivel observar
que h& um aumento da sensibilidade com o aumento da concentracdo, no entanto ap6s 1,0 x
10° mol L™ a sensibilidade ndo apresenta ganho significativo, sendo essa a concentracédo
escolhida para a realizacdo dos préximos experimentos. Esse comportamento pode estar
relacionado com o fato de que altas concentracGes de niquel em solucdo produzem particulas
maiores na superficie do BDD, o que faz com que a propriedade eletrocatalitica do

nanomaterial seja diminuida.

Figura 8 - Sensibilidade analitica média (n=2) dos acidos latico, mélico e tartarico em funcdo da
concentragao de ions Ni?*,
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.1.4. Influéncia do meio de eletrodeposi¢do das nanoparticulas de niquel

O pH da solucéo de eletrodeposicdo pode afetar o transporte de massa do Ni** e também

influenciar a taxa de transferéncia eletrénica na superficie do BDD, afetando assim a forma
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das nanoparticulas de niquel e consequentemente sua atividade eletroquimica, por isso a
otimizacdo desse parametro se torna importante. (127)

A eletrodeposicdo das nanoparticulas de niquel foi estudada em trés diferentes meios:
tampéo acetato pH 4 e pH 5 e tampao fosfato pH 6, sob o potencial de redugéo de -1,20 V (vs.
Ag/AgCl) até que a carga de 90 mC fosse atingida. Os experimentos foram realizados em
duplicata e a sensibilidade analitica média obtida por amperometria, para cada acido
carboxilico, foi avaliada. Como mostrado na Figura 9, a maior sensibilidade analitica para os
trés acidos é atingida quando se utiliza tampédo acetato pH 5. No entanto o meio de
eletrodeposigdo nao apresentou influéncia t&o significativa nos analitos de interesse como 0s
demais parametros estudados anteriormente, o que pode ser visto pelas pequenas variagdes de

sensibilidade com a mudanca do pH de eletrodeposicao.

Figura 9 - Sensibilidade analitica média (n=2) dos &cidos latico, malico e tartarico em funcdo do pH
do eletrdlito de suporte utilizado durante a eletrodeposicdo de niquel na superficie do BDD.
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4.2.1.5. Formacao das espécies Oxido-hidroxido de niquel

Apos a etapa de eletrodeposicdo das nanoparticulas metélicas, o eletrodo foi transferido
para uma solucéo de NaOH 1,0 mol L™, onde foi submetido a 50 ciclos de potencial entre 0 e
0,60 V (vs. Ag/AgCl) a 50 mV s™. Em solug#o alcalina, niquel metélico é oxidado a Ni(OH);
(Equacdo 5) a potenciais mais negativos que -0,68 V (vs. eletrodo de calomelano saturado -
ECS). (128-130) Ni(OH), pode estar presente em duas formas cristalograficas, na forma
hidratada a-Ni(OH),, e na forma anidra f-Ni(OH),. (128, 130) Em meio fortemente basico e
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apos sucessivos ciclos de potencial a formagdo de espécies anidra é favorecida, sendo esta a
forma mais estavel e cataliticamente ativa. (128, 130) Voltamogramas tipicos do primeiro e
do quinquagésimo ciclo do eletrodo de BDD modificado com niquel em NaOH 1,0 mol L™, a
50 mV s, sdo representados na Figura 10, onde podem ser comparados com o eletrodo de
BDD sem modificacdo. O par redox bem definido com E® = 343 mV e AE, = 66 mV, a 50
mV s, é referente ao processo redox Ni**/Ni**, de acordo com a Equacdo 6, (112, 128) uma
vez que a oxidacdo do niquel metalico & Ni** se dé a potenciais catodicos. (128-130) O maior
potencial de oxidagdo observado no primeiro ciclo de potencial ocorre devido a maior energia
requerida para comecar a nucleagdo das espécies NiOOH. (131) Com os sucessivos ciclos de
potencial, observa-se um aumento nos valores de Iy, € Iy, devido a entrada de espécies OH™ na
estrutura das nanoparticulas de Ni(OH),, as quais levam a formacao das espécies NiOOH.
(132)

Ni + 20H™ — Ni(OH), + Ze~ (Equacao 5)
Ni(OH), + OH™ = NiOOH + H,0 + e~ (Equagdo 6)

Figura 10 - Voltamogramas do primeiro e quinquagésimo ciclos em solu¢do de NaOH 1,0 mol L™, no
intervalo de potencial de 0 a 0,60 VV a50 mV s™, utilizando os eletrodos de NiNPs-BDD e BDD.
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Fonte: elaborado pelo autor.
A quantidade de oOxido-hidroxido niquel na superficie do eletrodo pode ser calculada a

partir da carga envolvida na oxidacdo ou na reducdo do processo redox (Qox/Qred = 1), pela

Equacdo 7:
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_ Qox ~
['= “FA (Equacao 7)

onde, Q.x € a carga associada a oxidacdo, n € o nimero de elétrons envolvidos no processo
redox (n=1, neste caso), F é a constante de Faraday (96485 C mol™) e A é a area geométrica
do eletrodo. Para o eletrodo modificado nas condi¢Oes descritas acima, a quantidade de
hidréxido de niquel na superficie do BDD, calculada pela Equacéo 7, foi de (5,8 +0,7) x 107

mol cm™,

4.2.2. Comportamento eletroquimico do NiNPs-BDD

Com o objetivo estudar o comportamento eletroquimico do eletrodo de NiNPs-BDD em
solucdo de NaOH 1,0 mol L™ foi realizado um estudo de velocidade de varredura de
potencial. A Figura 11-A mostra os voltamogramas ciclicos do NiNPs-BDD em diferentes
velocidades de varreduras de 2 a 800 mV s™ entre 0 e 0,60 V (vs. Ag/AgCl). Como pode ser
visto na Figura 11-A, com o aumento da velocidade de varredura ocorre o aumento de lya € Iy
e 0 deslocamento do pico anddico para potenciais mais positivos, assim como o deslocamento
do pico catddico para potenciais mais negativos, esse aumento de AE, indica limitagéo devido
a cinética de transferéncia de carga. A Figura 11-B mostra que as correntes de pico anddica e
catédica sdo proporcionais & velocidade de varredura no intervalo de 2 a 200 mV s™, essa
linearidade é esperada para processos redox confinados na superficie eletrédica. (133) Ja, em
velocidades de varreduras maiores que 200 mV s ocorre um desvio da linearidade e as
correntes de pico tornam-se proporcionais a raiz quadrada da velocidade de varredura, como
mostrado na Figura 11-C, indicando um processo controlado por difusdo em altas

velocidades.
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Figura 11 - (A) Voltamogramas ciclicos em NaOH 1,0 mol L™ entre 0 e 0,60 V em varias velocidades
de varredura entre 2 e 800 mV s*, empregando NiNPs-BDD. (B) Ia € 1pc em funcéo da velocidade de
varredura. (C) I, e I, em funcéo da raiz quadrada da velocidade de varredura.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.3. Caracterizacao do NiNPs-BDD

A morfologia do NiNPs-BDD e o tamanho das nanoparticulas foram avaliadas por imagens
de MEV e sua composic¢do por EDX. As imagens das Figuras 12-A e 12-B sdo referentes a
superficie do eletrodo de BDD modificada com 6xido-hidréxido de niquel, com diferentes
magnificacbes. Por meio dessas imagens, pode-se observar nanoparticulas esféricas, dispersas
homogeneamente por toda a superficie do BDD. O didmetro de 400 nanoparticulas foi medido
e a distribuicdo do diametro dessas mostrou (Figura 12-C) que a maioria das nanoparticulas
apresenta diametro entre 80 e 100 nm, com média de (89 £ 15) nm.

A caracterizacdo quimica por EDX do NiNPs-BDD é mostrada na Figura 12-D, juntamente

com a regido na qual foi realizada a medida. Pelo espectro é possivel constatar a presenca de
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niquel e oxigénio, provenientes da modificagdo com déxido-hidroxido de niquel, e a presenga

de carbono, devido ao substrato de diamante dopado com boro.

Figura 12 - Imagens de MEV do NiNPs-BDD a aceleracdo de 10,0 kV e magnificagdes de 10.000x
(A) e 50.000x (B). Distribuicdo do diametro das nanoparticulas de 6xido-hidroxido de niquel (C).
Espectro de EDX do NiNPs-BDD (D).
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Fonte: elaborado pelo autor.
4.2.4. Comportamento voltamétrico dos acidos carboxilicos em NiNPs-BDD

Foi avaliado o comportamento eletroquimico, por meio de voltametria ciclica, dos acidos
latico, malico e tartarico em NiNPs-BDD em NaOH 1,0 mol L™ Nesse meio, os écidos
carboxilicos estudados encontram-se nas suas respectivas formas ionizadas. A Figura 13
mostra voltamogramas ciclicos a 50 mV s™ em eletrdlito de suporte, para fins de comparacéo,
e na presenca de 4,0 x 10% mol L™ de 4cido latico (Figura 13-A), 4,0 x 10 mol L de &cido
mélico (Figura 13-B) e 2,0 x 10 mol L™ de 4cido tartarico (Figura 13-C). Por meio desses
voltamogramas, € possivel observar que a oxidacdo dos acidos latico, malico e tartarico
acontece na mesma regido de potencial do par redox Ni**/Ni**. Ao comparar os
comportamentos voltamétricos utilizando o eletrodo de NiNPs-BDD e o eletrodo de BDD néo

modificado (Figura 3) é possivel observar um deslocamento do potencial de oxidacdo do
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acido tartarico de aproximadamente 200 mV para potenciais menos anddicos quando utiliza-
se 0 eletrodo modificado. Além disso, as oxidacdes dos acidos latico e malico, as quais ndo
foram observadas a potenciais menos anddicos que a oxidacdo da agua no eletrodo nédo
modificado, aconteceram em 350 mV e 367 mV, respectivamente, no eletrodo de NiNPs-
BDD. Essas observac6es indicam um comportamento de eletrocatélise das nanoparticulas de
oOxido-hidroxido de niquel frente & oxidacdo dos acidos latico, mélico e tartarico.

Analisando o comportamento voltamétrico do eletrodo de NiNPs-BDD na auséncia e
presenca dos acidos carboxilicos (Figura 13), observa-se que na presenca desses compostos
ocorre um deslocamento anddico do potencial de pico referente & oxidacdo do Ni** a Ni*" e
um aumento de Iy, Observa-se também, uma diminuigao de Iy, a qual € atribuida ao consumo
parcial das espécies NiOOH nas reacdes quimicas com o lactato, malato e tartrato, formando
especies Ni(OH),, o que evidencia um processo irreversivel. O aumento dos valores de Iy, €
diminuicdo dos valores de I, na presenca dos acidos latico, malico e tartarico mostram um
ciclo eletrocatalitico. Além disso, é possivel inferir que o mecanismo de oxidacdo desses
compostos € constituido de uma etapa eletroquimica, sendo esta a eletro-oxidacdo das
espécies Ni** a Ni** (Equagdo 8a), e uma etapa quimica de reacdo das espécies Ni** com os
acidos carboxilicos estudados (Equacéo 8b). (93,112)

Comparando o comportamento voltamétrico dos trés acidos carboxilicos, observa-se que
esses efeitos sdo mais pronunciados para o acido tartarico e isso se deve ao fato do acido
tartarico possuir dois grupos hidroxila (ver Figura 4) que oxidam, ocorrendo dessa forma, a
transferéncia de quatro elétrons no total, e ndo de dois elétrons como acontece para os acidos
latico e mélico.

Com base nessas observacgdes voltamétricas, fica claro o papel do Ni** como mediador da
reacdo de eletro-oxidacdo desses compostos. Esse efeito eletrocatalitico surge dos elétrons d
desemparelhados das espécies Ni** (distribuicdo eletronica: [Ar] 3d’), os quais estdo
disponiveis para a formacdo de ligacBes com espécies adsorvidas ou intermediarios redox.
(86)
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Figura 13 - Voltamogramas ciclicos em NaOH 1,0 mol Lt a50 mV s?, na auséncia e presenca de 4,0
x 10 mol L™ de &cido latico (A), 4,0 x 10% mol L™ de 4cido malico (B) e 2,0 x 102 mol L™ de &cido
tartarico (C), utilizando NiNPs-BDD.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Ni(OH),+ OH~ = NiOOH + H,0 + e~ (Equacio 8a)

0 |

(0]
2 NiOOH + R%OH = ZNE(OH)Z + R%OH (Equac,:éo Sb)
O

OH

A fim de se estudar o comportamento eletroquimico do eletrodo de NiNPs-BDD na
presenca dos acidos latico, malico e tartarico realizou-se um estudo de velocidade de
varredura. Como, nessa parte do trabalho, o objetivo é estudar a oxidacdo dos &cidos
carboxilicos, somente o comportamento das lp,, foi analisado. As Figuras 14-A e 15-A
mostram o0s voltamogramas ciclicos do NiNPs-BDD na presencga de 4,0 x 102 mol L* de
4cido latico e de 4,0 x 10 mol L™ de acido malico, respectivamente, ambos em NaOH 1,0
mol L™ em velocidades de varreduras entre 20 e 800 mV s™ no intervalo de 0 a 0,60 V (vs.
Ag/AgCI). Pode ser observado que com o aumento da velocidade de varredura ocorre 0

aumento das correntes de pico. Ha também, um deslocamento do pico anodico para potenciais
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mais positivos e do pico catddico para potenciais mais negativos para ambos os acidos,
indicando uma limitacdo devido a cinética de transferéncia de carga. As Figuras 14-B e 15-B
mostram que os valores de I,, S80 proporcionais a velocidade de varredura até 300 mV s'ha
presenca tanto do acido latico quanto do acido malico. Ja, em velocidades de varreduras
maiores que 300 mV s™ ocorre um desvio da linearidade e as correntes de pico tornam-se
proporcionais a raiz quadrada da velocidade de varredura, como mostrado nas Figuras 14-C e
15-C, indicando um processo controlado por difusdo. A Figura 16-A mostra 0s
voltamogramas ciclicos do NiNPs-BDD na presenca 2,0 x 10 mol L™ de 4cido tartarico em
1,0 mol L™* de NaOH em diferentes velocidades de varreduras entre 20 e 800 mV s™. Também
e possivel observar que o aumento da velocidade de varredura ocasiona um aumento de Ip, e
de AE,. Ja, a Figura 16-B mostra que, na presenca de acido tartarico, diferentemente dos
outros acidos, as lp, foram proporcionais a velocidade de varredura até 800 mV s indicando
um processo eletrddico controlado por adsor¢do. Essa diferenca de comportamento pode estar
relacionada com a presenca de dois grupos hidroxila na estrutura molecular do &cido tartérico.

Além dessas observaces, é possivel notar que na presenca dos trés acidos carboxilicos o0s
graficos I, vs. velocidade de varredura ndo tem intercepto igual a zero, iSso sugere uma
limitacdo quimica na oxidacdo desses compostos a baixas velocidades de varredura. (93)
Outro fato a ser observado é que a baixas velocidades de varredura a diminuicéo de Iy €
menos pronunciada, o que indica que a reacdo quimica de oxidagdo dos &cidos carboxilicos
em questdo com as espécies NiOOH é lenta e é a etapa determinante do mecanismo de

oxidacdo descrito nas Equacdes 8-a e 8-b.
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Figura 14 - (A) Voltamogramas ciclicos na presenca de 4,0 x 10 mol L™ de 4cido latico em NaOH
1,0 mol L™, entre 0 e 0,60 V, em velocidades de varredura entre 20 e 800 mV s™, utilizando NiNPs-
BDD. (B) Iy, em funcdo da velocidade de varredura. (C) I,, em funcéo da raiz quadrada da velocidade
de varredura.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 15 - (A) Voltamogramas ciclicos na presenca de 4,0 x 102 mol L™ de 4cido mélico em NaOH
1,0 mol L, entre 0 e 0,60 V, em velocidades de varredura entre 20 e 800 mV s™, utilizando NiNPs-
BDD. (B) Iy, em funcdo da velocidade de varredura. (C) I,, em funcéo da raiz quadrada da velocidade

de varredura.
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Figura 16 - (A) Voltamogramas ciclicos na presenca de 2,0 x 102 mol L™ de 4cido tartarico em
NaOH 1,0 mol L, entre 0 e 0,60 V, em velocidades de varredura entre 20 e 800 mV s, utilizando
NiNPs-BDD. (B) Ip, em fungdo da velocidade de varredura.
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4.2.5. Resposta amperométrica dos &cidos carboxilicos em NiNPs-BDD

Visto que o objetivo desse trabalho é o emprego do eletrodo de NiNPs-BDD como detector
amperométrico em CLAE para a determinacdo dos acidos latico, malico e tartarico em
vinhaca de cana-de-agucar, optou-se por utilizar a técnica de amperometria pulsada para
estudo da resposta do eletrodo NiNPs-BDD frente aos acidos latico, malico e tartarico meio
de 1,0 mol L™ NaOH. O modo pulsado foi escolhido por ser possivel realizar a regeneragdo
da superficie do eletrodo ap6s a oxidacdo dos acidos. Uma sequéncia simplificada de pulsos
de potencial daquela descrita na literatura foi empregada, (84) sendo utilizados pulsos
sucessivos e alternados de 0,50 V (vs. Ag/AgCl) por 0,1 s para a oxidagdo dos analitos e
pulsos de 0,31 V (vs. Ag/AgCl) durante 0,1 s para a regeneracdo da superficie do eletrodo,
sob agitacdo mecanica da solucdo a 2000 rpm. O potencial de regeneracdo da superficie do
eletrodo foi de 0,31 V porque, conforme pode ser visto na Figura 10, esse é o potencial de
pico catédico referente ao processo redox Ni%*/Ni**, dessa forma apés a oxidacdo dos &cidos o

pulso de 0,31 V promove a reducdo das espécies Ni** para as espécies Ni*".

4.2.5.1. Estudo de potencial de oxidacao

A fim de se encontrar o potencial de oxidacdo dos acidos que gera a maior corrente,
realizou-se um estudo de potencial no intervalo de 0,32 VV a 0,50 V (vs. Ag/AgCl). Conforme
pode ser visto pelos voltamogramas presentes na Figura 13, € nessa faixa de potencial onde
ocorrem as oxidagdes dos acidos latico, malico e tartarico. A Figura 17 mostra o aumento de
corrente gerado (Al) pela adi¢do de 1,0 x 10 mol L™ de &cido latico, 1,0 x 10 mol L™ de
4cido malico e 3,0 x 10 mol L™ de &cido tartarico, em 1,0 mol L™ NaOH em funcéo do

potencial de oxidacdo aplicado. Al foi calculado de acordo com a Equacéo 9:
Al = lcatal — I (Equagdo 9)

onde, I € a corrente catalitica na presenca de cada um dos acidos e |, € corrente limite na
presenca somente de eletrolito de suporte.

E possivel verificar pela Figura 17 que a maior diferenca de corrente é gerada ao se
aplicar o potencial de 0,50 V (vs. Ag/AgCl), ou seja, 100 mV, 75 mV e 35 mV acima do
potencial de pico anddico na presenca dos acidos &cidos latico, malico e tartarico,
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respectivamente. Sendo assim, o potencial de 0,50 V (vs. Ag/AgCl) foi utilizado nos estudos

amperométricos posteriores, a fim de se obter uma maior sensibilidade para esses compostos.

Figura 17 - Variagdo das correntes geradas na oxidag&o de 1,0 x 10° mol L™ de 4cido latico, 1,0 x 10"
® mol L™ de 4cido mélico e 3,0 x 10™ mol L™ de é4cido tartarico em fungéo do potencial de oxidacio
aplicado no eletrodo de NiNPs-BDD.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.5.2. Curvas analiticas

Com o eletrodo de NiNPs-BDD modificado nas condi¢des otimizadas foram feitas
sucessivas adicoes de 4cido latico, malico e tartarico a cada 60 s, em NaOH 1,0 mol L™ sob
agitacdo mecénica da solucdo com velocidade de 2000 rpm, utilizando a técnica de
amperometria pulsada com sucessivos potenciais de 0,50 V e 0,31 V (vs. Ag/AgCl) de 0,1 s
de duracdo cada um. A Figura 18 mostra os amperogramas e a relacdo entre corrente e
concentracdo para os &cidos latico, malico e tartarico. A Tabela 3 sumariza o intervalo linear
de resposta para cada &cido carboxilico, bem como o LD, sensibilidade amperométrica,

coeficiente de correlacdo e tempo de resposta.
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Figura 18 - Amperogramas de adi¢Bes sucessivas de acido latico (A), mélico (C) e tartarico (E) em
1,0 mol L™ de NaOH utilizando eletrodo de NiNPs-BDD, a potencial de 0,50 V sob agitagdo mecanica
da solugdo de 2000 rpm. Respectivos graficos de corrente em funcéo da concentracdo para cada acido

estudado
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Tabela 3 - Figuras de mérito e tempo de resposta para os acidos carboxilicos utilizando técnica de
amperometria pulsada com eletrodo de NiNPs-BDD.

Intervalo linear . o Tempo de
o LD Sensibilidade )
Acido de resposta 1 1 resposta
1 (molL™)  (nA L mmol™)
(mol L™) (s)
_ 3,0x10" - . ]
Latico ) 2,3x 10 2,2x10° 0999 24+04
1,1 x 10
_ 2,2 % 10"~ . ;
Malico 3 2,0x10° 3,9 %10 0990 25%0,2
2,2%10
_ 2,4 %107 - ; )
Tartérico . 2,0x 10 34 %10 0997 23%0,1
5,0x10

Fonte: elaborado pelo autor.
" Definido como 3 x desvio da curva/sensibilidade. (134)

4.2.5.3. Estabilidade amperométrica

A estabilidade do eletrodo modificado é de fundamental importancia para o seu posterior
emprego em medidas cromatograficas, sendo assim experimentos de estabilidade
amperométrica foram realizados sob agitacdo mecénica da solucdo, a fim de simular o mais
préximo possivel as condic¢des de fluxo no cromatografo.

A Figura 19 mostra adicdes de 1,0 x 10° mol L™ e 4cido latico e malico e 3,0 x 10 mol L
! de 4cido tartarico em NaOH 1,0 mol L™ apés 400 s de estabilizacdo em eletrélito, sob a
agitacdo mecanica da solucdo de 2000 rpm. Por meio dessa figura, nota-se que o eletrodo
NiNPs-BDD € estavel nesse eletrolito de suporte, ja que as correntes estabilizaram
rapidamente, além disso, observa-se que ao retornar o eletrodo para a solugdo contendo
somente eletrélito de suporte, as correntes ndo sofrem significativas mudancas. Apés a adicao
de cada um dos analitos, é possivel observar que as correntes aumentam rapidamente e
permanecem estavel durante o tempo de anélise, uma vez que na presenca de &cido latico
houve uma pequena queda de corrente de 4% em 1200 s, e na presenca dos acidos malico e

tartarico as quedas foram de 3% e 8%, respectivamente.
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Figura 19 - Estabilidade amperométrica do NiNPs-BDD, a 0,50 V, sob agitacdo mecénica da solucéo
de 2000 rpm com adicdo de 1,0 x 10 mol L™ de écido latico e 4cido malico e 3,0 x 10* mol L™ de
acido tartarico em 400 s em NaOH 1,0 mol L™,
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.6. Desenvolvimento do método cromatografico para a separacao e deteccdo dos

acidos carboxilicos

Como pode ser visto pelas pelos voltamogramas apresentados na Figura 13 e pelos
amperogramas da Figura 18, os &cidos latico, malico e tartarico apresentam comportamento
eletroquimico semelhantes, com oxidagdes na mesma regido de potencial em NiNPs-BDD.
Dessa forma, a determinacdo de cada um dos acidos utilizando NiNPs-BDD s6 se torna
possivel apds sua separacao cromatografica.

Nos subtdpicos seguintes serdo descritos os estudos realizados a fim de se obter a melhor
deteccdo dos compostos de interesse, bem como a otimizacao dos parametros cromatograficos
com o intuito de separar os acidos carboxilicos em questdo dos demais componentes da

vinhaca de cana-de-acgucar.

4.2.6.1. Comportamento do eletrodo NiNPs-BDD nas condi¢Ges cromatograficas

Ao utilizar no detector amperométrico do cromatdgrafo o eletrodo de NiNPs-BDD
modificado nas condi¢bes experimentais descritas na se¢do 2.1, o sinal de corrente produzido
foi maior que a escala de corrente lida pelo equipamento, dessa forma ndo foi possivel a

realizacdo das medidas. Sendo assim, uma forma de solucionar esse problema foi diminuir a
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carga de eletrodeposicdo de niquel para 50 mC, a fim de gerar uma resposta de corrente
menor, a qual possa ser lida pelo detector amperométrico do cromatédgrafo. As nanoparticulas
de oOxido-hidroxido de niquel formadas pela eletrodeposicdo de 50 mC apresentaram
morfologia similar aquelas da Figura 12, com maioria das nanoparticulas variando entre 60
nm e 90 nm e didmetro médio de (78 £ 21) nm. A quantidade de 6xido-hidroxido de niquel foi
calculada pela Equacédo 7 sendo (1,2 £ 0,2) x 10 mol cm™, ou seja, aproximadamente cinco
vezes menor que a quantidade eletrodepositada utilizando a carga de 90 mC.

A fim de verificar o comportamento eletroquimico do eletrodo de NiNPs-BBD nas
condicBes cromatogréficas, realizou-se uma voltametria ciclica no cromatografo no intervalo
de potencial de 0 a 0,55 V (vs. Pd), a qual é visualizada na Figura 20. Foi empregado como
eletrélito a fase mével composta pela mistura de 5% de NaOH 0,10 mol L™ em CH;COONa
0,25 mol L™ e 95% de agua sob fluxo de 1,0 mL min™ somado ao fluxo de 0,3 mL min™ de
uma solucdo de NaOH 0,40 mol L™ (bomba pés coluna). Por meio desse voltamograma
(Figura 20) e baseado no comportamento voltamétrico dos &cidos carboxilicos (ver Figura
13), é possivel inferir que a oxidacao dos acido latico, malico e tartarico deve se dar na regido
de potencial entre 0,45 e 0,50 V (vs. Pd). O pico catédico em 0,29 V (vs. Pd) pode ser
atribuido a reducdo de espécies y-NiOOH, a qual é evidenciada apds repetidos ciclos de

potencial e em meio menos basicos. (128)

Figura 20 - Voltamograma ciclico obtido no cromatografo empregando como eletrélito uma mistura
de 5% de NaOH 0,10 mol L™ em CH;COONa 0,25 mol L™ e 95% de &gua, sob fluxo de 1,0 mL min™
e NaOH 0,40 mol L™ a 0,3 mL min™ (bomba pés coluna), no intervalo de potencial de 0 a 0,55 V a 50
mV s?, utilizando o eletrodo de NiNPs-BDD.
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4.2.6.2. Otimizacdo da detecgdo cromatografica

Para a deteccdo amperométrica pulsada no cromatografo foram estudados cinco sequéncias
de pulsos potenciais de dois formatos diferentes, a fim de obter a melhor resposta para 0s
acidos latico, malico e tartarico. As sequéncias I, 1l e I1l foram constituidas de trés pulsos de
potencial (ver Figura 21): no primeiro é aplicado um potencial para a oxidacdo dos &cidos
carboxilicos e é nessa etapa onde ocorre a coleta de dados, foram avaliados os potenciais de
0,46 V (sequéncia I), 0,48 V (sequéncia Il) e 0,50 V (sequéncia IlI), vs. eletrodo de Pd; no
segundo pulso ¢ aplicado o potencial de 0,10 V (vs. Pd) por 50 ms com a finalidade de reduzir
a superficie oxidada e remover possiveis produtos de oxidagdo adsorvidos na superficie do
eletrodo; no terceiro pulso, aplica-se 0 mesmo potencial do primeiro pulso por 150 ms para
estabilizacdo da superficie do eletrodo. As sequéncias de pulso de potenciais 1V e V foram
constituidos de quatro pulsos (ver Figura 21): no primeiro é aplicado um potencial para a
oxidacao dos &cidos carboxilicos, foram avaliados os potenciais de 0,48 V (sequéncia IV) e
0,50 V (sequéncia V), vs. eletrodo de Pd; no segundo pulso € aplicado o potencial de 0,10 V
(vs. Pd) por 50 ms com a finalidade de reduzir a superficie oxidada e remover possiveis
produtos de oxidacdo adsorvidos na superficie do eletrodo; no terceiro aplica-se um pulso
mais positivo que o do primeiro estdgio por 100 ms para ocorrer a formacdo de espécies
NiOOH, nesse caso estudou-se os potenciais de 0,50 V (sequéncia IV) e 0,53 V (sequéncia
V); e por ultimo, no quarto pulso, aplica-se 0 mesmo potencial do primeiro estagio por 150

ms para estabilizacdo da superficie do eletrodo.

Figura 21 — Diferentes sequéncias pulsos de potencial aplicadas no NiNPs-BDD.
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Na Figura 22, pode-se ver a &rea de pico dos acidos latico mélico e tartarico em funcéo da
sequéncia de pulsos de potenciais aplicada. Ao comparar as sequéncias I, Il e 11l verifica-se
gue ha um aumento das areas de pico com o aumento do potencial de oxidacdo aplicado.
Quando compara-se as sequéncias IV e V, as quais sdo constituidas de quatro pulsos, tem-se
que a resposta do &cido tartarico € a mesma para ambos as sequéncias. No entanto percebe-se
que as areas de pico dos acidos latico e malico sdo maiores quando utiliza-se a sequéncia de
pulso 1V (0,48 V por 300 ms; 0,10 V por 50 ms; 0,50 V por 100 ms; 0,48 V por 150 ms) do
que a sequéncia V. Isso pode ser explicado pelo fato do pulso V empregar na etapa de
formacdo das espécies NiOOH o potencial de 0,53 V, o qual esta localizado na regido de
descarga da agua, como pode ser visualizado na Figura 20.

Ao comparar as sequéncias de pulsos Il e IV, constituidas de trés e quatro pulsos,
respectivamente, que produziram melhores repostas, observa-se que houve um pequeno
decréscimo da resposta do acido tartarico ao utilizar a sequéncia 1V, no entanto, tem-se um
ligeiro aumento da resposta dos &cidos latico e méalico ao empregar essa condi¢cdo quando
comparado com a sequéncia Il de trés pulsos. Sendo assim, optou-se por trabalhar com o
sequéncia de pulsos de potenciais 1V, ja que foi essa que gerou a melhor resposta para 0s

acidos latico e malico, os quais apresentam menor resposta.

Figura 22 - Area dos picos dos &cidos latico, malico e tartarico em funcéo da sequéncia de pulso de
potencial aplicada.
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4.2.6.3. Otimizacdo da separa¢do cromatografica

Para o0 sucesso do desenvolvimento de um método cromatografico, o estudo dos
pardmetros experimentais, tais como, coluna, fase movel, temperatura e fluxo, é de extrema
importancia. (25)

Visto que os acidos carboxilicos sdo compostos ionizaveis, uma vez que ao perderem o
hidrogénio acido dos grupos carboxilicos transformam-se em anions (ver estruturas na Figura
4), optou-se por trabalhar com uma coluna de troca aniénica, a coluna DIONEX® CarboPac
PA1. Na cromatografia de troca anidnica, a separacdo dos componentes da amostra baseia-se
na interagdo eletrostatica destes com os grupos catidnicos da fase estacionaria. Para a escolha
dessa coluna cromatogréafica, também considerou-se a possibilidade de trabalhar com eluentes
fortemente basicos, como NaOH, os quais sdo requeridos para garantir a eletroatividade das
nanoparticulas de 6xido-hidréxido de niquel.

Em geral, a sequéncia de eluicdo dos compostos utilizando colunas de troca ibnica é
relativo ao valor do pKa e ao nimero de grupos ionizaveis presentes nas estruturas desses
compostos. Os &cidos latico, malico e tartarico apresentam valores de pKa entre 3,40 e 5,20,
consequentemente em meio alcalino os grupos carboxilicos estdo desprotonados, assim como
os demais grupos hidroxila (ver estruturas na Figura 4), possibilitando a eluicdo seletiva como
anions na cromatografia de troca anidnica de alto desempenho.

Devido a alta afinidade dos acidos carboxilicos pela fase estacionaria da coluna de troca
anibnica, a separacdo cromatografica desses compostos em tempo de analise conveniente
requer eluentes que interajam mais fortemente com a coluna que o NaOH empregado na
separacdo de carboidratos, como € o caso do acetato de sodio. (34, 36) Para a separacdo dos
acidos latico, malico e tartarico na amostra de vinhaca de cana-de-acucar foi necessario
trabalhar com o modo gradiente de eluicdo, uma vez que a afinidade de cada um dos acidos
carboxilicos pela fase estacionaria € bastante diferente, visto que os acidos malico e tartarico
sdo di-carboxilicos e o acido latico é mono-carboxilico.

A Figura 23 mostra o cromatograma obtido pela injecdo de uma solucdo de mistura de
padrdes contendo 1,0 x 10 mol L™ de 4cido latico, 7,5 x 10 mol L™ de 4cido malico e 3,0 x
10™* mol L™ de 4cido tartarico, bem como os cromatogramas obtidos pela injecdo de cada um
dos acidos separadamente. Comparando os cromatogramas € possivel observar que o &cido
latico é o primeiro a eluir (tz= 11,31 min), seguido dos acidos malico (tz= 24,10 min) e

tartarico (tgz= 26,06 min). O menor tempo de retencdo do &cido latico em relacdo aos demais
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acidos pode ser explicado pelo fato do &cido latico ser mono-carboxilico, ja os &cidos mélico
e tartarico eluem em um tempo maior por serem di-carboxilicos, ou seja, possuem um grupo
carboxilico a mais para interagir com a fase estacionaria. O &cido tartarico elui em um tempo
de retencdo maior que o acido malico por possuir um grupo hidroxila a mais em relacdo a esse

(ver Figura 4).

Figura 23 - Cromatogramas obtidos para uma mistura de padrdes contendo 1,0 x 10 mol L™ de 4cido
latico, 7,5 x 10™* mol L™ de 4cido mélico e 3,0 x 10 mol L™ de 4cido tartarico e, pela injecdo de cada
um dos é4cidos separadamente. Coluna: DIONEX® CarboPac PAL. Eluentes: A- NaOH 0,10 mol L™
em CH;COONa 0,25 mol L™ B — agua deionizada. Gradiente: 0-1 min: 5% A; 1-12 min: 5-17% A;
12-14 min: 17-100% A; 14-27 min: 100% A; fluxo: 1,0 mL min™; temperatura do forno da coluna:
20,0 °C.
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Fonte: elaborado pelo autor.

No desenvolvimento de um método cromatografico, um dos principais objetivos é alcancar
uma separacdo aceitavel dos componentes de interesse da amostra no menor tempo de analise
possivel. O parametro cromatografico que avalia a separacdo de dois picos adjacentes € a

resolucéo (Rs), a qual pode ser calculada pela Equacéo 10: (25,135)

_ 2(tg, —tgr,)
° W; - W,

(Equacao 10)

onde, tg, € tg, SA0 0s tempos de retengdo do primeiro e segundo picos adjacentes e W; e W,
sdo as larguras das bases desses picos. Quando Rs = 1,0, os dois picos estdo razoavelmente
separados e, a separacdo até a linha base corresponde a Ry > 1,5. (25) No entanto, uma

limitacdo dessa equacdo é que ela pode ser empregada somente quando 0s picos estdo
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separados até a linha base do cromatograma. (135) Nos casos nos quais a Equagdo 10 nédo

pode ser usada, a resolucdo cromatografica pode ser estimada por intermédio de célculos

baseados na altura do vale entre dois picos adjacentes, o qual fornece valores mais precisos

para 0,8 < Rs< 1,5.(135) A Figura 24 ilustra como a altura do vale entre dois picos adjacentes

(hy) pode ser medida e a Tabela 4 mostra a resolucdo estimada a partir de diferentes valores de

hy e relacdo entre a altura dos dois picos (hi/hy).

Figura 24 - Esquema para medida da altura dos picos e do vale entre eles.

Fonte: Snyder; Kirkland; Glajch (135).

Tabela 4 - Resolugéo estimada a partir da altura do vale entre dois picos adjacentes.

Rs para relagéo entre a altura dos picos adjacentes

h,” (%) 1/1 2/1 an 8/1 16/1
3 1,46 1,50 - - -
5 1,35 1,42 1,48 1,52 -
8 1,26 1,33 1,40 1,45 -
10 1,22 1,29 1,35 1,41 1,47
15 1,14 1,21 1,27 1,33 1,39
20 1,07 1,15 1,21 1,27 1,33
30 0,97 1,06 1,12 1,19 1,24
40 0,90 0,98 1,06 1,12 1,18
50 0,83 0,92 1,00 1,07 1,12
60 0,78 0,87 0,95 1,02 1,08
70 0,73 0,82 0,90 0,97 1,03
80 0,68 0,78 0,86 0,93 0,99

Fonte: Snyder; Kirkland; Glajch (135).

" A porcentagem de h, ¢ calculada em relac&o a altura do menor pico.
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Visto a complexidade composicional da vinhaca de cana-de-aglcar, (8,12-14,24) a
otimizacdo da separacao dos &cidos latico, malico e tartarico foi realizada empregando-se a
amostra e comparando-se com uma mistura de padrGes dos trés acidos, a fim de identificar
dentre os componentes da amostra, 0s picos correspondentes a cada um dos compostos de
interesse.

A fim de obter a melhor separacao dos &cidos carboxilicos de interesse na vinhaca de cana-
de-acucar no menor tempo de andlise, foram estudados seis condicdes de separacdo. Nelas,
foram avaliados diferentes programas de gradiente e diferentes composicbes de fase movel
(ver Figura 25) com fluxo de 1,0 mL min™ e temperatura do forno da coluna de 20 °C. As
fases moveis empregadas foram constituidas de misturas de dois eluentes:

- eluentes A: 0,10 mol L™ de NaOH em CH3;COONa 0,28 mol L™; 0,10 mol L™ de NaOH
em CH3COONa 0,20 mol L™ e 0,10 mol L™ de NaOH em CH;COONa 0,25 mol L™

- eluente B: 4gua deionizada.

Inicialmente quatro programas de gradiente (condigdes I, Il, 11l e 1V), utilizando como
eluente A a solucdo de 0,10 mol L de NaOH em CH;COONa 0,28 mol L™ foram avaliados.
Na condicdo | foi utilizado um gradiente, no qual a primeira etapa € isocratica com 5% de
eluente A; em seguida a proporcdo desse eluente € aumentada para 100% e mantida nessa
proporcdo por 9 min. Ja, as condigdes I, 1l e 1V possuem uma programacéo de gradiente
diferente, na qual a primeira etapa € isocratica com 0% de A (condicdes Il e 1ll) ou 5%
(condicdo 1V) por um minuto; em seguida é realizado um gradiente lento aumentando a
proporcao de B para 30% na condicao Il (2,0% por minuto), para 25% na condicéo 111 (1,6%
por minuto) e para 17% na condicdo IV (1% por minuto). Na sequéncia, a propor¢do de A é
aumentada para 100% rapidamente e mantida nesse valor por alguns minutos. Os tempos de
retencdo de cada acido carboxilico e resolucédo dos pares de picos nos cromatogramas obtidos
pela injecdo da amostra foram avaliados nas quatro condigdes estudadas e s&o mostrados na
Tabela 4. E possivel observar que os menores tempos de retencdo foram atingidos na
condigdo IV, sendo tg,,, = 10,60 min, tp .. = 21,12 min e tg, .. . = 22,80 min. Pelos
valores de resolucdo, observa-se que os &cidos malico e tartarico foram separados até a linha
base nas quatro condicGes estudadas, uma vez que Ry > 1,5. No entanto, observa-se que a
separacao entre o acido latico e os compostos a (composto que elui anteriormente ao acido
latico na amostra) e b (composto que elui posteriormente ao acido latico na amostra) néo foi
satisfatdria na condicdo I, uma vez que as resolugdes foram menores que 1. Nas condicdes Il,
Il e IV, nas quais o &cido latico elui na etapa do gradiente onde h4 um aumento lento da
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proporcao do eluente A, observou-se uma melhora na separacéo, sendo que a condic¢do 1V foi
a que gerou resolucdes mais proximas de um ou maiores que um. Isso pode ser explicado pelo
fato do gradiente na regido de eluicdo do &cido latico ser mais lento na condicdo 1V do que
nas demais condi¢Oes, possibilitando uma maior interacdo dos compostos com a fase
estacionaria e consequentemente uma melhor separagéo.

Apesar de ter alcancado uma separagdo efetiva dos acidos malico e tartarico nas quatro
condi¢des estudadas inicialmente, a separacdo do acido latico se mostrou mais complexa,
sendo assim foram estudadas outras duas condi¢Ges (V e VI) com o intuito de melhorar a
separacdo desse composto.

A fim de avaliar a influéncia da concentracdo de CH3;COONa no eluente A na separagéo
do acido latico, foram estudados outras duas composicdes desse eluente: 0,10 mol L™ de
NaOH em CH3;COONa 0,20 mol L (condic&o V) e 0,10 mol L™ de NaOH em CH;COONa
0,25 mol L™ (condigdo VI). A programacdo de gradiente empregada nessas condicdes foi
semelhante a utilizada na condicdo IV (ver Figura 25), uma vez que essa produziu uma
melhor separacao do acido latico, dentre as condi¢des estudadas inicialmente. Comparando a
condicdo V com a IV, é possivel observar na Tabela 5 0 aumento dos tempos de retencéo, o
que era esperado ja que a concentracdo de CH;COONa diminuiu para 0,20 mol L™. Observa-
se também, que a separacdo entre 0 componente a da amostra e o &cido latico foi menos
efetiva utilizando CH;COONa 0,20 mol L™ (condicdo V) do que CH;COONa 0,28 mol L™
(condicdo 1V), o que pode ser notado pela diminuicdo da resolucdo de 1,00 para 0,71. No
entanto, na condicéo IV foi possivel obter uma separacdo até a linha base entre o acido latico
e 0 componente b, ja que Ry > 1,5.

Um vez que a diminuicdo da concentracdo de CH;COONa de 0,28 mol L™ para 0,20 mol
L causou uma melhora na separacdo entre os picos do componente b e do e 4cido latico, mas
piorou a separacao entre este e 0 componente a da amostra, optou-se por trabalhar com uma
concentracdo intermediaria de CH3;COONa. Para isso, utilizou-se o eluente A composto por e
0,10 mol L de NaOH em CH;COONa 0,25 mol L™ (condicdo VI). Nessa condicdo, a
separacao entre o acido latico e o componente a foi satisfatoria, uma vez que a resolucéo foi
de 1,07, e pbde-se separar até a linha base os picos do acido latico e do componente b, sendo a

resolucéo de 1,58 (ver Tabela 5).
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Figura 25 - Programagcao de gradiente utilizando como eluente A as solugdes: 0,10 mol L™ de NaOH
em CH;COONa 0,28 mol L™ (condicdes I, 11, 11l e IV); 0,10 mol L™ de NaOH em CH;COONa 0,20
mol L™ (condigéo V); e 0,10 mol L™ de NaOH em CH;COONa 0,25 mol L™ (condigéo V1). Eluente B:
4gua deionizada. Fluxo: 1,0 mL min™.
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Tabela 5 - Tempos de retencdo dos acidos latico, malico e tartarico e resolugdo dos pares de pico em
cada condigdo cromatogréfica estudada.

Condico _ tr /_min _ *Rs dos parei*de picos
Lé.tICO Mal ICO Tartérlco Rs a,latico Rs latico, b Rs malico, tartarico

[ 12,82 19,19 2051 0,787 0,80 3,77

I 11,81 2476 26,44 1,077 0,93 4,15

1 12,66 24,96 26,65 1,947 0,907 3,80
\Y; 10,60 21,12 22,80 1,007 1,317 4,42

Vv 12,56 26,40 28,49 0,717 1,62 5,24
VI 11,31 24,10 26,06 1,077 1,58 4,37

Fonte: elaborado pelo autor.
Resolucdo entre o pico do &cido latico e o pico do componente que elui anteriormente a ele na

amostra (a).

™ Resolugéo entre o pico do acido latico e o pico do componente que elui posteriormente a ele na

amostra (b).

™ Resolucao estimada por intermédio de calculos baseados na altura do vale entre os picos adjacentes.
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Com o gradiente e composi¢do da fase movel da condicdo VI avaliou-se também o fluxo
de 0,7 mL min™ e a temperatura do forno da coluna de 25,0 °C, a fim de avaliar se esses
parametros experimentais gerariam alguma melhora na separacdo do &cido latico. No entanto,
observou-se que a diminuicdo do fluxo da fase movel acarretou 0o aumento dos tempos de
retencdo conforme o esperado, mas ndo ocasionou aumento das resolugdes. A mudanca de
temperatura do forno da coluna ndo interferiu significativamente nos tempos de retencgdo e
valores de resolucdo. Sendo assim, a condicdo VI constituida das fases méveis 0,10 mol L™
de NaOH em CH;COONa 0,25 mol L™ (eluente A) e 4gua deionizada (eluente B) sob fluxo
de 1,0 mL min, programa de gradiente: 0-1 min: 5% A; 1-12 min: 5-17% A; 12-14 min: 17-
100% A; 14-27 min: 100% A, e temperatura do forno da coluna de 20,0 °C, foi utilizada nos
estudos seguintes. Vale salientar que um fluxo 0,3 mL min™ de NaOH 0,40 mol L™ na bomba
pos coluna foi utilizado durante todo o tempo de andlise a fim de manter a forca idnica
constante na celula amperomeétrica e garantir o0 meio adequadamente basico para a
eletroatividade das nanoparticulas de 6xido-hidréxido de niquel.

Nas condic¢des otimizadas de separacdo, foram obtidos cromatogramas da amostra de
vinhaca de cana-de-acUcar e da vinhaca enriquecida com padrfes dos &cidos latico, mélico e
tartarico. A Figura 26-A mostra os cromatogramas obtidos pela injecdo da amostra de vinhaca
de cana-de-accar diluida em cinco vezes e da amostra diluida e enriquecida com 5,0 x 10
mol L™ de é4cido malico (tg, .. = 23,60 min) e 1,0 x 10™ mol L™ de 4cido tartarico
(CRyorearico = 25:70). E possivel observar que os tempos de retencdo desses acidos apresentaram
uma ligeira diminuicdo em relacdo aqueles obtidos na injecdo de solugdes padrdes (ver Figura
23), no entanto, essa mudanca pode ser atribuida ao efeito da matriz. Ao comparar 0s
cromatogramas obtidos pela injecdo da amostra diluida e pela injecdo da amostra diluida e
enriquecida com os padrdes dos dois acidos, € possivel verificar um aumento das areas de
pico, o que confirma que tais picos na amostra sdo referentes aos acidos mélico e tartarico.

A Figura 26-B mostra os cromatogramas obtidos pela injecdo da amostra de vinhaga de
cana-de-agtcar diluida em oitenta vezes e da amostra diluida e enriquecida com 1,0 x 107
mol L de 4cido latico. Foi necessario diluir a amostra oitenta vezes por causa da alta
concentracdo de &cido latico na vinhaca, a qual estaria fora do intervalo linear de resposta. Ao
comparar 0s cromatogramas obtidos pela injecdo da amostra diluida e pela inje¢do da amostra
diluida e enriquecida com o padrdo de &cido latico, é possivel verificar um aumento da area de

pico, o que confirma que o pico com tz= 11,31 min na amostra é referente ao acido latico.
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Figura 26 - (A) Cromatogramas obtidos pela injecdo da vinhaca diluida em cinco vezes e da vinhaca
diluida e enriquecida com 5,0 x 10 mol L™ de 4cido mélico e 1,0 x 10™* mol L™ de é4cido tartérico.
(B) Cromatogramas obtidos pela injecdo da vinhaca diluida em oitenta vezes e da vinhaca diluida e
enriquecida com 1,0 x 10° mol L™ de é4cido latico.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.6.4. Curvas Analiticas

Apos a otimizacdo das condi¢bes cromatograficas, curvas analiticas dos trés acidos de
interesse foram construidas para avaliar os pard@metros analiticos da técnica. Para isso foram
preparadas misturas de solugdes padrdes dos trés acidos nas concentracdes de 3,0 x 10™ mol
L™ a 4,0 x 10° mol L™ de 4cido latico, 8,0 x 10° mol L™ a 1,5 x 10™ mol L™ de 4cido malico
e 40 x 10° mol L™ a 1,0 x 10° mol L1 de &cido tartarico. A Figura 27-A mostra 0s
cromatogramas obtido nas diferentes concentracGes. Por meio dessa figura pode-se observar o
aumento das areas de pico com o aumento da concentragdo dos padrdes. Os ruidos observados
apos 15 min sdo atribuidos a composicao da fase movel nessa etapa do gradiente (100% 0,10
mol L™ de NaOH em CH3;COONa 0,25 mol L™?). As Figuras 27-B, 27-C e 27-D apresentam
as curvas analiticas para os acidos latico, malico e tartarico, respectivamente. Na Tabela 6
encontram-se a regido linear de resposta de cada &cido, o LD, a sensibilidade analitica e o

coeficiente de correlacdo.
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Figura 27 - Cromatogramas dos &cidos carboxilicos em diferentes concentracdes (A) e relagdo entre
as areas dos picos e a concentracdo dos acidos latico (B), malico (C) e tartarico (D).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 6 - Figuras de mérito para a deteccdo dos &cidos carboxilicos utilizando técnica de CLAE-
PAD com eletrodo de NiNPs-BDD.

Acido Intervalo linear de resposta LD Sensibilidade )
(mol L™ (mol LY (nA L mol™)
Latico 3,0x10"-4,0 x 10™ 1,2x10*  75x10° 0,995
Malico 8,0x10°-15x% 107 6,1x10°  35x10° 0,997
Tartérico 4,0%10°-1,0x 107 28x10°  54x10° 0,996

Fonte: elaborado pelo autor.
Definido como 3 x desvio da curva/sensibilidade. (134)

4.2.6.5. Estabilidade do eletrodo NiNPs-BDD nas condi¢des cromatograficas

Em fluxo, o impacto da fase movel na superficie do eletrodo dentro da célula

amperométrica do cromatografo pode causar lixiviacdo da modificacdo, ocasionando assim a
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perda da resposta analitica com o tempo de analise. Dessa forma, é de extrema importancia a
avaliacdo da estabilidade do eletrodo.

Foi avaliada a estabilidade do eletrodo de NiNPs-BDD nas condi¢fes cromatograficas, sob
fluxo de 1,3 mL min™, uma vez que esse é o fluxo resultante da soma fluxos provenientes da
coluna cromatografica (1,0 mL min™) e da bomba pés coluna (0,3 mL min™). Foram
realizadas 25 corridas cromatograficas em sequéncia, a partir da injecdo de uma solugdo de
mistura de padrdes contendo 1,0 x 10 mol L™ de 4cido latico, 7,5 x 10 mol L™ de 4cido
mélico e 3,0 x 10™ mol L™ de 4cido tartarico. As areas de pico de cada um dos acidos foram
avaliadas em funcdo do nimero de corridas cromatogréaficas e podem ser visualizadas na
Figura 28. E possivel notar que a resposta do eletrodo é estavel até a décima corrida
cromatografica (5,8 h de analise), uma vez que houve uma queda das areas de pico inferior a
15%. A partir da décima corrida, as respostas apresentam um decaimento mais pronunciado,
sendo que em 25 corridas observou-se uma diminuicdo das areas de pico superiores a 50%.
Sendo assim, € possivel concluir que o eletrodo de NiNPs-BDD pode ser utilizado por dez

corridas cromatograficas sem perda significativa da resposta.

Figura 28 - Areas de pico dos &cidos latico, malico e tartarico em fungdo do nimero de corridas
cromatograficas.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.2.6.6. Determinacdo dos acidos carboxilicos em vinhaca de cana-de-agUcar

O metodo utilizado para determinar a concentracdo dos acidos carboxilicos na amostra de
vinhaca de cana-de-agucar foi o0 método de adicdo de padrdo, uma vez que esse elimina ou

minimiza as interferéncias introduzidas por matrizes complexas, como a vinhaca de cana-de-
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acucar. Experimentalmente, o método de adicdo de padrdo consiste na adicdo de quantidades
conhecidas do analito na amostra. Em seguida, constréi-se uma curva relacionando as
quantidades da substancia adicionada a amostra e o sinal analitico, que no caso da técnica de
cromatografia é a area de pico. A extrapolacdo da reta define, no eixo das abscissas a
concentracédo da substancia analisada.

Devido as altas concentragdes dos acidos carboxilicos na amostra, foi necessario diluir a
amostra oitenta vezes para a realizacao da adi¢cdo de padrao do acido latico e, cinco vezes para
as adicOes de padrdes dos acidos malico e tartarico. As Figuras 29-A, 29-B e 29-C mostram as
curvas de adicdo de padrdo (n=3) dos acidos latico, malico e tartérico, respectivamente. Com
a extrapolacdo da reta até o eixo das abscissas e levando em consideracao as dilui¢fes, foram
encontradas as concentracées de (1,2 + 0,3) x 10™ mol L™ de &cido latico, (2,7 + 0,6) x 10
mol L™ de 4cido malico e (9,9 + 1,0) x 10” mol L™ de &cido tartarico, as quais sdo
equivalentes a (10,8 + 2,7) g L™ de &cido latico, (0,36 + 0,08) g L™ de 4cido mélico e (0,15 +
0,01) g L™ de 4cido tartarico. Os valores de concentracdo dos trés 4cidos na amostra de

vinhaca de cana-de-acUcar utilizada sdo proximos daqueles relatados na literatura (Tabela 1).

Figura 29 - Curvas de adigdo de padrdo (n=3) para os acidos latico (A), mélico (B) e tartarico (C),
utilizando o eletrodo de NiNP-BDD como detector amperométrico em CLAE.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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4.2.6.7. Estudo de recuperacdo

O ensaio de recuperacdo constitui um dos métodos mais utilizados para validacdo de
processos analiticos e esta relacionado a exatiddo do método. (136) O ensaio de recuperagéo
consiste na adi¢do de uma quantidade conhecida de analito a amostra para testar se a resposta
da amostra corresponde ao esperado a partir da curva de calibracdo. Para o calculo da
recuperacdo, a concentragdo encontrada é dividida pelo valor efetivamente adicionado e
multiplicado por cem, obtendo-se assim a percentagem de recuperacdo. Os intervalos
aceitaveis de recuperacao para analise geralmente estdo entre 70 e 120%, com precisdo de até
+ 20%. O coeficiente de variacdo (CV) é o desvio padrdo expresso como uma porcentagem da
média e é considerado pequeno quando foi inferior ou igual a 25%. (136) O teste t de Student
pode ser realizado em complemento para verificar se existe diferenca entre a concentracao
recuperada e a concentracdo adicionada a amostra. Para isso, calcula-se o valor de t com base
na media das concentracfes recuperadas e nos valores de desvio padrdo e, compara-se esse
valor com teritico, 0 qual € tabelado. Se teaiculado < teritico, €NtAO CONSidera-se que a concentragdo
recuperada é estatisticamente igual a concentracéo adicionada a amostra. (137)

Para a validacdo do método por recuperacdo, a amostra de vinhaca de cana-de-acucar foi
enriquecida com trés diferentes concentragdes dos acidos latico, malico e tartarico. As
concentracOes recuperadas, bem como as porcentagens de recuperagéo, os valores de CV e
tcaculado SA0 apresentados na Tabela 7. Os resultados obtidos se encontram dentro da faixa
aceitavel de recuperacdo, uma vez que as recuperacGes para 0s trés acidos carboxilicos
variaram entre 97,4% e 107,6%. Os valores de tcaculago fOram menores que o valor de teitico, O
qual € igual a 4,3 (95%; n=3), ou seja as concentracbes recuperadas dos trés acidos foram
estatisticamente iguais as concentragdes adicionadas a amostra, com o nivel de confianca de
95%. Sendo assim, 0 ensaio de recuperacdo mostrou que o método analitico desenvolvido
pode ser considerado adequado para a deteccdo dos acidos latico, malico e tartarico em

vinhaca de cana-de-acgucar.
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Tabela 7 - Resultados de recuperacdo dos &cidos latico, malico e tartarico na técnica de CLAE
utilizando NiNPs-BDD.

Concentracao Concentracao R . .y
. o o ecuperacao
Acido Adicionada  Média Recuperada tealculado
1 1 (%) (%0)
(mol L) (mol L)
5,00 x 10™ 512 x 10™ 102,3+1,9 1,8 1,3
Latico 1,00 x 10° 1,02 x 10° 1022+46 45 1,0
1,50 x 103 1,52 x 1073 101,0 4,6 4,6 0,5
5,00 x 10™ 5,15 x 10™ 103,1+6,8 6,6 1,0
Malico 7,50 x 10™ 7,31 x 10" 97,5+2,3 2,4 2,3
1,00 x 10’3 1,01 x 103 100,1 + 3,3 33 0,1
1,00 x 10™ 1,08 x 10™ 107,6 £4,0 3,7 4,1
Tartarico 2,50 x 10 2,64 x 10™ 1055+ 2,9 2.7 4,1
5,00 x 10™ 4,87 x 10 974+10 1,0 4,2

Fonte: elaborado pelo autor.
4.3. Eletrodo de BDD modificado com 6xido de cobre

Nessa subsecdo, a preparacdo do eletrodo de CuNPs-BDD e sua caracterizacdo
morfoldgica, quimica e eletroquimica serdo apresentadas. Serdo discutidos também os
comportamentos voltamétricos dos &cidos latico, malico e tartarico no CuNPs-BDD, bem
como a resposta amperométrica deles. Por fim, serdo apresentados os resultados obtidos pelo

emprego do CuNPs-BDD no detector amperomeétrico para CLAE.
4.3.1. Eletromodificagdo do eletrodo de BDD com éxido de cobre

Dentre as técnicas de modificacdo de eletrodos, a eletrodeposi¢do foi escolhida por ser
rapida, facil e apresentar boa reprodutibilidade, uma vez que o0s parametros de
eletrodeposicdo, como potencial, tempo/carga, concentracdo do ion metéalico em solucéo e
meio de eletrodeposicdo, sdo fatores sdo controlaveis. (123) Existem na literatura varios
trabalhos relatando com sucesso a modificacdo da superficie do BDD com nanoparticulas de
cobre por eletrodeposicéo. (96,97,138,139)

No mecanismo de eletrodeposicéo do cobre metalico, a primeira etapa € a redugédo dos ions

Cu®*" a Cu*, como descrito na Equacdo 11a. Em seguida as espécies Cu* podem sofrer um
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desproporcionamento gerando cobre metalico e Cu** (Equacdo 11b). Simultaneamente, aa
espécies Cu?* podem sofrer a reducéo direta a cobre metalico, como mostra a Equacéo 11c.
(97)

Cu’t+ e~ - Cu*  (Equacdo 11a)
2Cut - Cu?*+Cu (Equagdo 11b)
Cu?t + 2e” - Cu (Equacio 11¢)

O procedimento para a modificagdo da superficie do BDD com nanoparticulas de 6xido de
cobre foi semelhante ao descrito por Beluomini et al, (34) com algumas modifica¢Ges. Os
parametros potencial de eletrodeposicéo, eletrélito, concentracdo dos fons Cu®* em solucéo e
carga eletrodepositada foram otimizados a fim de se obter a melhor resposta amperomeétrica
para 0s acidos latico, malico e tartarico. Tais parametros estdo relacionados com 0 processo
de nucleacdo das nanoparticulas de cobre e por isso influenciam no seu tamanho e forma, (97)
interferindo assim na atividade eletrocatalitica do metal sobre oxidacdo dos compostos de

interesse.

4.3.1.1. Influéncia da carga eletrodepositada

Estudou-se a influéncia da carga de cobre eletrodepositada na superficie do BDD sobre a
resposta amperométrica dos acidos latico, malico e tartarico por meio da sensibilidade
analitica. As eletrodeposicbes foram realizadas em solucdo de cloreto de cobre de
concentracdo de 5,0 x 10° mol L? em KCI 0,1 mol L™ até que carga de interesse fosse
atingida. Posteriormente, o eletrodo foi removido para um solucéo 0,10 mol L™ de NaOH,
onde realizou-se 30 ciclos sucessivos de potencial no intervalo de -0,5 a 0,80 V (vs. Ag/AgCl)
a 100 mV s™. Os experimentos foram realizados em triplicata e a sensibilidade analitica média
obtida pela técnica de amperometria, para cada acido carboxilico em cada condicdo de
eletromodificacéo, foi avaliada.

A Figura 30 mostra a sensibilidade média em funcdo da carga de cobre eletrodepositada. E
possivel observar que a sensibilidade para os trés acidos tem um aumento de quase duas vezes
quando a carga de eletrodeposicdo aumenta de 2,5 mC para 5 mC, ja quando a carga é
aumentada para 10 mC e 15 mC, a sensibilidade dos trés acidos carboxilicos sofre uma
diminuicdo. Esse comportamento € esperado porque quando aumenta-se a carga de
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eletrodeposi¢do, particulas maiores de cobre sdo produzidas, podendo afetar o efeito de
aumento de area superficial das nanoparticulas e as propriedade de adsor¢do dos compostos
na superficie do cobre. Sendo assim, a carga de eletrodeposicdo de 5 mC foi utilizada nos
estudos posteriores.

Figura 30 - Sensibilidade analitica (n=3) dos acidos latico, malico e tartarico em funcdo da carga de
niquel eletrodepositada na superficie do BDD.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.1.2. Influéncia do potencial de eletrodeposicédo

Em seguida, foi avaliada a influéncia do potencial de reducédo para a eletrodeposi¢céo do
cobre na superficie do BDD. Esse é um importante parametro porque pode afetar a forma das
nanoparticulas metélicas. Para a escolha dos potenciais a serem estudados, foi primeiramente
realizada uma voltametria ciclica entre 1,00 V e -0,90 V (vs. Ag/AgCl) a 20 mV s* em
solugdo de KCI 0,1 mol L™ contendo 1,0 x 10° mol L™ CuCl,, a qual pode ser vista na Figura
31, e comparada com o voltamograma somente em eletrolito de suporte. Em solucdo de CuCl,
é possivel observar a presenca de dois pares redox. O pico Ic pode ser atribuido a reducéo dos
fons Cu?* em Cu™* na superficie do eletrodo e, posterior oxidacdo das espécies Cu'* em Cu®*
(1a). J4 o pico llc se refere a reducéo do Cu'* a cobre metélico e o pico lla é atribuido &
oxidagdo do cobre metalico & Cu'*. (140) Sendo assim, é possivel inferir que para que haja a
eletrodeposi¢do de cobre metalico na superficie do BDD deve ser aplicado um potencial mais
negativo que -0,40 V (vs. Ag/AgCl).
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Figura 31 - Voltamogramas ciclicos em 0,10 mol L™ de KCI contendo 1,0 x 10 mol L™ de CuCl,, a
20 mV s, utilizando o eletrodo de BDD.
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A Figura 32 mostra como a sensibilidade dos trés compostos de interesse variou em fungéo

do potencial de eletrodeposi¢éo aplicado, sendo o potencial de -0,70 V (vs. Ag/AgCl) o que

gerou nanoparticulas com maior eletroatividade para os compostos em questdo. Em potenciais

mais anodicos pode ocorrer a formacao de nanoparticulas irregulares e em potenciais mais

catddicos o tamanho das nanoparticulas pode aumentar gerando um recobrimento mais

espesso da superficie, 0 que diminui a eletroatividade.

Figura 32 - Sensibilidade analitica (n=3) dos &cidos latico, mélico e tartarico em funcéo do potencial

de eletrodeposicao.
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4.3.1.3. Influéncia da concentragdo de fons Cu*"na solucéo de eletrodeposicdo

As nanoparticulas de cobre foram eletrodepositadas em solucGes de diferentes
concentracdes de CuCl, em KCI 0,1 mol L, sob o potencial de -0,70 V (vs. Ag/AgCI) até que
a carga de 5 mC fosse atingida. Os experimentos foram realizados em triplicata e a
sensibilidade analitica média obtida pela técnica de amperometria, para cada acido carboxilico
em cada condicdo de eletromodificacdo, foi avaliada. O grafico da Figura 33 apresenta a
sensibilidade analitica média dos &acidos latico, malico e tartarico em funcdo da concentracdo
de fons Cu®*. E possivel observar que ha um aumento da sensibilidade com o aumento da
concentracdo até 5,0 x 10 mol L, ja quando a concentracdo é aumentada para 10,0 x 10
mol L™ a sensibilidade dos &cidos latico e malico teve uma queda de quase 50% e a
sensibilidade do acido tartdrico um queda de 25%. Esse comportamento pode estar
relacionado com o fato de que altas concentracBes de ions cobre em solu¢do produzirem
particulas maiores na superficie do BDD, o que faz com que a propriedade do nanomaterial
seja diminuida. Sendo assim, a concentracdo de 5,0 x 10 mol L™ foi escolhida para a

realizacdo dos experimentos posteriores.

Figura 33 - Sensibilidade analitica (n=3) dos &cidos latico, méalico e tartdrico em funcdo da
concentracio de ions Cu®".
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Fonte: elaborado pelo autor.
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4.3.1.4. Influéncia do meio de eletrodeposi¢do das nanoparticulas de cobre

O meio de eletrodeposicdo das nanoparticulas de cobre € um importante parametro
experimental a ser considerado, uma vez que pode afetar o processo de nucleacdo das
nanoparticulas, bem como o seu mecanismo de eletrodeposicdo. (97) Sendo assim, baseado na
literatura, (34,96,97,138) a eletrodeposi¢do das nanoparticulas de cobre foi estudada em trés
diferentes meios: KCI 0,10 mol L™, HCI 1,0 x 10° mol L™ em KCI 0,10 mol L™ e Na,SO,
0,10 mol L™, Os experimentos foram realizados em triplicata e a sensibilidade analitica média
obtida pela técnica de amperometria, para cada &cido carboxilico em cada condi¢do de
eletromodificacédo, foi avaliada. Como mostrado na Figura 34, a eletrodeposi¢cdo em meio de
KCl 0,10 mol L produziu nanoparticulas pronunciadamente mais sensiveis aos trés acidos
carboxilicos do que os outros dois meios, sendo assim esse eletrolito continuou a ser utilizado

para a modificagdo da superficie do BDD com cobre.

Figura 34 - Sensibilidade analitica (n=3) dos acidos latico, mélico e tartarico em funcdo do meio
eletrodeposicdo do cobre na superficie do BDD.

I Acido latico
I Acido malico
I Acido tartarico
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KCl0,10mol L'  KCI0,10mol L" + Na,S0, 0,10 mol L
HCI 1,0x10° mol L

Meio de eletrodeposigao

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.1.5. Formacéo das espécies 0xido de cobre

ApoGs a etapa de eletrodeposicdo das nanoparticulas metalicas na superficie do BDD, o
eletrodo foi lavado e transferido para uma solugdo de NaOH 0,10 mol L™, onde foi submetido
a 30 ciclos de potencial entre -0,50 e 0,80 V (vs. Ag/AgCl) a 100 mV s, para formacdo de

espécies de Oxido de cobre. Voltamogramas tipicos do primeiro, decimo e trigésimo ciclos do
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eletrodo de BDD modificado com cobre em NaOH 0,10 mol L*, a 100 mV s, sdo
representados na Figura 35. Nessa figura é possivel observar varios processos de oxidagdo
durante o primeiro ciclo de potencial, sendo que a onda anddica I, em 0,03 V (vs. Ag/AgCl),
pode ser atribuida & oxidacdo do cobre metalico a Cu®*, de acordo com as equagdes 12a e 12b.
(141) As ondas anddicas Il e 111, correspondem & oxidaco direta do cobre metélico & Cu®*
(Equacdo 12c) e a oxidacdo do Cu™ a cu®* (eEuacdo 12d), respectivamente. (141) As
espécies Cu**, presente na forma de hidréxido de cobre (11) estdo em equilibrio com a forma
de 6xido de cobre (I1), conforme a Equacdo 12e. (141) Embora CuO, seja oxidado a CuO, a
maior quantidade de CuO é produzido a partir da oxidacdo direta do cobre metalico. (141) A
onda anédica IV em potenciais maiores que 0,60 V pode ser atribuida & oxidagdo do Cu®" a
cu®*, conforme as Equagdes 12f e 12g, e a onda catodica IV é referente & correspondente
reducdo. (85,113, 141,142) Com o decorrer das varreduras, observa-se a diminuicdo das
correntes, as quais sdo estabilizados em torno do trigésimo ciclo. A diminuicéo das correntes

anodicas indica a formacao de 6xido de cobre na superficie do eletrodo. (140)

Cu + OH™ - CuOH + e~ (Equacgédo 12a)
2CuOH = Cu0O, + H,0 (Equacao 12b)
Cu + 20H™ - Cu(OH), + 2e~ (Equagdo 12¢)
CuOH + OH™ - Cu(OH), + e~ (Equagao 12d)
Cu(OH), = CuO + H,0 (Equacao 12e)
Cu(OH), + 20H™ = CuO3 + 2H,0 + e~ (Equacgio 12f)
2Cu0 + 20H™ = Cu,03 + H,0 + e~ (Equagdo 12g)
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Figura 35 - Voltamogramas do primeiro, décimo e trigésimo ciclos em solu¢do de NaOH 0,10 mol L~
! no intervalo de potencial de -0,50 a 0,80 VV a 100 mV s, utilizando eletrodo de CuNPs-BDD.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.2. Caracterizacdo do CuNPs-BDD

A morfologia do CuNPs-BDD foi avaliada por imagens de MEV e sua composi¢do por
EDX. As imagens mostradas nas Figuras 36-A e 36-B sdo referentes a superficie do eletrodo
de BDD modificada com ¢xido de cobre, com diferentes magnificacbes. Por meio dessas
imagens, pode-se observar aglomerados de nanoparticulas esféricas ao longo da superficie do
BDD. Foram medidas mais de 400 nanoparticulas e a distribuicdo do diametro (ver Figura 36-
C) mostrou que a maioria das nanoparticulas apresenta didametro entre 80 e 100 nm, com
média de (91 + 19) nm.

A caracterizacdo por EDX do CuNPs-BDD é mostrada na Figura 36-D, juntamente com a
regido na qual foi realizada a medida. Pelo espectro é possivel constatar a presenca de cobre e
oxigénio, provenientes da modificacdo, e a presenca de carbono, devido ao substrato de

diamante dopado com boro.
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Figura 36 - Imagens de MEV em magnificagdes de 5.000 x (A) e 150.000 x (B). Distribuicdo do
didmetro das nanoparticulas de 6xido de cobre (C). Espectro de EDX do CuNPs-BDD (D).
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Fonte: elaborado pelo autor.
4.3.3. Comportamento voltamétrico dos acidos carboxilicos em CuNPs-BDD

Avaliou-se o comportamento eletroquimico, por meio de voltametria ciclica, dos acidos
latico, malico e tartarico em CuNPs-BDD em NaOH 0,10 mol L. A Figura 37 mostra
voltamogramas ciclicos do eletrodo de CuNPs-BDD entre 0,10 V e 0,80 V (vs. Ag/AgCl) a 50
mV s em eletrélito de suporte e ap6s a adicéo de 3,0 x 10° mol L™ de 4cido latico, 3,0 x 107
mol L™ 4cido mélico e 3,0 x 10° mol L™ de 4cido tartarico. Por meio dessa figura, é possivel
observar um aumento da corrente anddica em potenciais maiores que 0,60 V (vs. Ag/AgCl) na
presenca dos acidos latico e malico e em potenciais maiores que 0,45 V (vs. Ag/AgCl) na
presenca do acido tartarico, indicando assim a oxidacdo desses compostos. A oxidacdo dos
4cidos carboxilicos se da na mesma regido de potencial da formacéo das espécies Cu®* (ver
Figura 35), o que indica que a oxidacdo dos &cidos latico, mélico e tartarico € mediada por
essas espécies de cobre. (35,36,113) A maior resposta para o acido tartarico comparado aos

acidos latico e malico se deve ao fato do &cido tartarico possuir dois grupos hidroxila (ver
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Figura 4) que oxidam, gerando assim um aumento maior de corrente, ja os &cidos latico e

malico possuem somente um grupo hidroxila cada um capaz de ser oxidado.

Figura 37 - Voltamogramas ciclicos a 50 mV s*, em NaOH 0,10 mol L™ e na presenca de 3,0 x 10°
mol L™ de &4cido latico, 3,0 x 10 mol L? de acido malico e 1,0 x 10° mol L™ de 4cido tartérico,
utilizando o eletrodo CuNPs-BDD.
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Fonte: elaborado pelo autor.
4.3.4. Resposta amperométrica dos acidos carboxilicos em CuNPs-BDD

Visto que o objetivo desse trabalho é o emprego do eletrodo de CuNPs-BDD como
detector amperométrico em CLAE para a determinacdo dos acidos latico, malico e tartarico
em vinhaca de cana-de-acUcar, optou-se por utilizar a técnica de amperometria para estudo da
resposta do eletrodo CuNPs-BDD frente aos acidos latico, malico e tartarico meio de 0,10 mol
L™ NaOH.

4.3.4.1. Estudo do potencial de oxidagédo

Com o objetivo de determinar o potencial de oxidagdo dos &cidos carboxilicos que gera a
maior corrente, realizou-se um estudo de potencial no intervalo de 0,50 VV a 0,75 V. Conforme
pode ser visto pelos voltamogramas apresentados na Figura 27, € nessa faixa de potencial
onde ocorre a oxidacao dos &cidos latico, méalico e tartarico. A Figura 28 mostra 0 aumento de
corrente gerada pela adicdo de 1,0 x 10 mol L™ de 4cido latico, 1,0 x 10° mol L™ de &cido

mélico e 3,0 x 10 mol L™ de é4cido tartarico, em 0,10 mol L™ NaOH em func&o do potencial
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de oxidacdo aplicado. Al foi calculado de acordo com a Equacéo 9. E possivel verificar pela
Figura 38, que com o aumento do potencial ha um aumento da corrente e, a maior corrente €
gerada ao se aplicar o potencial de 0,73 V (vs. Ag/AgCl). Sendo assim, o potencial de 0,73 V
(vs. Ag/AgChfoi utilizado nos estudos amperométricos posteriores, a fim de se obter uma

maior sensibilidade amperométrica.

Figura 38 - Variacéo das correntes geradas na oxidacdo de 1,0 x 10 mol L™ de 4cido latico, 1,0 x 10°
* mol L™ de &cido mélico e 3,0 x 10 mol L™ de 4cido tartarico em 0,10 mol L™ NaOH em funcéo do
potencial de oxidacéao aplicado.

16 4 —®— Acido latico
—e— Acido malico
14 4 —A— Acido tartarico

A
124 a— \
10+ / %
A

A/ uA
[o¢]

A\

T T T
0,50 0,55 0,60 0,65 0,70 0,75
E /V vs. Ag/AgCI

Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.4.2. Curvas analiticas

Com o eletrodo de CuNPs-BDD modificado nas condi¢Ges otimizadas foram feitas
sucessivas adices de 4cido latico, malico e tartarico a cada 60 s, em NaOH 0,10 mol L™ sob
agitacdo mecanica da solucdo de 2000 rpm, a potencial de 0,73 V (vs. Ag/AgCl). A Figura 39
mostra 0s amperogramas e a relacdo entre corrente e concentracdo para os acidos latico,
malico e tartarico. A Tabela 8 sumariza o intervalo linear de resposta para cada &cido
carboxilico, bem como o LD, sensibilidade amperométrica, coeficiente de correlacdo linear e

tempo de resposta.
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Figura 39 - Amperogramas de adi¢Ges sucessivas de acido latico (A), mélico (C) e tartarico (E) em
1,0 mol L* de NaOH utilizando eletrodo de CuNPs-BDD, a potencial de 0,73 V sob agitacio
mecénica da solucdo de 2000 rpm. Respectivos gréaficos de corrente em funcéo da concentragdo para
cada acido estudado (B, D e F).
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Tabela 8 - Figuras de mérito e tempo de resposta dos &cidos carboxilicos utilizando técnica de
amperometria com eletrodo de CuNPs-BDD.

Intervalo linear . o Tempo de
o LD Sensibilidade )
Acido de resposta 1 1 resposta
1 (molL™)  (nA L mmol™)
(mol L™) (s)
_ 15x10™ - . ]
Latico 2 1,0 x 10° 57 x10° 0,998 25+0,5
7,5 %10
_ 1,0 x 10~ . ;
Malico 3 1,1 x10° 8,6 x 107 0981 29+0,7
7,5 % 10°
_ 1,0 x 10°- . )
Tartérico . 9,8 x 107 4,2 x 10° 0,997 24+10
2,6 x10°

Fonte: elaborado pelo autor.
" Definido como 3 x desvio/sensibilidade. (134)

4.3.4.3. Estabilidade amperomeétrica

A estabilidade do eletrodo modificado é de fundamental importancia para o seu posterior
emprego em medidas cromatograficas, sendo assim experimentos de estabilidade
amperométrica foram realizados sob agitacdo mecéanica da solucdo, a fim de simular o mais
proximo possivel as condic¢des de fluxo no cromatdgrafo.

A Figura 40 mostra adi¢des de 1,0 x 10° mol L™ e 4cido latico e mélico e 3,0 x 10 mol L°
! de 4cido tartarico em NaOH 0,10 mol L™ ap6s 240 s de estabilizacdo em eletrdlito, sob a
agitacdo mecanica de 2000 rpm. Por meio dessa figura, nota-se que o eletrodo CuNPs-BDD ¢é
estavel nesse eletrolito de suporte, ja que as correntes estabilizaram rapidamente, alem disso,
observa-se que ao retornar o eletrodo para a solucdo contendo somente eletrélito de suporte,
as correntes ndo sofrem significativas mudancas. Apds a adi¢do de cada um dos analitos, é
possivel observar que as correntes aumentam rapidamente e permanecem estavel durante o
tempo de analise, uma vez que na presenca de acido latico houve uma queda de corrente de
25% em 1200 s, e na presenca dos acidos malico e tartarico as quedas foram de 12% e 9%,

respectivamente.
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Figura 40 - Estudo da estabilidade amperométrica do CuNPs-BDD em 0,73 V, sob agitacdo mecanica
da solucdo de 2000 rpm, com adigdo de 1,0 x 10° mol L™ de 4cido latico e acido malico e 3,0 x 10™
mol L™ de 4cido tartarico em 240 s em NaOH 0,10 mol L™.
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.3.5. Emprego do eletrodo de CuNPs-BDD no detector amperomeétrico de CLAE

As condigdes cromatograficas de separagdo empregadas foram as mesmas daquelas
otimizadas na secdo 4.2.6.3, referente ao eletrodo de NiNPs-BDD. Sendo assim foram
utilizadas duas fases moéveis, sendo 0,10 mol L* de NaOH em CH;COONa 0,25 mol L™
(eluente A) e agua deionizada (eluente B). O programa de gradiente foi: 0-1 min: 5% A, 1-12
min: 5-17% A; 12-14 min: 17-100% A; 14-27 min: 100% A. A temperatura do forno da
coluna foi de 20,0 °C e o fluxo de 1,0 mL min™. Na bomba pés coluna foi utilizado o fluxo
0,3 mL min™ de NaOH 0,40 mol L™, durante todo o tempo de anélise, a fim de manter a forca
ibnica constante na célula amperométrica e garantir o meio adequadamente basico para a
eletroatividade das nanoparticulas de ¢xido de cobre. Por meio dos voltamogramas
apresentados na Figura 37, € possivel inferir que a oxidagdo dos &cidos latico, mélico e
tartarico deve se dar na regido de potencial entre 0,50 V e 0,75 V (vs. Pd).

Para a deteccdo amperométrica pulsada no cromatografo foi utilizada uma sequéncia de
pulsos de potenciais constituido por quatropulsos, como representado na Figura 41. Na etapa
E1 é onde ocorre a oxidacdo dos acidos carboxilicos, entdo foi aplicado o potencial de 0,60 V
(vs. Pd) por 300 ms. O potencial E2 deve ser suficientemente positivo para oxidar todas as
espécies adsorvidas na superficie do eletrodo, dessa forma, aplicou-se o potencial de 0,67 V

(vs. Pd) por 50 ms. No terceiro pulso, o potencial E3 deve ser suficiente catodico para reduzir
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a superficie oxidada do eletrodo e, aumentar a seletividade e estabilidade so sinal
eletroquimico. Sendo assim, aplicou-se o potencial de 0 V (vs. Pd) por 50 ms nesse estagio.
Por fim, no quarto pulso aplica-se 0 mesmo potencial (E4) do primeiro pulso por 50 ms para

estabilizacdo da superficie do eletrodo. (34)

Figura 41 — Sequéncia de pulsos de potencial aplicada no CuNPs-BDD.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Sob fluxo na célula amperometrica do cromatdgrafo, o impacto da fase movel na superficie
do eletrodo pode causar lixiviagdo da modificacdo, ocasionando assim a perda da resposta
analitica com o tempo de analise. Dessa forma, é de extrema importancia a avaliacdo da
estabilidade do eletrodo antes de sua aplicacdo na determinacdo dos acidos carboxilicos na
vinhaca de cana-de-acUcar.

Foi avaliada a estabilidade do eletrodo de CuNPs-BDD sob fluxo de 1,3 mL min™, uma
vez que esse é o fluxo resultante da soma fluxos provenientes da coluna cromatogréafica (1,0
mL min®) e da bomba pés coluna (0,3 mL min™). Foram realizadas dez corridas
cromatograficas em sequéncia, a partir da injecdo de uma solucdo de mistura de padrdes
contendo 1,0 x 10”° mol L™ de 4cido lético, 7,5 x 10™* mol L™ de 4cido mélico e 3,0 x 10™
mol L™ de écido tartarico. As 4reas de pico de cada acido foram avaliadas em funcdo do
numero de corridas cromatograficas e podem ser visualizadas na Figura 42-A. E possivel
notar que a resposta do eletrodo cai bruscamente entre uma corrida e outra, sendo que na
terceira corrida as respostas dos acidos latico, malico e tartarico apresentaram uma queda de
70%, 83% e 91%, respectivamente. A partir da quarta e nona corridas ndo observou-se mais

resposta dos acidos latico e mélico e na décima corrida nenhum dos trés &cidos apresentaram
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resposta. Além da queda da resposta analitica dos &cidos carboxilicos, observou-se também a

gueda da corrente da linha base dos cromatogramas entre uma corrida e outra, como pode ser

visto na Figura 42-B. Os voltamogramas do eletrodo recém-preparado e do eletrodo apds as

dez corridas cromatogréficas obtidos no cromatografo empregando como eletrdlito a fase

movel sdo mostrados na Figura 43. Por meio desses, é possivel observar uma queda da

resposta eletroquimica do eletrodo ap6s seu emprego como detector no cromatografo, o que

indica a retirada da modificacdo da superficie do eletrodo.

Figura 42 - (A) Areas de pico dos acidos latico, mélico e tartarico em fungéo do ndmero de corridas
cromatogréficas. (B) Cromatogramas obtidos pela injecdo de 1,0 x 10 mol L™ de 4cido latico, 7,5 x

10 mol L™ de 4cido malico e 3,0 x 10 mol L™ de 4cido tartarico no eletrodo de CUNPs-BDD.
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Figura 43 - Voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial de -0,05 a 0,70 V a 50 mV s*
empregando como eletrélito uma mistura de 5% de NaOH 0,10 mol L™ em CH;COONa 0,25 mol L™ e
95% de agua sob fluxo de 1,0 mL mint e NaOH 0,40 mol Lt a 0,3 mL (bomba p6s coluna), utilizando
0 eletrodo CuNPs-BDD recém-preparado e ap0s dez corridas cromatograficas.
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Com o intuito de verificar se uma modificacdo com particulas de éxido de cobre mais
dispersas e um maior recobrimento da superficie do BDD fossem sofrer menor lixiviacdo sob
fluxo, alguns parametros experimentais de eletrodeposi¢do foram mudados. Empregou-se uma
solugdo mais diluida de fons cobre, de 1,0 x 10° mol L™ de CuCl, ao invés de 5,0 x 10° mol
L™ como anteriormente e, uma carga de eletrodeposi¢cdo maior, 20 mC ao contrério de 5 mC.
Apos a eletrodeposicdo, o eletrodo foi submetido a 100 sucessivos ciclos de potencial de 0,10
2 0,80 V (vs. Ag/AgCl) a 100 mV s™ em solugdo de NaOH 0,10 mol L™, para a formacéo de
Oxido de cobre. A superficie CUNPs-BDD modificado nessas condigdes foi caracterizada por
MEV, a qual é mostrada na Figura 44-A. Por meio dessas imagens, pode-se observar
particulas esféricas, dispersas homogeneamente por toda a superficie do BDD. Foi medido o
didametro de mais de 400 nanoparticulas e a distribuicdo do didmetro dessas (ver Figura 44-B)
mostrou que a maioria das particulas apresenta diametro entre 150 e 210 nm, com média de
(179 £ 43) nm.

Estudo de estabilidade similar foi realizado com o CuNPs-BDD modificado nessas
condigdes. Foram realizadas dez corridas cromatograficas em sequéncia, a partir da injecéo de
uma solugdo de mistura de padrées contendo 1,0 x 10° mol L™ de &cido latico, 7,5 x 10™ mol
L™ de 4cido mélico e 3,0 x 10 mol L™ de &cido tartarico. As areas de pico de cada &cido
foram avaliadas em fung@o do nimero de corridas cromatogréficas e podem ser visualizadas
na Figura 45. E possivel notar que a resposta do eletrodo também caiu bruscamente entre uma
corrida e outra, sendo que na terceira corrida a resposta dos acidos latico, malico e tartarico
apresentaram uma queda de 69%, 65% e 76%, respectivamente. ApGs a terceira e oitava
corridas ndo observou-se mais resposta para os acidos latico e malico. Sendo assim, ndo foi
possivel aplicar o eletrodo de CuNPs-BDD na determinacdo dos acidos carboxilicos em
vinhaca de cana-de-agUcar.

Uma explicagdo para instabilidade do eletrodo de CuNPs-BDD sob condigdes
cromatogréaficas que é o potencial necessario para a oxidacdo dos acidos latico, malico e
tartarico esta proximo do potencial de oxidacdo da agua, o que pode gerar microbolhas de
oxigénio na superficie do eletrodo, esse fato somado ao fluxo que incide na superficie podem

ocasionar a retirada das nanoparticulas de 6xido de cobre do eletrodo.
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Figura 44 - Imagem de MEV em magnificacdo de 5.000 x (A) e distribuicdo do diametro das
nanoparticulas de 6xido de cobre (B).
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Figura 45 - Areas de pico dos acidos latico, malico e tartarico em funcdo do nimero de corridas
cromatogréficas. Eletrodo de CuNPs-BDD modificado com carga de eletrodeposigdo de 20 mC.
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5 CONCLUSOES

Por meio dos voltamogramas ciclicos do BDD em hidroxido de sodio na presenca dos
acidos latico e malico, foi possivel observar que esses compostos ndo sdo oxidados ou
reduzidos na superficie do BDD e, o &cido tartarico apresentou oxidacao em potencial de 0,59
V (vs. Ag/AgCl), com uma pequena corrente de pico anodica de 6,5 pA. Visto que o eletrodo
de BDD ndo é capaz de oxidar os &cidos latico e maélico, nas condicBes experimentais
empregadas, € que 0 &cido tartarico apresentou uma resposta eletroquimica pequena nesse
eletrodo, a modificacdo da superficie do BDD se torna imprescindivel para que se obtenha um
eletrodo sensivel a esses compostos, tornando possivel suas determina¢des em vinhaca de
cana-de-acucar.

Imagens de microscopia eletrénica de varredura e espectros de raios X por dispersédo em
energia, em conjunto com 0s experimentos eletroquimicos, mostraram que o eletrodo de BDD
foi efetivamente modificado com nanoparticulas de 6xido-hidréxido de niquel (diametro
médio de 89 nm) e com nanoparticulas de 6xido de cobre (diametro médio de 91 nm). Os
estudos voltamétricos mostraram que a oxidacdo dos acidos latico, malico e tartarico, em
meio bésico, sdo mediadas pelas espécies Ni** e espécies Cu**, nos eletrodos NiNPs-BDD e
CuNPs-BDD, respectivamente.

Foi possivel realizar a separacdo cromatografica dos &cidos latico, mélico e tartarico em
vinhaca de cana-de-acucar em uma coluna de troca anidnica sem necessidade da realizagédo de
um procedimento complexo e dispendioso de preparo de amostra. A separacdo dos compostos
de interesse na vinhaca foi rapida, uma vez que o tempo de analise foi de 27 minutos.

O eletrodo de NiNPs-BDD apresentou boa estabilidade nas condi¢bes cromatogréficas,
tornando viavel a sua utilizacdo na determinacdo dos compostos de interesse na vinhaca de
cana-de-agucar. As sensibilidades analiticas utilizando o eletrodo de NiNPs-BDD no detector
amperométrico para CLAE foram de 7,5 x 10° nA L mol™ para o 4cido latico, 3,5 x 10° nA L
mol™ para o 4cido malico e 5,4 x 10° nA L mol™ para o 4cido tartarico. Os LDs foram de 1,2
x 10* mol L™, 6,1 x 10° mol L™ e 2,8 x 10®° mol L™, respectivamente.

As concentragdes dos acidos latico, malico e tartarico encontradas na vinhaca de cana-de-
actcar foram de (1,2 + 0,3) x 10 mol L™, (2,7 + 0,6) x 10° mol L™ e (9,9 + 1,0) x 10™* mol
L, respectivamente. As altas concentragBes desses compostos mostram que a vinhaca de
cana-de-acucar tem chances de ser utilizada como fonte de obtencdo desses acidos

carboxilicos de grande interesse industrial, caso haja viabilidade financeira.
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O ensaio de recuperacdo mostrou que o método analitico desenvolvido possui boa exatiddo
e precisdo, podendo ser considerado adequado para a deteccdo e quantificacdo dos acidos
latico, malico e tartarico em vinhaca de cana-de-agucar.

O eletrodo de CuNPs-BDD foi empregado na célula amperométrica do cromatografo, no
entanto ndo apresentou boa estabilidade nas condi¢fes cromatograficas, o que impossibilitou

sua utilizacdo na determinacéo dos compostos de interresse na vinhaca de cana-de-agucar.
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APENDICE A - Estagio de pesquisa no exterior

Nesse apéndice serdo apresentados os resultados obtidos durante o estagio de pesquisa de
seis meses na Universidade de Oxford (Reino Unido), sob supervisdo do Prof. Dr. Richard G.
Compton. Durante esse periodo foi desenvolvido um projeto com o intuito de complementar e
aprofundar os estudos com o eletrodo modificado com nanoparticulas de niquel. Sendo assim,
explorou-se mais a fundo a propriedade nanoeletrocalitica do niquel utilizando a reacao de
eletro-oxidacdo do &cido latico. O trabalho apresentado nesse apéndice foi publicado no ano
de 2015 na revista cientifica The Journal of Physical Chemistry C, com o titulo de

“Nanoelectrocatalytic Oxidation of Lactic Acid Using Nickel Nanoparticles”. (1)

1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

E bem estabelecido que pequenas particulas podem ter propriedades diferentes daquelas
dos materiais sélidos convencionais. (2-4) Qualquer material que contém particulas com
tamanho inferior a 100 nm ¢é classificado como "material nanoestruturado™. (5) Estes materiais
podem apresentar propriedades fisicas, Opticas, eletrénicas, magnéticas e eletroquimicas
diferentes dos seus correspondentes materiais convencionais. (3, 4, 6-13) Com respeito as
propriedades eletroquimicas, pode haver uma mudanga na auténtica atividade catalitica ou
eletrocatalitica dos nanomateriais em comparacdo com 0 correspondente material
convencional. (8, 9, 11, 14-17) A melhoria das propriedades cataliticas pode depender do
tamanho da particula (8, 9, 14-16, 18) e forma da particula/ estrutura da superficie. (8, 16, 17,
19, 20) E claro que particulas de menor tamanho apresentam uma maior relagio area
superficial/volume, e isto pode dar origem a uma "aparente catalise", (14, 18, 21-23) apesar
de tais efeitos ndo serem geralmente classificados como verdadeira mudanca em nanoescala
da propriedade catalitica. Em um caso de “auténtica” catlise espera-se uma mudanca de
mecanismo de reagdo ou de constante de velocidade. Outro tipo de efeito eletrocatalitico
aparente é quando o regime de transporte de massa é alterado devido a modificacdo do
eletrodo. (18) Por exemplo, uma camada fina de difusdo de uma espécie eletroativa pode
ocorrer como resultado da modificagdo do eletrodo com uma camada porosa, (21-23)
ocasionando assim uma diminuicdo do sobrepotencial necessario para um processo
eletroquimico ocorrer. (21, 22) Em um outro extremo, quando tem-se nanoparticulas isoladas

como modificante de um eletrodo, a melhoria do transporte de massa devido a difusdo

104



divergente/convergente pode afetar o produto final de uma reacéo eletrddica. (10, 24-26) Por
exemplo, o oxigénio pode ser reduzido a perdxido de hidrogénio em vez de agua em eletrodos
modificados com nanoparticulas, uma vez que o peréxido de hidrogénio difunde-se para longe
da superficie do eletrodo antes que o mecanismo de reacdo que leva a formacdo de agua seja
seja completado. (10, 25, 26) Portanto, aparentes efeitos nanoeletrocatliticos sdo ocasionados
por efeitos de area superficial ou de transporte de massa. (14, 21-23)

Auténticos efeitos nanoeletrocataliticos podem estar associados com a adsor¢do, uma vez
que a diminuicdo do tamanho das nanoparticulas pode influenciar os tipos ou nimero relativo
de planos cristalinos presentes na superficie, alterando assim a adsor¢do de moléculas na
superficie. (14, 17, 19, 20) Outro exemplo de auténtico efeito nanoeletrocatalitico é o
confinamento quantico, no qual a cinética da reacdo em nanoparticulas é alterada quando
comparada com o macro material. (4, 8, 9, 11, 14, 15) Isto pode acontecer porque a banda de
conducdo presente no macro material metalico esta ausente em nanoparticulas metélicas; ao
contrério, ha um band-gap. (4) Assim, o confinamento quéantico pode afetar a cinética de
transferéncia de elétrons.

Desde os anos de 1970, eletrodos de niquel tem sido empregados na oxidagédo
eletrocatalitica de pequenos compostos organicos, tais como carboidratos, alcoois, aminas e
aminodcidos. (27—31) O niquel se tornou o foco de diversos estudos por causa de seu baixo
custo, baixa toxicidade e excelente atividade catalitica para a oxidacdo de uma grande
variedade de compostos organicos, 0 que torna vantajosa sua aplicagdo em sensores e
detectores. (32, 33)

Em condicgdes alcalinas, o niquel é eletroquimicamente convertido em hidréxido de niquel

em potenciais mais negativos que -0,68 V (vs. ECS), de acordo com a Equacéo 1: (29, 34—36)

Ni + 20H™ — Ni(OH), + 2e~ (Equacao 1)

0 qual esté presente em duas formas cristalogréficas, a forma hidratada a-Ni(OH),, e na forma
anidra B-Ni(OH),. (34, 35) Sendo que suas eletro-oxidacdes levam a formacéo de espécies y-
NiOOH e B-NiOOH, respectivamente (ver esquema 1). (35, 36) Em solucdo fortemente
alcalina, apds sucessivos ciclos de potencial a forma B, mais eletroativa, é irreversivelmente

formada.
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Esquema 1. Reagdo redox do Ni*" a Ni®" das duas formas cristalograficas de Ni(OH),.
a —Ni(OH), + OH™ 2y — NiOOH + H,0 + e~
£ —Ni(OH), + OH™ = B — NiOOH + H,0 + e~
Fonte: adaptado de Sedenho et al. (1).

O par redox Ni**/Ni* media a oxidacdo quimica de compostos organicos, como
carboidratos, alcoois, aminas, aminidacidos, acidos organicos e fendis. (7, 27-31, 37-51)
Alcoois primarios sdo oxidados a acidos carboxilicos, alcoois secundarios a cetonas e aminas
a nitrilas. (28, 29)

Apesar de, nos ultimos anos, existir um extenso emprego em eletroandlise de
nanoparticulas de niquel, (6, 37, 39-45, 47, 52, 54) a maior parte dos beneficios reivindicados
provavelmente refletem nanocatélise "aparente”. (55-58) Assim, 0 objetivo do presente
trabalho foi identificar um verdadeiro efeito de nanoeletrocatalise em nanoparticulas de niquel
oxidadas, quando comparado com o macro eletrodo de niquel oxidado. Para isso, utilizou-se o
acido latico, o qual € oxidado em eletrodo de niquel em meio alcalino (27) formando acido
piravico, com a transferéncia de dois elétrons (ver Equacgéo 2), sendo que esta reacdo ocorre
via adsorcao do acido latico em baixas velocidades de varreduras. Sendo assim é esperado que
essa reacdo possa refletir a morfologia da superficie do eletrodo e, portanto, ser utilizada para

investigar as propriedades de nanocatélise das nanoparticulas de niquel.

] O
2NiOOH + HC OH ———> 2Ni(OH), + HE’CW)LOH (Equagio 2)
OH
(Acido latico) (Acido pirivico)
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2 PARTE EXPERIMENTAL
Nesta secdo estdo listados os reagentes e equipamentos utilizados no desenvolvimento
deste trabalho e detalhados os procedimentos realizados para preparacao e caracterizagdo dos

eletrodos e realizagdo das medidas eletroquimicas.
2.1. Reagentes e solucdes

Todos reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich, sendo reagentes de pureza
analitica. Para a preparacdo das solucbes foi utilizada &gua deionizada (MILLI-Q), com
resistividade de 18,2 MQ cm.

2.2. Instrumentacéao

Para as medidas eletroquimicas foi utilizado um potenciostato da marca Autolab PGSTAT
12, controlado pelo programa computacional GPES 4.9. Todos os experimentos foram
realizados em uma célula convencional de trés eletrodos. Como eletrodo de trabalho foi
utilizada uma placa de BDD proveniente da empresa Element Six (Didcot, Reino Unido), com
4rea de 1 cm?, resistividade de 0,02-0,18 ohm cm e dopagem de boro maior que 10° cm™. A
area do eletrodo de BDD foi restringida em 0,20 cm? para a realizacdo dos experimentos
eletroquimicos. Um ECS foi utilizado como eletrodo referéncia e um fio de platina em espiral
como eletrodo auxiliar.

As imagens de microscopia foram realizadas com um microscopio eletrénico de varredura
Carl Zeiss Merlin, modelo 60-62, a aceleragdo de 5 kV. O tamanho das nanoparticulas foi
medido com o auxilio do programa computacional ImageJ (National Institutes of Health,
USA).

2.3. Eletromodificacdo da superficie do eletrodo de BDD com nanoparticulas de
oxido-hidroxido de niquel (NiNPs-BDD)

As nanoparticulas de niquel foram eletrodepositadas na superficie do eletrodo de BDD em
um solucéo de tampdo acetato pH 5 contendo 1,0 x 10 mol L™ de NiCl, e manteve-se 0
potencial de -1,24 V (vs. ECS) até que a carga de 0,70 mC fosse atingida. Em seguida, o

eletrodo de BDD modificado com nanoparticulas de niquel metalico foi removido da solucdo
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de eletrodeposicdo, lavado com &gua deionizada e submetido a 300 sucessivos ciclos de
potencial entre 0 e 0,60 V (vs. ECS) a 50 mV s em solugdo de NaOH 1,0 mol L™, para a
formacéo de espécies B-Ni(OH)..

2.4. Eletrodo de fio de niquel

A superficie do fio de niquel (A = 1,3 x 10 cm?) foi renovada por polimento em alumina
com tamanhos de particulas de 1,0, 0,3 e 0,05 mm, em sequéncia. Depois, o eletrodo foi
lavado com agua deionizada e submetido a 300 sucessivos ciclos de potencial entre 0 e 0,60 V
(vs. ECS) a 50 mV s™ em solucdo de NaOH 1,0 mol L™, para a formacéo de uma camada de
B-Ni(OH),.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Comportamento eletroquimico e caracterizacédo do eletrodo de NiNPs-BDD

O procedimento para a modificacdo da superficie do BDD nanoparticulas de niquel foi
semelhante & descrita na literatura, (7,38-40, 42) exceto pelo fato da eletrodeposicéo de niquel
ter sido controlada pela carga, conforme descrito na se¢do experimental. Sabe-se que, quando
colocado em solucgdes alcalinas, o niquel metalico é convertido a Ni(OH), (ver Equacdo 1) em
potenciais mais catodicos que -0,68 V (vs ECS). (34-36) Ni(OH), pode estar presente em duas
formas cristalograficas, a- e B-Ni(OH),, sendo a forma f a mais estavel e cataliticamente
ativa, ¢ a sua oxida¢do conduz a formagdo de B-NiOOH. (35,36) Para alcancar a forma [-
Ni(OH),, o eletrodo de NiNPs-BDD foi submetido a 300 ciclos de potencial entre 0 e 0,60 V
em solucdo de NaOH 1,0 mol L™ (ver Figura 1). O par redox observado em E® = 345 mV (vs.
ECS) é referente ao processo redox Ni**/Ni**, de acordo com o esquema 1. Esse processo
ocorre inicialmente em potenciais mais positivos por causa da maior energia necessaria para
comegar a nucleacdo de espécies NiOOH. (59) Com o decorrer das varreduras, observa-se um
deslocamento dos picos para valores mais positivos de potenciais, o que evidencia a formacao
de B-Ni(OH), a partir de a-Ni(OH),. (35) Um aumento dos valores de Iy, e I,c a0 longo das
verreduras também é observado e pode ser atribuido a entrada de espécies OH™ na estrutura

das nanoparticulas de Ni(OH),, as quais levam a formacdo das espécies NiOOH. (60)
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Figura 1 - Voltamogramas ciclicos do NiNPs-BDD (0,70 mC) em solucéo de NaOH 1,0 mol L™, no
intervalo de potencial de 0 20,60 VV a50 mV s™.

20

154

10 -

E/V vs. ECS

Fonte: adaptado de Sedenho et al. (1).

A morfologia do NiNPs-BDD foi avaliada por imagens de MEV. A imagem da Figura 2-A
é referente a superficie do eletrodo de NiNPs-BDD modificada com uma carga de
eletrodeposicdo de 0,70 mC. Por meio dessa imagem, pode-se observar nanoparticulas
esfericas com diametro de (32 £ 7) nm, dispersas homogeneamente por toda a superficie do
BDD. A Figura 2-B mostra a superficie do eletrodo de NiNPs-BDD modificada com uma
carga de eletrodeposi¢do de 70 mC. Pode-se observar nanoparticulas esféricas com didmetro

de (94 + 13) nm, dispersas homogeneamente por toda a superficie do BDD.

Figura 2 - Imagens de MEV a aceleracdo de 5,0 kV do NiNPs-BDD modificado com carga de
eletrodeposicdo de 0,70 mC, magnificacdo de 20.000x (A) e modificado com carga de eletrodeposicio
de 70 mC, magnificacéo de 5.000x (B).

Fonte: adaptado de Sedenho et al. (1).
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3.2. Oxidacdo eletrocatalitica do &cido latico no NiNPs-BDD
3.2.1. Comportamento voltamétrico do NiNPs-BDD (0,70 mC) na presenca de acido latico

As Figuras 3-A e 3-B b ilustram voltamogramas ciclicos do NiNPs-BDD em solugéo 1,0
mol L™ de NaOH na auséncia e na presenca de 0,40 mol L™ de 4cido latico em baixas e altas
velocidades de varredura. Com adi¢édo de acido latico, um aumento acentuado de lp, e um
deslocamento do potencial de pico anddico sdo observados, o que evidencia um efeito
eletrocatalitico. A redugédo de I pode ser atribuida ao consumo das espécies cataliticas
NiOOH durante a reacdo quimica de oxidacdo do &cido latico (ver Equacgdo 2), o que indica
que a oxidacdo do &cido latico é irreversivel. Em menores velocidades de varredura, observa-
se um decréscimo de I,c mais acentuado, o que sugere que a reagdo quimica de oxidagao de
acido latico com NiOOH é lenta e € a etapa determinante do mecanismo de reacéo. (28, 29)

Figura 3-C mostra I, € I,c em diferentes velocidades de varredura, na auséncia e presenca
de 0,40 mol L™ de &cido latico. Observa-se que l,a aumenta substancialmente na presenca de
acido latico enquanto os valores I, permanecem relativamente semelhantes na auséncia e na
presenca deste composto. Isto indica um efeito eletrocatalitico tipico de das nanoparticulas de
para a oxidacdo do &cido latico. A influéncia da velocidade de varredura pode ser melhor
visualisada quando a relagdo I ./lpc € plotada em relagdo a velocidade de varredura, como
mostrado na Figura 3-D. Esta figura compara a relagéo I./l,c em NaOH 1,0 M na auséncia e
na presenca de acido latico. Observa-se que, na auséncia de acido latico Ip./lyc € cercade 1 e é
independente da velocidade de varredura. No entanto, quando o &cido latico é adicionado,
lpa/lpc € muito maior e torna-se substancialmente menor com o aumento da velocidade de
varredura. Isto é devido ao consumo maior de NiOOH espécies na reacdo de oxidacdo do
acido latico a velocidades de varreduras mais lentas, ocasionado pelo maior tempo para a
reacdo ocorrer, tal como discutido anteriormente. Além disso, a diferenga entre lpa/l,c na
presenca e na auséncia de &cido latico sugere fortemente um efeito eletrocatalitico das

nanoparticulas de niquel na oxidagdo do acido latico.
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Figura 3 - Voltamogramas ciclicos na auséncia e na presenca de 0,40 mol L™ de 4cido latico a 20 (A)
e 600 mV s™ (B). I € Ipc em fungdo da velocidade de varredura na auséncia e presenca de 0,40 mol Lt
de 4cido latico (C). Relago I,4/1,. na auséncia e na presenca de 0,40 mol L™ de 4cido latico em vérias
velocidades de varredura (D). Todos os estudos foram realizados em solugéo de hidréxido de sodio 1,0
mol L, utilizando NiNPs-BDD (0,70 mC).
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Fonte: adaptado de Sedenho et al. (1).

O coeficiente de transferéncia de elétrons, B, para a reacdo de oxidacdo do acido latico foi
calculada pelo gréfico de Tafel (log |I] vs. potencial), a 600 mV s ™ na presenca de 0,40 mol L~

! de 4cido latico. Para um processo anédico a equacio de Tafel é dada pela Equacdo 3: (61)

olog|l]  BF
dE  2.3RT

(Equacao 3)

onde F é uma constante de Faraday; R € constante molar dos gases; e T é a temperatura
absoluta. (61) A partir do coeficiente angular da curva log || vs. potencial, obteve-se p igual a
0,71. O valor de P foi utilizado em conjunto com a equagdo de Randles-Sev¢ik para estimar a

corrente difusional se todo o acido latico fosse oxidado na superficie do eletrodo. O calculo
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mostrou que os valores das correntes vistos nos experimentos de voltametria ciclica sdo bem
inferiores aos esperados para um processo controlado por difusdo, podendo-se concluir que a
reacao eletrocatalitica € controlada pela taxa de oxidagdo do acido latico e nao pela difusao do
4cido latico. Claro que, a utilizacio da equacio de Randles-Sevéik para essa estimagio

presume que o transporte por difusdo ocorre de forma linear.

3.2.2.Estudo sobre o regime de difusao

A fim de inferir sobre o regime de difusdo nas nanoparticulas de niquel, analisou-se as
imagens de MEV e, pode-se inferir que a separacdo entre nanoparticulas adjacentes de niquel
foi estimada em 0,23 um. Este valor é suficientemente pequeno para que haja uma
sobreposi¢cdo completa das camadas de difusdo entre nanoparticulas adjacentes. Sendo assim,
é possivel inferir que a difusdo nesse conjunto de nanoparticulas ocorre de maneira linear,
como em eletrodos solidos e ndo radial, como em nanoparticulas isoladas (ver Figura 4). (62,
63)

Figura 4 - Regime de difusdo em eletrodo sélido, em arranjo de nanoparticulas com forte
sobreposicdo das camadas de difusdo e em nanoparticula isolada.

Ll Ll
R

Fonte: adaptado de Toh et al. (63).
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3.2.3.  Estudo de concentracédo do acido latico

A Figura 5-A mostra a resposta voltamétrica do NiNPs-BDD (0,70 mC) em solucgédo de
NaOH 1,0 mol L™ a 50 mV s ™ ap6s sucessivas adicBes de acido latico. O intervalo de
concentracdo de 6,0 a 120 x 10 mol L™ de 4cido l4tico foi investigado. O aumento de loa €
das correntes ap0s oxidacdo do niquel (corrente limite) sdo evidentes, bem como a diminuicéo
de I,c a medida que a concentragdo de acido latico aumenta, evidenciando assim a oxidagédo

eletrocatalitica deste composto. A corrente limite obtida em cada concentragdo de &cido latico
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foi normalizada e é representada graficamente em funcdo da concentracdo de &cido latico na
Figura 5-B. A normalizacdo foi realizada dividindo-se a corrente limite pela carga envolvida
no processo de oxidacdo do niquel em solucdo de NaOH 1,0 mol L™ na auséncia de 4cido
latico. A normalizacdo torna-se necessaria para poder realizar uma comparagdo com outros
eletrodos, como serd feito nas proximas se¢des. Figura 5-B mostra que a corrente limite
aumenta linearmente com a concentragdo de &cido latico na faixa de concentracdo de 6,0 a
120 x 10 mol L™ com o R? de 0,998. A sensibilidade analitica foi determinada como sendo
(24,70 + 0,36) HA L C mol™ (n = 3) e 0 LD foi de (0,72 + 0,09) x 10° mol L™. (64)

Figura 5 - Voltamogramas ciclicos do NiNPs-BDD (0,70 mC) a 50 mV s™, ap6s sucessivas adicdes de
4cido latico em NaOH 1,0 mol L™ (A). Corrente limite normalizada em funcio da concentracdo de
acido latico, n=3 (B).
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Fonte: adaptado de Sedenho et al. (1).

3.3. Eletrodo sélido de niquel

3.3.1. Comportamento voltamétrico do eletrodo sélido de niquel

De modo a investigar o comportamento eletroquimico das nanoparticulas de niquel em
relacdo ao eletrodo so6lido de niquel, um eletrodo de fio de niquel foi utilizado e seu
comportamentro voltamétrico comparado ao eletrodo de NiNPs-BDD. Comportamento
voltamétrico semelhante ao NiNPs-BDD modificado com carga de eletrodeposicdo de 0,70
mC foi observado para o fio de niquel durante a estabilizacdo em NaOH em 1,0 mol L™ com
300 ciclos de potencial a 50 mV s™. Deste modo, pode-se inferir que as mesmas espécies
NiOOH foram formadas sobre o eletrodo solido de niquel e na superficie das nanoparticulas

de niquel, podendo assim, os dois eletrodos serem comparados.
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3.3.2. Oxidacéo do &cido latico no eletrodo solido de niquel

Para investigar o comportamento eletroquimico do fio de niquel na presenca de &cido
latico, um estudo de velocidade de varredura foi realizado em solugdo de NaOH 1,0 mol L™
contendo 0,40 mol Lde é4cido latico. A velocidade de varredura foi variada entre 20 e 600
mV s * e os voltamogramas podem ser vistos na Figura 6-A, na qual observa-se que lpa € lpc
aumentam com a velocidade de varredura. Figura 6-B mostra que lp, € substancialmente maior
na presenga de éacido latico quando comparada a I, somente em eletrélito de suporte. E
possivel observar também que I, tem uma ligeira diminuicéo na presenca deste composto,

indicando a oxidag&o eletrocatalitica do &cido latico no eletrodo de fio de niquel.

Figura 6 - Voltamogramas ciclicos em NaOH 1,0 mol L™ contendo 0,40 mol L™ de 4cido latico a
velocidades de varredura entre 20 e 600 mV s™ (A). I, € I, em fungéo da velocidade de varredura na
auséncia e presenca de 0,40 mol L™ de é4cido latico (B).
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Fonte: adaptado de Sedenho et al. (1).

3.3.3.  Estudo de concentracéo do acido latico

Com a finalidade de investigar o efeito da concentracdo de acido latico em eletrodo de fio
de niquel, foram feitas sucessivas adi¢des do acido latico em solucdo de NaOH 1,0 mol L™, e
a resposta eletrogquimica entre 6,0 a 120 x 10° mol L™ pode ser visto na Figura 7-
A. Comportamento voltamétrico semelhante ao NiNPs-BDD foi observado para o fio de
niquel, com um aumento de Iy, e da corrente limite, bem como a diminui¢éo l,c € o
aparecimento de uma onda de reoxidacdo na varredura reversa, a qual corresponde a oxidacéo
do produto formado. (28, 29, 39, 42, 45, 65)
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A relagdo entre a corrente limite e a concentracdo de &cido latico € mostrada na Figura 7-
B. A normalizacdo foi realizada dividindo-se a corrrente limite pela carga envolvida no
processo de oxidacdo do niquel em solucdo de NaOH 1,0 mol L™ na auséncia de &cido
latico. Uma relacdo linear entre a concentragdo de &cido latico e a corrente foi observada na
faixa de concentracdo de 8,0 a 80 x 10° mol L™* com R* de 0,986. A sensibilidade foi
determinada como sendo (10,63 + 0,46) A L C™* mol™ (n = 3) e 0 LD foi de (3,80 + 0,42) x
10° mol L™, (64)

Figura 7 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo de fio de niquel a 50 mV s™, ap6s sucessivas adicdes
de 4cido latico em NaOH 1,0 mol L™ (A). Corrente limite normalizada em funcéo da concentracéo de
acido latico, n=3 (B).

25
20
15
10

1/ WA
[$;]

00 0.1 02 03 04 05 06 0 20 40 60 80 100 120
E/VvsECS [Acido latico] / 10° mol L™

Fonte: adaptado de Sedenho et al. (1).
3.4. Comparagcéo entre NiNPs-BDD e eletrodo solido de niquel

Os estudos velocidade de varredura indicam o eletrodo de NiNPs-BDD com nanoparticulas
de 32 nm e o eletrodo de fio de niquel apresentam comportamento eletroquimico semelhante,
uma vez que ambos apresentaram 0 mesmo comportamento voltamétrico em NaOH e na
presenca de acido latico.

Para melhor comparagéo, Iy, e Ipc dos eletrodos NiNPs-BDD e fio de niquel na presenca de
acido latico em diferentes velocidades de varredura foram plotados juntamente na Figura 8.
Esta figura indica uma diferenca no comportamento eletroquimico dos dois eletrodos, uma
vez que os valores de I, NiNPs-BDD s&o substancialmente maiores que para o fio de niquel
no intervalo de velocidade de varredura entre 20 e 600 mV s™, enquanto os valores de loc para
ambos o0s eletrodos sdo comparaveis. Este resultado indica que mais acido latico é oxidado no

NiNPs-BDD do que no fio de niquel. Além disso, € possivel observar que l,, ndo tem o
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intercepto do eixo das ordenadas igual a zero, o que sugere uma limitagdo quimica na reacdo

de oxidacdo do acido latico a baixas velocidades de varredura. (61, 66)

Figura 8 - I, e I, dos eletrodos NiNPs-BDD e fio de niquel em varias velocidades de varredura em
NaOH 1,0 mol L™ contendo 0,40 mol L™ de 4cido latico.
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Fonte: adaptado de Sedenho et al. (1).

Em relacdo a resposta eletroquimica frente a oxidacdo do acido latico, os eletrodos de
NiNPs-BDD e de fio niquel mostraram uma diferenca evidente (ver Figuras 5 e 7). Dentro da
faixa linear de resposta linear do acido latico, foi observada uma diminuicdo de mais de duas
vezes da sensibilidade analitica e um aumento de mais de cinco vezes do LD para o fio de
niquel em relacdo ao eletrodo modificado com as nanoparticulas de niquel. Esses resultados
indicam uma maior atividade eletrocatalitica frente a oxidacao do acido latico do eletrodo de
NiNPs-BDD quando comparado ao eletrodo solido de niquel. Uma andlise superficial destes
resultados pode levar a interpretacdo de que este aumento da resposta pode ser apenas devido
a maior area de superficie e do melhoramento do transporte de massa quando as
nanoparticulas sdo utilizados. No entanto, a resposta voltamétrica na presenca de acido latico
foi normalizada pela quantidade de Ni(OH),/NiOOH em cada um dos eletrodos ao se dividir
os valores de corrente pela carga anddica associada ao par redox Ni*/Ni** na auséncia de
acido latico. Portanto, é possivel confirmar um possivel caso de auténtica nanoeletrocatalalise

das nanoparticulas de niquel com didmetro médio de 32 nm.
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3.5. Comparacdo entre nanoparticulas de niquel de diversos tamanhos

A resposta de uma série de eletrodos NiNP-BDD foi comparada com o eletrodo de fio de
niquel. Os eletrodos de BDD foram modificados com diferentes cargas de eletrodeposicdo de
niquel de 0,7, 3,5, 7,0, e 70 mC, a fim de produzir particulas com diferentes diametros, tais
como em torno de 30 nm para 0,70 mC e 90 nm para 70 mC. Todos os eletrodos apresentaram
comportamento voltamétrico similar na presenca de &cido latico. Para cada eletrodo de
NiNPs-BDD modificado com diferentes cargas de eletrodeposicao e para o eletrodo de fio de
niquel foi realizado um estudo de velocidade de varredura na presenca de &cido latico e a
relacdo Ipa/lpc foi analisada em funcédo da velocidade de varredura. Para uma comparagao
direta, os valores de lp./l,c de todos os eletrodos foram normalizados pela a carga anddica em
solucdo de NaOH 1,0 mol L™ (como descrito anteriormente) e/ou pela a &rea superficial de

cada eletrodo, a qual é calculada pela Equacdo 4, assumindo nanoparticulas hemisféricas.
Area superficial = (n° nanoparticulas de niquel) 2mwr? (Equacdo 4)

onde, o numero de nanoparticulas de niquel € estimado por imagens de MEV e r é o raio das
nanoparticulas.

As Figuras 9-A e 9-B mostram, respectivamente, razdo l./l,c normalizada pela quantidade
de hidroxido de niquel e a area superficial de cada eletrodo em funcdo do logaritmo da
velocidade de varredura. A normalizacdo foi feita para assegurar que a atividade catalitica dos
eletrodos € independente da quantidade de Ni(OH),/NiOOH e da area superficial. Em ambas
figuras, é possivel observar que as nanoparticulas de niquel maiores (cerca de 90 nm),
produzidas pela carga de eletrodeposi¢do de 70 mC, exibiram atividade catalitica semelhante
ao eletrodo solido de niquel, sugerindo que uma "auténtica” eletrocatalise ndo é observada em
nanoparticulas maiores. Por outro lado, quando a carga de eletrodeposicao é diminuida para
valores menores do que 7,0 mC, a razéo I/l € significativamente maior em comparagéo ao
eletrodo de fio de niquel, especialmente a velocidades de varreduras mais lentas. O aumento
da razéo lp/lpc € consideravelmente mais elevado no eletrodo de NiNPs-BDD modificado
com nanoparticulas de (32 £ 7) nm (0,70 mC), o que sugere um aumento significativo da
atividade eletrocatalitica frente a oxidagdo do &cido latico em nanoparticulas menores. O
desvio padrdo elevado para o eletrodo NiNPs-BDD modificado com a carga de

eletrodeposi¢do 0,70 mC, é atribuido a etapa de eletrodeposicdo das nanoparticulas, uma vez
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que a homogeneidade de nanoparticulas pequenas pode ser dificil de controlar influenciando
assim a atividade eletrocatalitica. Observa-se também que em velocidades de varreduras mais
rapidas o aumento da atividade eletrocatalitica € menos pronunciado, e isto pode ser devido a
limitagdo cinética da oxidag&o do &cido latico.

No entanto, a atividade eletrocatalitica de oxidacdo do é&cido latico é maior em
nanoparticulas de niquel com didmetro em torno de 30 nm, tanto quando a normalizagdo é
realizada pela area superficial quanto pela quantidade de niquel, em todas as velocidades de
varredura estudadas. Isso sugere que a maior atividade das nanoparticulas menores ndo € um

efeito de area superficial e sim um auténtico caso de nanoefeito.

Figura 9 - Razéo l,./1,. na presenca de acido latico normalizada pela carga anddica para os eletrodos
de NiNPs-BDD modificados com cargas de eletrodeposicao de niquel de 0,70 mC, 3,5 mC, 7,0 mC e
70,0 mC e eletrodo de fio de niquel (A). Razéo l,./l,. na presenca de acido latico normalizada area
superficial para os eletrodos de NiNPs-BDD modificados com cargas de eletrodeposi¢do de niquel de
0,70 mC e 70,0 mC e eletrodo de fio de niquel (B).
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Fonte: adaptado de Sedenho et al. (1).

4 CONCLUSOES

Oxidacdo do &cido latico foi investigada em eletrodos de NiNPs-BDD com nanoparticulas
de diferentes tamanhos e em eletrodo de fio de niquel. Por meio de experimentos de
voltametria ciclica na presenca de acido latico, verificou-se que a razéo ly/l,c foi maior para
os eletrodos modificados com nanoparticulas de niquel menores, o que indica uma atividade
eletrocatalitica mais elevada das nanoparticulas com didametro em torno de 30 nm do que das
nanoparticulas com didmetro em torno de 90 nm ou do eletrodo sélido de niquel. Os valores
da razéo lpa/l,c foram normalizados pela quantidade de niquel presente em cada eletrodo ou

pela area superficial Assim os resultados mostram que o ganho na atividade eletrocatalitica
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ndo € um efeito de aumento de éarea superficial, sugerindo assim um auténtico caso de
nanoeletrocatalise. Neste caso, o efeito nanoeletrocatalitico pode ter ocorrido como resultado
da aceleracdo da velocidade de reacdo na superficie do eletrodo, devido alteracdes na
morfologia da superficie, o que influencia no processo de adsorcdo das moléculas de &cido
latico.
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