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RESUMO

A vinhaca de cana-de-agucar ¢ um coproduto gerado a partir da produgado de etanol através da
fermentagdo de carboidratos por leveduras em industrias de alcool e agucar, com alto poder
poluente (cerca de cem vezes maior do que o esgoto doméstico) e requer alta demanda
quimica de oxigénio. Estima-se que a producdo de vinhaca de cana-de-actcar no Brasil seja
entre 265,1 e 370,3 bilhdes de litros na safra 2017/2018. O desenvolvimento de métodos para
determina¢do da composi¢do quimica da vinhaga ¢ de extrema importancia para agregar
maior valorizagdo a esse coproduto industrial. Com o intuito de avaliar novos processos de
aplica¢do, produg¢do ou extracdo de aminoacidos a partir da vinhaca, ¢ de fundamental
importancia a caracterizagao precisa da composicao quimica desse coproduto. Neste trabalho,
foram investigados detectores nanoestruturados de o¢xido de grafeno reduzido (RGO)
contendo nanoparticulas de 6xidos metéalicos de niquel, cobre e prata para deteccao e
determina¢do de aminoacidos em vinhaca de cana-de-agucar utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) acoplada com deteccao eletroquimica. Os eletrodos modificados
construidos foram caracterizados por voltametria ciclica (CV), espectroscopias de impedancia
eletroquimica (EIS), fotoemissao de raios X (XPS), Raman e energia dispersiva de raios X
(EDX), e microscopias eletronica de varredura de alta resolu¢do (SEM) e eletronica de
transmissao (TEM). A oxidagdo eletrocatalitica dos aminoacidos em meio alcalino foi
estudada por CV com velocidade de varredura de 100 mV s''. Os resultados mostraram que os
aminoacidos estudados nao foram oxidados na superficie modificada com RGO. No entanto,
os analitos foram oxidados irreversivelmente nas superficies dos eletrodos modificados com
RGO contendo nanoparticulas de 6xidos metalicos de niquel, cobre e prata. As separacdes
cromatograficas foram realizadas empregando uma coluna de troca-idnica acoplada com uma
pré-coluna e eluicdo isocratica. Foram avaliados os efeitos do hidroxido, acetato de sddio e
agua como fase movel. As separacdes dos aminoacidos foram completas dentro de 30 min. As
respostas dos métodos desenvolvidos melhoraram devido a aplicagio de RGO e
nanoparticulas de 6xidos metéalicos como modificadores de eletrodo. Os parametros analiticos
do método desenvolvido foram avaliados. As solugdes foram preparadas com concentragdes
na gama de 1,010 a 1,0x10° mol L. Sob as condi¢des cromatograficas otimizadas, os
métodos desenvolvidos utilizando os eletrodos modificados apresentaram uma relagdo linear
com as concentracdes dos aminoacidos em duas ordens de grandeza com limites de detecgao
inferiores a 2,010 mol L™, sensibilidades maiores do que 3,3x10° nA mol! L e excelente
coeficiente de correlacao > 0,9991. Os métodos analiticos propostos utilizando eletrodos
modificados com RGO contendo NiNPs e CuNPs foram aplicados na detec¢do de
aminoacidos em amostra de vinhaga de cana-de-acticar com recuperagdes variando de 95 £ 5
a 102 £+ 3 %. A estabilidade e a repetibilidade dos eletrodos modificados foram investigadas.
A excelente estabilidade a longo prazo e a repetibilidade dos eletrodos construidos os tornam
atraentes como detectores eletroquimicos. Os resultados mostraram que os detectores
desenvolvidos podem ser empregados para deteccao e quantificagao de aminodacidos, livre de
interferentes e com precisdo em amostras de vinhaga de cana-de-agucar.

Palavras chaves: Vinhoto de cana-de-agticar. Oxido de grafeno reduzido eletroquimicamente.
Nanoparticulas de metélicas. Aminoacidos. Cromatografia de troca anidnica de alta eficiéncia.
Detec¢dao amperométrica.



ABSTRACT

Sugarcane vinasse is a co-product generated from ethanol production from yeast fermentation
of carbohydrates in sugar and ethanol plants, with high pollutant power (about a hundred
times higher than domestic sewage) and requires high chemical oxygen demand (COD). It is
estimated that the sugarcane vinasse production in Brazil will be between 265.1 and 370.3
billion litres in 2017/2018 harvest. The methods development for determining the chemical
composition of vinasse is extremely important to add value to this co-product and bioenergy
applications. In order to evaluate new application processes, production or extraction of
amino acids from vinasse, is fundamental to accurate characterization of the chemical
composition of this co-product. In this work, we investigated reduced graphene oxide (RGO)
containing nickel, copper and silver metal oxide nanoparticles nanostructured detectors for
amino acids detection and determination in sugarcane vinasse using high performance liquid
chromatography (HPLC) coupled to electrochemical detection. The modified electrodes
constructed were characterized by cyclic voltammetry (CV), electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), X-ray photoemission spectroscopy (XPS), Raman spectroscopy, energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDX), scanning electron microscopy (SEM) and transmission
electron microscopy (TEM). The electrocatalytic oxidation of the amino acids in alkaline
medium was studied by CV with scan rate of 100 mV s™'. The results showed that the amino
acids studied were not oxidized on the surface modified with RGO. However, the analytes
were irreversibly oxidized on the electrode surfaces modified with RGO containing nickel,
copper and silver metal oxides nanoparticles. Chromatographic separations were performed
employing an ion exchange column coupled to a pre-column and isocratic elution. The effects
of sodium hydroxide, sodium acetate, and water as mobile phase were evaluated. Separations
of amino acids were complete within 30 min. The electrochemical response and sensitivity of
the developed methods improved due to the application of RGO and metal oxides
nanoparticles as electrode modifiers. The analytical parameters of the developed method were
evaluated. Solutions were prepared with concentrations in range of 1.0x10® to 1.0x107 mol
L!. Under optimized chromatographic conditions, the methods developed using the modified
electrodes showed a linear relationship towards the amino acid concentrations in two orders of
magnitude with detection limits of less than 2.0x10° mol L', sensitivities greater than
3.3x10° nA mol! L and excellent correlation coefficient > 0.9991. The analytical methods
proposed using modified electrodes with RGO containing NiNPs and CuNPs were applied in
the amino acids detection in sugarcane vinasse samples with recoveries varying from 95 £ 5
to 102 + 3%. The stability and repeatability of the modified electrodes were investigated. The
excellent long-term stability and repeatability of the prepared modified electrodes make them
attractive as electrochemical detectors. The results showed that the developed detectors could
be used for amino acids detection and quantification, free of interferences and with precision
in sugarcane vinasse samples.

Keywords: Sugarcane vinasse. Electrochemically reduced graphene oxide. Metal
nanoparticles. Amino acids. High performance anion-exchange chromatography.
Amperometric detection.
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CAPITULO I. INTRODUCAO

1.1 VINHACA DE CANA-DE-ACUCAR

O Sistema Agroindustrial da Cana-de-agucar ¢ um dos mais antigos e esta ligado aos
principais eventos historicos. Tem grande importincia para o Brasil, este que ¢ o maior
produtor mundial de cana-de-agucar e o segundo produtor mundial de etanol, sendo
responsavel por 20% da produgdo e 20% das exportacdes mundiais, além de ser o maior
produtor e exportador mundial de agucar (1-3).

Estima-se que a produgdo brasileira de cana-de-agucar na safra 2016/2017 seja
aproximadamente 657,2 milhdes de toneladas, reducdo de 1,3% em relagdo a safra anterior. A
produgdo de acucar deverd crescer 15,5% devido aos precos mais rentaveis (2). Ainda,
calcula-se que o Brasil produzira 27,8 bilhdes de litros de etanol, redugdo de 8,7% referente a
safra anterior devido a preferéncia pela produgdo de agucar. Essa produ¢do devera continuar
concentrada na Regido Centro-Sul, representando 94,2% do total produzido no pais, estando
concentrada principalmente no estado de Sao Paulo (49,3%) (2).

Nos ultimos anos, tem-se observado um grande aumento na produg¢do mundial de
etanol para combustivel (etanol hidratado e anidro) e para usos farmacéutico, industrial e
bebidas. Entretanto, cerca de 9 a 14 litros de vinhaca, coproduto gerado na produgdo de
etanol, ¢ produzido para cada litro de etanol obtido, o qual corresponde a producao entre 700
e 900 litros de vinhaga a cada tonelada de cana-de-agucar processada (4,5).

A vinhaga, coproduto final da fabricacdo do alcool etilico por via fermentativa, ¢é
também conhecida por vinhoto, restilo, caldo ou garapdo, dependendo da regido. No entanto,
o grande problema associado a este efluente ¢ sua forg¢a poluente, cerca de cem vezes a do
esgoto doméstico (1). A vinhacga apresenta pH entre 3,5 e 5,0, cor castanho-escuro ¢ elevada
demanda quimica de oxigénio (DQO) que varia entre 50 e 150 g L' (4).

A composicdo da vinhaga varia de acordo com a constituigdo da matéria-prima,
preparo do mosto, fermentacdo adotada, conducdo da fermentagdo alcoolica, tipo de levedura
utilizada, método de destilagao e tipo de flegma separado (6).

A vinhaca apresenta em sua composicdo uma mistura de compostos organicos e
inorganicos (7). Dentre os seus principais componentes, pode-se destacar: nitrogénio, fosforo,
potassio, acido acético, acido latico, glicerol, aclicares e sais minerais. Assim, devido ao alto

valor fertilizante, geralmente ¢ convertida em adubo. Entretanto, quando descartada no meio
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ambiente, pode causar graves problemas ambientais devido a alta concentracdo de matéria
organica (8).

O nitrogénio presente na vinhaga de cana-de-aglicar ¢ proveniente dos diversos
compostos nitrogenados existentes neste efluente, tais como os aminoacidos aspartico,
glutdmico, alanina, leucina, glicina, valina, fenilalanina, prolina e triptofano (9).

A caracterizagdo da composicdo quimica dos compostos nitrogenados presentes na
vinhaga ¢ geralmente expressa em termos de nitrogénio organico (10), nitrogénio amoniacal
(10,11), nitrogénio inorganico (10-12), nitrogénio total de Kjeldahl (5,13) e nitrogénio total
(10,11,14), os quais ndo descriminam os compostos nitrogenados. A presen¢a de aminoacidos
foi detectada em vinhaga utilizando um analisador de aminoacidos apds separagdo
cromatografica liquida (9). Os aminoacidos alanina e y-aminobutirico foram detectados em
vinhaga por cromatografia gasosa com detectores de ionizagdo de chama e espectrométrico
de massas, respectivamente (15).

Portanto, o desenvolvimento de métodos para determinacdo da composi¢do quimica da
vinhaga ¢ de extrema importancia para agregar maior valorizagao a esse coproduto industrial,
no intuito de avaliar novos processos de aplicacdo, producdo ou extracdo de compostos
nitrogenados a partir do vinhoto. Assim, ¢ de fundamental importancia a caracterizagdo exata

da composicio quimica desse residuo.

1.2 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A analise de aminoacidos ¢ de interesse continuo devido ao importante papel que
desempenham em diversos processos biologicos, tais como a sintese de proteinas e vias
metabolicas. Até agora, uma grande variedade de métodos para separar e detectar os
aminoacidos especificos em amostras de interesse tem sido desenvolvida. No entanto, uma
vez que a maioria dos aminoacidos ndo possui grandes cadeias laterais hidrofobicas e
croméforos naturais, fluordforos ou grupos eletroativos para a deteccdo fotométrica,
fluorométrica ou amperométrica, respectivamente, a maioria dos métodos desenvolvidos até o
presente utiliza algum tipo de processo de derivatizagao pré- ou pds-coluna, a fim de melhorar
a detecc¢do ou a separagdo cromatografica (16).

Entre as técnicas cromatograficas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC,
do inglés High Performance Liquid Chromatography) configura-se como um meétodo capaz

de efetuar a separagdo, identificacdo e quantificagdo de componentes de uma mistura, em
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escala de tempo de poucos minutos com alta resolugdo, eficiéncia e sensibilidade, sendo
largamente utilizada como técnica analitica qualitativa e quantitativa (17,18).

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separacdo. Este método esta
fundamentado na migracao diferencial dos componentes de uma mistura que ocorre devido a
diferentes interagdes entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estaciondria. A grande
variedade de combinagdes entre as fases movel e estaciondria torna a cromatografia uma
técnica extremamente versatil e de grande aplicagao (19,20). Avangos recentes nas técnicas de
deteccao eletroquimica (ECD, do inglés Electrochemical Detection) acopladas com a HPLC
oferecem uma das mais promissoras solugdes para o problema de desenvolvimento de um
detector cromatografico. Isso se deve ao fato de as detecgdes eletroquimicas proporcionarem
boa sensibilidade, seletividade e amplo intervalo linear de resposta. E importante destacar
que, neste tipo de deteccdo, a amostra tem que ser constituida de ions ou compostos
eletroativos que sofram oxidacgao ou reducao.

A classificacdo dos detectores eletroquimicos engloba todos os sistemas de detec¢do
que utilizam a medi¢do de uma propriedade elétrica para monitorar um analito eluido da
coluna cromatografica. Essas propriedades tém sido usadas para formar a base de uma
variedade de técnicas de ECD, destacando-se os métodos que utilizam o monitoramento da
corrente (detector amperométrico) (21).

O detector amperométrico ¢ um dos detectores mais importantes entre os ECDs. Nele,
um determinado potencial ¢ aplicado entre um eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar; e se
um analito for eletroquimicamente ativo, cujo potencial seja alcancado com o potencial
aplicado, ird ocorrer a redugdo ou oxidacdo (22). As aplicagdes mais importantes estdo nas
areas farmacéutica, alimentar, bebidas, neurociéncia, andlises clinicas, bioenergia e meio
ambiente. Portanto, a ECD ¢ uma técnica analitica versatil para determinagdo de analitos
eletroativos e 10nicos, além de oferecer vantagens superiores em relacdo a outros detectores

comumente utilizados na HPLC.

1.2.1 Determinacio cromatografica de aminoacidos com detecgao eletroquimica

A detecgdao direta de aminoacidos sem realizar derivatizagdo ¢ preferida, quando
possivel, ndo apenas por conveniéncia, flexibilidade, simplicidade e precisdo, mas também
para evitar os problemas apresentados por meio de processos de derivatizagdo, tais como a
repetibilidade, instabilidade da derivatizagdo, reagdes secundarias e as interferéncias dos

reagentes (16). Logo, ha necessidade e demanda por novos detectores eletroquimicos capazes
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de promoverem a detec¢do direta dos aminoacidos com alta sensibilidade e seletividade. A
detec¢do eletroquimica oferece vantagens de instrumentagdo simples, sensibilidade inerente e
extrema seletividade para uso em HPLC. No entanto, o nimero de aminoacidos que pode ser
detectado por amperometria a potencial constante com eletrodos a base de carbono
convencionais ¢ limitada (16).

A deteccao amperométrica de aminoacidos em amostras de urina humana foi realizada
empregando um eletrodo de cobre apds separacdo cromatografica de fase reversa utilizando
solucdo tampao neutra ou alcalina-terrosa de fosfato ou carbonato como fase movel. O
método desenvolvido apresentou limite de detec¢do (LOD, do inglés Limit of Detection) entre
0,810 e 3,6x10°° mol L'! para os aminoécidos estudados (23).

Foi desenvolvido um método empregando uma programacao com diversos potenciais
para deteccdo dos aminodcidos por cromatografia ionica. Tal método apresentou intervalo
linear de trés ordens de grandeza para a maioria dos aminoacidos com LOD de
aproximadamente 4,0x10%a 1,0x10° mol L' (24).

Aminodcidos ndo derivatizados foram detectados e determinados através de um
detector de ouro modificado com filme de niquel e cromatografia idnica. A separagdo
cromatografica empregou eluicdo isocratica com hidroxido de sédio como fase movel. O
método apresentou faixa linear entre 0,2x10° a 8,0x10*#mol L', LOD de 8,0x10®a 6,0x10”
mol L! e sensibilidade entre 0,2 € 9,6 pA mmol™! L para os analitos estudados (25).

A detec¢do ¢ determinacdo de aminodcido sem derivagao foi realizada através da
utiliza¢do de um detector de carbono vitreo modificado com filme de oxihidroxido de cobre
apoOs separacdo cromatografica idnica isocratica empregando hidroxido de sddio como fase
mével. Os analitos responderam linearmente no intervalo de concentragio de 1,0x107° a
1,5%10% mol L' com LOD encontrados de 1,0x107 a 4,8x107 mol L' (26).

Aminoacidos e peptideos foram determinados diretamente através da oxidagdo dos
analitos por amperometria empregando elétrodos de cobre utilizando cromatografia idnica. A
separacdo cromatografica empregou eluicdo isocratica com hidroxido de sédio como fase

mével. Os LOD obtidos ficaram na faixa de 4,0x10%a 2,5x10%mol L (27).

1.3 ANALISE POR INJECAO EM FLUXO COM DETECCAO ELETROQUIMICA
DE AMINOACIDOS

A andlise por inje¢ao em fluxo (FIA, do inglés Flow Injection Analysis) com detec¢ao

eletroquimica também ¢ empregada para deteccdo e quantificagdo de aminoacidos. O
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principio da FIA ¢ muito simples e baseia-se na inser¢do de uma aliquota da solucdo da
amostra, a qual sofre dispersdo ao ser conduzida através do percurso analitico por uma
solucdo transportadora, que pode ser o proprio reagente, até o detector (28).

Entre os detectores acoplados a FIA, os mais populares sdo os espectrofotométricos
ultravioleta-visivel (UV-VIS), fluorescéncia e eletroquimico. A detec¢do eletroquimica
oferece vantagens sobre a deteccdo espectrofotométrica quando as espécies de interesse
(analitos) ndo possuem um grupo cromoéforo que absorve na regido UV-VIS, ou quando as
espécies apresentam baixo coeficiente de absorbancia molar. Apresenta também vantagens
sobre a detecgdo fluorimétrica de analitos eletroativos que ndo tém propriedades
fluorescentes, porque ndo necessita da derivatizagdo. Entre as técnicas eletroquimicas
empregadas na detec¢do em fluxo, as mais exploradas sdo a coulometria e a amperometria
devido a vantagens, tais como baixo limite de deteccdo, seletividade e uso de instrumentagdo
de baixo custo comparado aos empregados na detecgdo UV e fluorescéncia. Os detectores
amperométricos tém vantagens sobre os coulométricos, a saber: relacdo sinal/ruido mais
satisfatoria e configuragao mais simples, sendo, por essa razao, mais utilizados (29).

Um eletrodo de carbono impresso foi modificado com nanoparticulas de cobre para
analise de aminoécidos ndo derivatizados por FIA. O método desenvolvido em tampao fosfato
(pH 8) apresentou linearidade entre 5,0x10° a 5,0x10* mol L' uM e LOD entre 2,4x10% a
2,7x10°mol L' (30).

Aminoacidos foram detectados através de eletrodos de carbono vitreos (GCE, do
inglés Glassy Carbono Electrode) modificados com nanotubos de carbono (CNT, do inglés
Carbon Nanotubes) e niquel-CNT (GCE/Ni-CNT) empregando FIA com deteccdo
amperométrica e hidroxido de sédio (NaOH) como eluente. Os aminoacidos obtiveram uma
sensibilidade e LOD aproximados de 0,043 pA mmol! L e 2,8%10° mol L' no GCE/Ni, e
0,150 pA pmol™! L e 7,4 X107 mol L' no GCE/Ni-CNT, respectivamente (31).

14 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO E DETERMINACAO DE
AMINOACIDOS

1.4.1 Eletrodos nao modificados

A oxidacdo de a-aminoacidos (alanina, 2-aminobutirico, norvalina, valina, norleucina,

leucina, isoleucina e fenilglicina) foi investigada em eletrodos de prata em solu¢do de NaOH
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~0,13 mol L aplicando potencial constante de +0,75 V. Os resultados indicaram que o
mecanismo de oxidag¢do dos a-aminoacidos leva a formacao de nitrila ¢ aldeido (32).

Um eletrodo de cobre foi utilizado no estudo da oxidagdo de varios compostos
organicos. Os resultados mostraram que o grupo amino dos a-aminoacidos ¢ oxidado no
potencial de 0,75 V. Adicionalmente, foi observado que a-alanina tem potencial de oxidacao
em 0,70 V em solucdo alcalina (33). Posteriormente, a oxidacdo de o-aminoacidos em
eletrodos de cobre foi estudada em meio alcalino. Foi observado que os aminodcidos eram
adsorvidos em -0,90 V durante a oxidacao (34).

B-Alanina apresenta um pico de oxidagao irreversivel em +1,2 V na superficie do GCE
em solucdo de acetonitrila contendo tetrafluoroborato de tetrametilamonio (NBusBF4) 0,10
mol  L!utilizando voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) (35). Utilizando
as mesmas condig¢des, a-alanina apresenta um pico de oxidagdo irreversivel em 1,23 V; ndo
foram observados picos catddicos (36).

O 4cido aspartico apresenta um pico anodico irreversivel em +1,3 V na superficie do
GCE em solugiio de acetonitrila contendo NBusBF4 0,10 mol L utilizando CV (37). Em um
estudo posterior, foi observado um pico de oxidagdao em 1,0 V na varredura anddica e um pico
de reducdo em -0,54 V na varredura reversa utilizando em meio de tampao fosfato 0,010 mol
L' (pH 6,8) (38).

O 4cido aspartico se comporta eletroquimicamente como uma amina primaria (39).
Em outro estudo, foi relatado que o 4cido aspartico apresenta um pico catddico no potencial -
0,50 V e dois picos anodicos nos potenciais +1,5 ¢ +1,9 V em meio acido (tampao fosfato
0,10 mol L', pH 5,0) empregando CV. Além disso, as reagdes redox deste 4cido sdo
irreversiveis em GCE (40).

O 4cido glutamico apresenta um pico anddico irreversivel em +1,4 V referente a
oxidagao do grupo amino na superficie do GCE em solucao de acetonitrila contendo NBusBF4
0,10 mol L utilizando CV (41). Em meio tampdo fosfato (pH 7,0), o 4cido glutdmico
apresenta um pico de oxidagdo em +1,50 V com velocidade de varredura em 100 mV s (42).

A eletro-oxidagdo dos aminoacidos alanina e cisteina foi investigada com um eletrodo
de diamante dopado com boro (BDD, do inglés Boron-Doped Diamond Electrode) ¢ GCE
utilizando CV (43). A alanina apresentou um ombro nas varreduras direta e inversa em +0,95
V e corrente limite 0,3 pA no eletrodo de BDD, o mesmo comportamento foi obtido no GCE.
A cisteina apresentou um pico de oxidagdo em +0,65 V para ambos os eletrodos, sendo que o

pico foi mais definido no BDD.
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A glicina foi estudada em eletrodos de platina (Pt100) utilizando CV (44). Um pico
anddico irreversivel em meio acido foi identificado no potencial de +0,39 V. Posteriormente,
a superficie do GCE foi modificada através da eletropolimerizacao da glicina por CV, sendo
observada a formacao de dois picos, um anddico em +1,6 V e outro catdédico em -0,60 V,

referentes a oxidagdo e reducdo da glicina em tampao fosfato (pH 7,0) (45).

1.4.2 Eletrodos quimicamente modificados

Os eletrodos quimicamente modificados (CMEs, do inglés Chemically Modified
Electrodes) sao formados pela modificacdo da superficie de um eletrodo com um material
condutor ou semicondutor alterando as propriedades eletroquimicas, Oticas, elétricas,
transporte e outras propriedades desejaveis da superficie do substrato (46—48).

Os CMEs possuem algumas vantagens sobre eletrodos ndo modificados, contribuindo
no desenvolvimento de inUimeras aplicagdes eletroanaliticas, dentre as quais se incluem
eletrocatalise e sensores eletroquimicos. As propriedades dos eletrodos modificados
dependem da formacao e das caracteristicas do filme formado na superficie do eletrodo. Uma
das principais vantagens dos CMEs ¢ a sua capacidade de catalisar a oxida¢do de algumas
espécies que exibem elevado potencial em eletrodos ndo modificados, aumentando, assim, sua
sensibilidade ¢ seletividade (49).

Alguns substratos sdo mais adequados para a modificagdo superficial, como os
substratos de metais condutores (ouro, prata e platina) e eletrodos de carbono. Uma das etapas
mais importantes na modificacdo dos eletrodos ¢ o pré-tratamento da superficie do substrato,
pois o comportamento eletroquimico ¢ extremamente dependente de pequenas variagdes das
propriedades do substrato, tais como cristalinidade, rugosidade e os grupos funcionais
quimicos superficiais (46).

Os CMEs podem ser operados amperometricamente (ou voltametricamente) e por
potenciometria, no entanto, eles sdo geralmente utilizados como sensores amperométricos. A
resposta reflete dois componentes separados: um eletroquimico, usualmente controlado pelo
potencial, ¢ um produto quimico especial dado pela reacdo de um modificador quimico
confinado. Assim, um eletrodo quimicamente modificado apresenta melhores propriedades
sobre seletividade e sensibilidade (47,50).

As recentes tendéncias publicadas sobre o uso de CMEs em sistemas de deteccao
eletroquimica utilizados nas analises por FIA ou HPLC tém como objetivo indicar as

abordagens mais promissoras para aplicagdes dos CMEs, além de buscar novos materiais de
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eletrodo que podem ser operados em potencial aplicado constante sem perda de atividade do

eletrodo (51).

1.4.2.1 Eletrodos quimicamente modificados com grafeno

Dentre os diversos tipos de materiais utilizados na modificacdo de eletrodos, o grafeno
tem atraido muita atencao devido a suas caracteristicas Opticas, quimicas e eletronicas unicas,
além das varias aplicagdes em nanomateriais, nanotecnologia e sensores eletroquimicos
(52,53).

O grafeno ¢ basicamente uma monocamada bidimensional do grafite que possui uma
grande area superficial especifica que permite a imobilizacdo de grandes quantidades de
substancias, incluindo uma ampla gama de metais, nanoparticulas e biomoléculas. Cada
atomo na estrutura do grafeno ¢ um atomo da superficie, melhorando a interagdo molecular e
o transporte de elétrons neste material que ¢ altamente sensivel as moléculas absorvidas (54).

Devido a essas caracteristicas, o grafeno possui a habilidade de promover reacdes de
transferéncia eletronica quando utilizado como eletrodo, o que possibilita uma alternativa
frente aos CNT (55). Além disso, diferentemente da estrutura curvada do nanotubo de
carbono, o grafeno possui uma estrutura bidimensional plana e aberta. Portanto, ambos os
lados da folha de grafeno podem ser utilizados como suporte para catalise (53).

Por outro lado, as nanoparticulas (NPs) de metal tém sido amplamente estudadas
devido as suas propriedades quimicas e fisicas extraordinarias que, em grande parte, diferem
dos seus materiais a granel. Ainda, esses materiais possuem propriedades Unicas, tais como
maior transporte de massa e melhor relacdo sinal-ruido, podendo, muitas vezes, ser vantajosas

para as técnicas eletroanaliticas (56-58).

1.4.2.2 Eletrodos quimicamente modificados com nanoparticulas metalicas

As NPs podem exibir quatro vantagens exclusivas sobre macroelectrodos, quando
usadas para eletroanalise: melhoria do transporte de massa, catalise, elevada area superficie e
eficaz controle sobre o microambiente do eletrodo (57). A sintese de varios materiais em
nanoescala, como NPs, nanofios de ouro, platina, niquel, entre outros, por técnicas de
eletrodeposi¢dao (potenciostaticas e galvanostaticas) tem sido publicada. Além disso, o
comportamento eletroquimico das nanoparticulas depositadas em varios substratos tem sido

investigado através de técnicas de voltametria ciclica e cronoamperometria (59).
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Triptofano foi determinado simultaneamente com dacido Urico e acido ascorbico
através de um eletrodo de pasta de carbono modificado com zeolita dopada com ferro (III) por
voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés Differential Pulse Voltammetry) em solugao
tampao fosfato (pH 3,5). O triptofano apresentou pico de oxidagdo irreversivel em 0,90 V
utilizando CV. O método desenvolvido apresentou faixa linear de 2,0x107 a 1,5%10~ mol L™
e LOD de 6,0x10°® mol L"'(60).

A oxidagao eletrocatalitica do triptofano foi investigada com um eletrodo de pasta de
carbono modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT, do inglés
Multiwall Carbon Nanotubes) e complexo de salofeno de cobalto (II) utilizando CV e DPV.
O triptofano em solugdo tampdo acetato 0,10 mol L' (pH 4,0) exibiu um pico anddico
irreversivel em +0,94 V. Utilizando DPV foi obtida faixa linear de 5,0x10"7 a 5,0x10™ mol L
!, LOD de 1,0x107 mol L e sensibilidade 8,3x10° uA mol™' L (61).

Foi estudado o comportamento eletroquimico de dezenove aminoacidos. No entanto,
apenas seis foram selecionados para detec¢do com eletrodo de pasta de carbono modificado
com MWCNT e o6xido de cobre (I), devido as altas correntes de oxidagdo resultantes em meio
de tampao alcalino. A histidina ndo apresentou eletroatividade no eletrodo de pasta de
carbono sem modificagdo em solucdo tampao fosfato, contudo, apresentou corrente anddica
em +0,70 V no eletrodo de pasta de carbono modificado. Os aminodcidos apresentaram faixa
linear entre 1,0x10° e 1,0x10* mol L' com LOD entre 10® ¢ 107 mol L utilizando
eletroforese capilar (62).

Foi desenvolvido um sensor eletroquimico para detec¢do de aminoacidos e albumina
com base em materiais compositos contendo CNT e microparticulas de niquel. O sensor
apresentou sensibilidade entre 19,8 e 28,8x10? uA mol! L e LOD na faixa de 10 a 10~ mol
L1 (63).

O comportamento eletroquimico do triptofano (1 mmoL L!) foi estudado em eletrodo
de carbono contendo liquido i6nico (CILE, do inglés Carbon Ionic Liquid Electrode)
modificado com nanoparticulas de ouro (AuNPs) em solucdo tampao fosfato. Foi observado
um pico anoddico do triptofano em +0,79 V no CILE; nos CPE, GCE e no AuNPs/CILE, o
pico de oxidagdo foi observado em +0,83, +0,87 V e +0,57 V, respectivamente. O método
desenvolvido com a técnica de voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Square Wave
Voltammetry) apresentou uma faixa linear entre 5,0x10° e 9,0x10* mol L! e LOD de
4,0x10°mol L'! (64).

Um GCE modificado com filme de 6xido/hidréxido de cobre foi desenvolvido e a

eletroatividade de varias moléculas organicas em meio alcalino foi avaliada. Entre essas
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moléculas, foram encontrados alguns aminoacidos, os quais apresentaram picos de oxidacao
em +0,50 V. A faixa linear de concentracdo dos aminodcidos ficou compreendida entre
2,0x10% € 1,6x102 mol L' (65).

Alguns aminoacidos foram detectados amperometricamente utilizando um GCE
modificado com nanoparticulas de 6xido de niquel (GCE/NiNPs). Em GCE sem modificacao,
a serina ndo apresentou eletroavidade no intervalo de potencial estudado. No GCE/NiNPs, a
serina apresentou um processo de oxidacdo em +0,40 V. Os mesmos resultados foram
observados para glicina e alanina a (66).

Foi desenvolvido um sensor para determinar leucina em amostras bioldgica e
farmacéutica. O comportamento eletroquimico deste aminoacido em perclorato de potéssio
(1,0 mol L) foi investigado utilizando o GCE, GCE/MWCNT e GCE/MWCNT/
nanoparticulas de ferro (GCE/MWCNT/FeNPs). Leucina apresentou picos largos e com
pouca intensidade no GCE. No GCE/MWCNT/FeNPs, nio foi observado nenhuma atividade
eletrocatalitica do analito. Na superficie do GCE/MWCNT, foram observados dois picos
anddicos e um catodico em +0,28, +1,0 e -0,35 V, respectivamente (67).

Triptofano e tirosina foram determinas por DPV através um GCE modificado com
filme nanocompoésito de Nafion/0xido de titanio (II)-grafeno (GCE/TiO2-GR/Nafion).
Triptofano em solu¢do tampdo fosfato apresentou picos de oxidacdo em +0,96 V (GCE),
+0,87 V (GCE/GR/Nafion) ¢ +0,79 V (GCE/TiO2-GR/Nafion). O método utilizando DPV
apresentou uma faixa linear de 5,0x10° a 1,4x10” mol L"!, sensibilidade de 75,9 pA mmol™!
L e LOD de 7,0x107 mol L' (68).

Neste trabalho, foram desenvolvidos detectores eletroquimicos baseados em eletrodos
modificados com 6xido de grafeno reduzido eletroquimicamente contendo nanoparticulas de
oxidos de niquel, cobre e prata para detec¢do e determinagdao de aminoacidos em vinhaga de
cana-de-acgtcar utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com detecgdo

eletroquimica.
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CAPITULO VII. CONCLUSOES

O eletrodo de carbono vitreo foi modificado eletroquimicamente com o6xido de
grafeno reduzido utilizando um método simples de eletrodeposicdo através da técnica de
amperometria, empregando uma suspensao aquosa contendo 6xido de grafeno em sulfato de
sodio. O eletrodo modificado nao revelou nenhuma atividade eletroquimica na presenca de
aminodcidos, embora se apresente como um excelente substrato para modificagdo com
nanoparticulas metalicas e seus 0xidos.

Eletrodos de carbono vitreo contendo 6xido de grafeno reduzido foram modificados
com nanoparticulas de 6xidos metéalicos de prata, niquel e cobre por amperometria, com
sucesso. Os aminoacidos apresentaram picos de oxidagdo irreversiveis em meio alcalino no
intervalo de potencial estudado nos eletrodos modificados. Os potenciais de oxida¢do dos
aminoacidos foram menores no eletrodo modificado com nanoparticulas de 6xidos de niquel
em comparagao com os eletrodos modificados com 6xidos de prata e cobre.

A eletro-oxidagdo dos aminoacidos glicina, alanina, leucina, 4cido aspartico e acido
glutamico foi investigada empregando o eletrodo modificado com nanoparticulas de 6xido de
prata. A oxidacao eletrocatalitica dos aminoacidos em meio alcalino foi realizada através da
mediacao de prata (III). O eletrodo modificado apresentou elevada atividade eletrocatalitica,
sensibilidade e estabilidade, tornando-se um excelente candidato a detector amperométrico.

Os eletrodos modificados com 6xido de grafeno reduzido contendo nanoparticulas de
oxidos metdlicos de niquel e cobre foram utilizados como detectores amperométricos
acoplados a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os aminoacidos apresentaram intervalo
linear de concentracdo de duas a trés ordens de grandeza, utilizando elui¢do isocratica com
hidroxido e acetato de s6dio como fase mével. O eletrodo modificado com nanoparticulas de
oxidos de cobre apresentou limite de deteccdo e sensibilidade melhores em comparagdo com
eletrodo modificado com nanoparticulas de o6xidos de niquel que demonstrou maior
estabilidade. Os eletrodos foram empregados com sucesso na deteccdo e quantificagdo de
aminoacidos em amostras de vinhaca de cana-agucar utilizando os métodos com
cromatografia liquida.

Os desafios futuros para a continuidade das pesquisas em vinhaca de cana-de-agucar
podem ser direcionados ao desenvolvimento de novos métodos de analise de um numero
maior de aminodacidos utilizando os eletrodos modificados com nanoparticulas de 6xido de
prata e Oxidos de ferro acoplados a cromatografia liquida de alta eficiéncia, e o

desenvolvimento de sensores eletroquimicos para detec¢ao de aminoacidos.
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