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RESUMO 

 

A vinhaça de cana-de-açúcar é um coproduto gerado a partir da produção de etanol através da 
fermentação de carboidratos por leveduras em indústrias de álcool e açúcar, com alto poder 
poluente (cerca de cem vezes maior do que o esgoto doméstico) e requer alta demanda 
química de oxigênio. Estima-se que a produção de vinhaça de cana-de-açúcar no Brasil seja 
entre 265,1 e 370,3 bilhões de litros na safra 2017/2018. O desenvolvimento de métodos para 
determinação da composição química da vinhaça é de extrema importância para agregar 
maior valorização a esse coproduto industrial. Com o intuito de avaliar novos processos de 
aplicação, produção ou extração de aminoácidos a partir da vinhaça, é de fundamental 
importância a caracterização precisa da composição química desse coproduto. Neste trabalho, 
foram investigados detectores nanoestruturados de óxido de grafeno reduzido (RGO) 
contendo nanopartículas de óxidos metálicos de níquel, cobre e prata para detecção e 
determinação de aminoácidos em vinhaça de cana-de-açúcar utilizando cromatografia líquida 
de alta eficiência (HPLC) acoplada com detecção eletroquímica. Os eletrodos modificados 
construídos foram caracterizados por voltametria cíclica (CV), espectroscopias de impedância 
eletroquímica (EIS), fotoemissão de raios X (XPS), Raman e energia dispersiva de raios X 
(EDX), e microscopias eletrônica de varredura de alta resolução (SEM) e eletrônica de 
transmissão (TEM). A oxidação eletrocatalítica dos aminoácidos em meio alcalino foi 
estudada por CV com velocidade de varredura de 100 mV s-1. Os resultados mostraram que os 
aminoácidos estudados não foram oxidados na superfície modificada com RGO. No entanto, 
os analitos foram oxidados irreversivelmente nas superfícies dos eletrodos modificados com 
RGO contendo nanopartículas de óxidos metálicos de níquel, cobre e prata. As separações 
cromatográficas foram realizadas empregando uma coluna de troca-iônica acoplada com uma 
pré-coluna e eluição isocrática. Foram avaliados os efeitos do hidróxido, acetato de sódio e 
água como fase móvel. As separações dos aminoácidos foram completas dentro de 30 min. As 
respostas dos métodos desenvolvidos melhoraram devido à aplicação de RGO e 
nanopartículas de óxidos metálicos como modificadores de eletrodo. Os parâmetros analíticos 
do método desenvolvido foram avaliados. As soluções foram preparadas com concentrações 
na gama de 1,0×10-8 a 1,0×10-3 mol L-1. Sob as condições cromatográficas otimizadas, os 
métodos desenvolvidos utilizando os eletrodos modificados apresentaram uma relação linear 
com as concentrações dos aminoácidos em duas ordens de grandeza com limites de detecção 
inferiores a 2,0×10-5 mol L-1, sensibilidades maiores do que 3,3×105 nA mol-1 L e excelente 
coeficiente de correlação ≥ 0,9991. Os métodos analíticos propostos utilizando eletrodos 
modificados com RGO contendo NiNPs e CuNPs foram aplicados na detecção de 
aminoácidos em amostra de vinhaça de cana-de-açúcar com recuperações 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 construídos os tornam 
atraentes como detectores eletroquímicos. Os resultados mostraram que os detectores 
desenvolvidos podem ser empregados para detecção e quantificação de aminoácidos, livre de 
interferentes e com precisão em amostras de vinhaça de cana-de-açúcar. 
 

Palavras chaves: Vinhoto de cana-de-açúcar. Óxido de grafeno reduzido eletroquimicamente. 
Nanopartículas de metálicas. Aminoácidos. Cromatografia de troca aniônica de alta eficiência. 
Detecção 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-1. 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 1.0×10-8 to 1.0×10-3 mol 
L-1. 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 2.0×10-5 mol L-1, sensitivities greater than 
3.3×105 nA mol-1 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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X 2  Qui-quadrado 

XPS  Espectroscopia de fotoemissão de raios X (do inglês X-Ray 

Photoelectron Spectroscopy) 

α  Coeficiente de transferência de elétrons 

α  Fator de separação 



   
 

 
 

αs  Coeficiente de transferência eletrônica 

Γ  Excesso superficial 

ΔEp Potencial de separação entre os picos anódico e catódico  

ΔI  Diferença da corrente de pico anódico dos aminoácidos - corrente de 

pico anódico do branco 

ν  Velocidade de varredura 

ν0,5  Raiz quadrada da velocidade de varredura 
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CAPÍTULO I. INTRODUÇÃO 

 

1.1 VINHAÇA DE CANA-DE-AÇÚCAR 

 

O Sistema Agroindustrial da Cana-de-açúcar é um dos mais antigos e está ligado aos 

principais eventos históricos.  Tem grande importância para o Brasil, este que é o maior 

produtor mundial de cana-de-açúcar e o segundo produtor mundial de etanol, sendo 

responsável por 20% da produção e 20% das exportações mundiais, além de ser o maior 

produtor e exportador mundial de açúcar (1-3). 

Estima-se que a produção brasileira de cana-de-açúcar na safra 2016/2017 seja 

aproximadamente 657,2 milhões de toneladas, redução de 1,3% em relação à safra anterior. A 

produção de açúcar deverá crescer 15,5% devido aos preços mais rentáveis (2). Ainda, 

calcula-se que o Brasil produzirá 27,8 bilhões de litros de etanol, redução de 8,7% referente à 

safra anterior devido à preferência pela produção de açúcar. Essa produção deverá continuar 

concentrada na Região Centro-Sul, representando 94,2% do total produzido no país, estando 

concentrada principalmente no estado de São Paulo (49,3%) (2). 

Nos últimos anos, tem-se observado um grande aumento na produção mundial de 

etanol para combustível (etanol hidratado e anidro) e para usos farmacêutico, industrial e 

bebidas. Entretanto, cerca de 9 a 14 litros de vinhaça, coproduto gerado na produção de 

etanol, é produzido para cada litro de etanol obtido, o qual corresponde à produção entre 700 

e 900 litros de vinhaça a cada tonelada de cana-de-açúcar processada (4,5). 

A vinhaça, coproduto final da fabricação do álcool etílico por via fermentativa, é 

também conhecida por vinhoto, restilo, caldo ou garapão, dependendo da região. No entanto, 

o grande problema associado a este efluente é sua força poluente, cerca de cem vezes a do 

esgoto doméstico (1). A vinhaça apresenta pH entre 3,5 e 5,0, cor castanho-escuro e elevada 

demanda química de oxigênio (DQO) que varia entre 50 e 150 g L-1 (4).  

A composição da vinhaça varia de acordo com a constituição da matéria-prima, 

preparo do mosto, fermentação adotada, condução da fermentação alcoólica, tipo de levedura 

utilizada, método de destilação e tipo de flegma separado (6). 

A vinhaça apresenta em sua composição uma mistura de compostos orgânicos e 

inorgânicos (7). Dentre os seus principais componentes, pode-se destacar: nitrogênio, fósforo, 

potássio, ácido acético, ácido lático, glicerol, açúcares e sais minerais. Assim, devido ao alto 

valor fertilizante, geralmente é convertida em adubo. Entretanto, quando descartada no meio 
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ambiente, pode causar graves problemas ambientais devido à alta concentração de matéria 

orgânica (8). 

O nitrogênio presente na vinhaça de cana-de-açúcar é proveniente dos diversos 

compostos nitrogenados existentes neste efluente, tais como os aminoácidos aspártico, 

glutâmico, alanina, leucina, glicina, valina, fenilalanina, prolina e triptofano (9). 

A caracterização da composição química dos compostos nitrogenados presentes na 

vinhaça é geralmente expressa em termos de nitrogênio orgânico (10), nitrogênio amoniacal 

(10,11), nitrogênio inorgânico (10-12), nitrogênio total de Kjeldahl (5,13) e nitrogênio total 

(10,11,14), os quais não descriminam os compostos nitrogenados. A presença de aminoácidos 

foi detectada em vinhaça utilizando um analisador de aminoácidos após separação 

cromatográfica líquida (9). Os aminoácidos alanina e γ-aminobutírico foram detectados em 

vinhaça por cromatografia gasosa  com detectores de ionização de chama e espectrométrico 

de massas, respectivamente (15). 

Portanto, o desenvolvimento de métodos para determinação da composição química da 

vinhaça é de extrema importância para agregar maior valorização a esse coproduto industrial, 

no intuito de avaliar novos processos de aplicação, produção ou extração de compostos 

nitrogenados a partir do vinhoto. Assim, é de fundamental importância a caracterização exata 

da composição química desse resíduo. 

 

1.2 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA  

 

A análise de aminoácidos é de interesse contínuo devido ao importante papel que 

desempenham em diversos processos biológicos, tais como a síntese de proteínas e vias 

metabólicas. Até agora, uma grande variedade de métodos para separar e detectar os 

aminoácidos específicos em amostras de interesse tem sido desenvolvida. No entanto, uma 

vez que a maioria dos aminoácidos não possui grandes cadeias laterais hidrofóbicas e 

cromóforos naturais, fluoróforos ou grupos eletroativos para a detecção fotométrica, 

fluorométrica ou amperométrica, respectivamente, a maioria dos métodos desenvolvidos até o 

presente utiliza algum tipo de processo de derivatização pré- ou pós-coluna, a fim de melhorar 

a detecção ou a separação cromatográfica (16). 

Entre as técnicas cromatográficas, a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, 

do inglês High Performance Liquid Chromatography) configura-se como um método capaz 

de efetuar a separação, identificação e quantificação de componentes de uma mistura, em 
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escala de tempo de poucos minutos com alta resolução, eficiência e sensibilidade, sendo 

largamente utilizada como técnica analítica qualitativa e quantitativa (17,18). 

A cromatografia é um método físico-químico de separação. Este método está 

fundamentado na migração diferencial dos componentes de uma mistura que ocorre devido a 

diferentes interações entre duas fases imiscíveis, a fase móvel e a fase estacionária. A grande 

variedade de combinações entre as fases móvel e estacionária torna a cromatografia uma 

técnica extremamente versátil e de grande aplicação (19,20). Avanços recentes nas técnicas de 

detecção eletroquímica (ECD, do inglês Electrochemical Detection) acopladas com a HPLC 

oferecem uma das mais promissoras soluções para o problema de desenvolvimento de um 

detector cromatográfico. Isso se deve ao fato de as detecções eletroquímicas proporcionarem 

boa sensibilidade, seletividade e amplo intervalo linear de resposta. É importante destacar 

que, neste tipo de detecção, a amostra tem que ser constituída de íons ou compostos 

eletroativos que sofram oxidação ou redução.  

A classificação dos detectores eletroquímicos engloba todos os sistemas de detecção 

que utilizam a medição de uma propriedade elétrica para monitorar um analito eluído da 

coluna cromatográfica. Essas propriedades têm 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 é um dos detectores mais importantes entre os ECDs. Nele, 

um determinado potencial é aplicado entre um eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar; e se 

um analito for eletroquimicamente ativo, cujo potencial seja alcançado com o potencial 

aplicado, irá ocorrer a redução ou oxidação (22). As aplicações mais importantes estão nas 

áreas farmacêutica, alimentar, bebidas, neurociência, análises clinicas, bioenergia e meio 

ambiente. Portanto, a ECD é uma técnica analítica versátil para determinação de analitos 

eletroativos e iônicos, além de oferecer vantagens superiores em relação a outros detectores 

comumente utilizados na HPLC. 

 

1.2.1 Determinação cromatográfica de aminoácidos com detecção eletroquímica   

 

A detecção direta de aminoácidos sem realizar derivatização é preferida, quando 

possível, não apenas por conveniência, flexibilidade, simplicidade e precisão, mas também 

para evitar os problemas apresentados por meio de processos de derivatização, tais como a 

repetibilidade, instabilidade da derivatização, reações secundárias e as interferências dos 

reagentes (16). Logo, há necessidade e demanda por novos detectores eletroquímicos capazes 
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de promoverem a detecção direta dos aminoácidos com alta sensibilidade e seletividade. A 

detecção eletroquímica oferece vantagens de instrumentação simples, sensibilidade inerente e 

extrema seletividade para uso em HPLC. No entanto, o número de aminoácidos que pode ser 

detectado por amperometria a potencial constante com eletrodos à base de carbono 

convencionais é limitada (16).  

A detecção amperométrica de aminoácidos em amostras de urina humana foi realizada 

empregando um eletrodo de cobre após separação cromatográfica de fase reversa utilizando 

solução tampão neutra ou alcalina-terrosa de fosfato ou carbonato como fase móvel. O 

método desenvolvido apresentou limite de detecção (LOD, do inglês Limit of Detection) entre 

0,8×10-6 e 3,6×10-6 mol L-1 para os aminoácidos estudados (23).  

Foi desenvolvido um método empregando uma programação com diversos potenciais 

para detecção dos aminoácidos por cromatografia iônica. Tal método apresentou intervalo 

linear de três ordens de grandeza para a maioria dos aminoácidos com LOD de 

aproximadamente 4,0×10-8 a 1,0×10-5 mol L-1 (24).  

Aminoácidos não derivatizados foram detectados e determinados através de um 

detector de ouro modificado com filme de níquel e cromatografia iônica. A separação 

cromatográfica empregou eluição isocrática com hidróxido de sódio como fase móvel. O 

método apresentou faixa linear entre 0,2×10-6 a 8,0×10-4 mol L-1, LOD de 8,0×10-8 a 6,0×10-7 

mol L-1 e sensibilidade entre 0,2 e 9,6 µA mmol-1 L para os analitos estudados (25). 

A detecção e determinação de aminoácido sem derivação foi realizada através da 

utilização de um detector de carbono vítreo modificado com filme de oxihidróxido de cobre 

após separação cromatográfica iônica isocrática empregando hidróxido de sódio como fase 

móvel. Os analitos responderam linearmente no intervalo de concentração de 1,0×10-5 a 

1,5×10-3 mol L-1 com LOD encontrados de 1,0×10-7 a 4,8×10-7 mol L-1 (26). 

Aminoácidos e peptídeos foram determinados diretamente através da oxidação dos 

analitos por amperometria empregando elétrodos de cobre utilizando cromatografia iônica. A 

separação cromatográfica empregou eluição isocrática com hidróxido de sódio como fase 

móvel. Os LOD obtidos ficaram na faixa de 4,0×10-8 a 2,5×10-6 mol L-1 (27). 

 

1.3 ANÁLISE POR INJEÇÃO EM FLUXO COM DETECÇÃO ELETROQUÍMICA 

DE AMINOÁCIDOS  

 

A análise por injeção em fluxo (FIA, do inglês Flow Injection Analysis) com detecção 

eletroquímica também é empregada para detecção e quantificação de aminoácidos. O 
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princípio da FIA é muito simples e baseia-se na inserção de uma alíquota da solução da 

amostra, a qual sofre dispersão ao ser conduzida através do percurso analítico por uma 

solução transportadora, que pode ser o próprio reagente, até o detector (28). 

Entre os detectores acoplados a FIA, os mais populares são os espectrofotométricos 

ultravioleta-visível (UV-VIS), fluorescência e eletroquímico. A detecção eletroquímica 

oferece vantagens sobre a detecção espectrofotométrica quando as espécies de interesse 

(analitos) não possuem um grupo cromóforo que absorve na região UV-VIS, ou quando as 

espécies apresentam baixo coeficiente de absorbância molar. Apresenta também vantagens 

sobre a detecção fluorimétrica de analitos eletroativos que não têm propriedades 

fluorescentes, porque não necessita da derivatização. Entre as técnicas eletroquímicas 

empregadas na detecção em fluxo, as mais exploradas são a coulometria e a amperometria 

devido a vantagens, tais como baixo limite de detecção, seletividade e uso de instrumentação 

de baixo custo comparado aos empregados na detecção UV e fluorescência. Os detectores 

amperométricos têm vantagens sobre os coulométricos, a saber: relação sinal/ruído mais 

satisfatória e configuração mais simples, sendo, por essa razão, mais utilizados (29). 

Um eletrodo de carbono impresso foi modificado com nanopartículas de cobre para 

análise de aminoácidos não derivatizados por FIA. O método desenvolvido em tampão fosfato 

(pH 8) apresentou linearidade entre 5,0×10-6 a 5,0×10-4 mol L-1 µM e LOD entre 2,4×10-8 a 

2,7×10-6 mol L-1 (30).  

Aminoácidos foram detectados através de eletrodos de carbono vítreos (GCE, do 

inglês Glassy Carbono Electrode) modificados com nanotubos de carbono (CNT, do inglês 

Carbon Nanotubes) e níquel-CNT (GCE/Ni-CNT) empregando FIA com detecção 

amperométrica e hidróxido de sódio (NaOH) como eluente. Os aminoácidos obtiveram uma 

sensibilidade e LOD aproximados de 0,043 µA mmol-1 L e 2,8×10-6 mol L-1 no GCE/Ni, e 

0,150 µA µmol-1 L e 7,4 ×10-7 mol L-1 no GCE/Ni-CNT, respectivamente (31). 

 

1.4 COMPORTAMENTO ELETROQUÍMICO E DETERMINAÇÃO DE 

AMINOÁCIDOS  

 

1.4.1 Eletrodos não modificados 

 

A oxidação de α-aminoácidos (alanina, 2-aminobutírico, norvalina, valina, norleucina, 

leucina, isoleucina e fenilglicina) foi investigada em eletrodos de prata em solução de NaOH 
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~0,13 mol L-1 aplicando potencial constante de +0,75 V. Os resultados indicaram que o 

mecanismo de oxidação dos α-aminoácidos leva à formação de nitrila e aldeído (32).  

Um eletrodo de cobre foi utilizado no estudo da oxidação de vários compostos 

orgânicos. Os resultados mostraram que o grupo amino dos α-aminoácidos é oxidado no 

potencial de 0,75 V. Adicionalmente, foi observado que α-alanina tem potencial de oxidação 

em 0,70 V em solução alcalina (33). Posteriormente, a oxidação de α-aminoácidos em 

eletrodos de cobre foi estudada em meio alcalino. Foi observado que os aminoácidos eram 

adsorvidos em -0,90 V durante a oxidação (34).   

β-Alanina apresenta um pico de oxidação irreversível em +1,2 V na superfície do GCE 

em solução de acetonitrila contendo tetrafluoroborato de tetrametilamônio (NBu4BF4) 0,10 

mol     L-1 utilizando voltametria cíclica (CV, do inglês Cyclic Voltammetry) (35). Utilizando 

as mesmas condições, α-alanina apresenta um pico de oxidação irreversível em 1,23 V; não 

foram observados picos catódicos (36).  

O ácido aspártico apresenta um pico anódico irreversível em +1,3 V na superfície do 

GCE em solução de acetonitrila contendo NBu4BF4 0,10 mol L-1 utilizando CV (37). Em um 

estudo posterior, foi observado um pico de oxidação em 1,0 V na varredura anódica e um pico 

de redução em -0,54 V na varredura reversa utilizando em meio de tampão fosfato 0,010 mol 

L-1 (pH 6,8) (38).  

O ácido aspártico se comporta eletroquimicamente como uma amina primaria (39). 

Em outro estudo, foi relatado que o ácido aspártico apresenta um pico catódico no potencial -

0,50 V e dois picos anódicos nos potenciais +1,5 e +1,9 V em meio ácido (tampão fosfato 

0,10 mol L-1, pH 5,0) empregando CV. Além disso, as reações redox deste ácido são 

irreversíveis em GCE (40).  

O ácido glutâmico apresenta um pico anódico irreversível em +1,4 V referente à 

oxidação do grupo amino na superfície do GCE em solução de acetonitrila contendo NBu4BF4 

0,10 mol L-1 utilizando CV (41). Em meio tampão fosfato (pH 7,0), o ácido glutâmico 

apresenta um pico de oxidação em +1,50 V com velocidade de varredura em 100 mV s-1 (42). 

A eletro-oxidação dos aminoácidos alanina e cisteína foi investigada com um eletrodo 

de diamante dopado com boro (BDD, do inglês Boron-Doped Diamond Electrode) e GCE 

utilizando CV (43). A alanina apresentou um ombro nas varreduras direta e inversa em +0,95 

V e corrente limite 0,3 A no eletrodo de BDD, o mesmo comportamento foi obtido no GCE. 

A cisteína apresentou um pico de oxidação 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 

anódico irreversível em meio ácido foi identificado no potencial de +0,39 V. Posteriormente, 

a superfície do GCE foi modificada através da eletropolimerização da glicina por CV, sendo 

observada a formação de dois picos, um anódico em +1,6 V e outro catódico em -0,60 V, 

referentes a oxidação e redução da glicina em tampão fosfato (pH 7,0) (45). 

 

1.4.2 Eletrodos quimicamente modificados  

 

Os eletrodos quimicamente modificados (CMEs, do inglês Chemically Modified 

Electrodes) são formados pela modificação da superfície de um eletrodo com um material 

condutor ou semicondutor alterando as propriedades eletroquímicas, óticas, elétricas, 

transporte e outras propriedades desejáveis da superfície do substrato (46–48).  

Os CMEs possuem algumas vantagens sobre eletrodos não modificados, contribuindo 

no desenvolvimento de inúmeras aplicações eletroanalíticas, dentre as quais se incluem 

eletrocatálise e sensores eletroquímicos. As propriedades dos eletrodos modificados 

dependem da formação e das características do filme formado na superfície do eletrodo. Uma 

das principais vantagens dos CMEs é a sua capacidade de catalisar a oxidação de algumas 

espécies que exibem elevado potencial em eletrodos não modificados, aumentando, assim, sua 

sensibilidade e seletividade (49). 

Alguns substratos são mais adequados para a modificação superficial, como os 

substratos de metais condutores (ouro, prata e platina) e eletrodos de carbono. Uma das etapas 

mais importantes na modificação dos eletrodos é o pré-tratamento da superfície do substrato, 

pois o comportamento eletroquímico é extremamente dependente de pequenas variações das 

propriedades do substrato, tais como cristalinidade, rugosidade e os grupos funcionais 

químicos superficiais (46).  

Os CMEs podem ser operados amperometricamente (ou voltametricamente) e por 

potenciometria, no entanto, eles são geralmente utilizados como sensores amperométricos. A 

resposta reflete dois componentes separados: um eletroquímico, usualmente controlado pelo 

potencial, e um produto químico especial dado pela reação de um modificador químico 

confinado. Assim, um eletrodo quimicamente modificado apresenta melhores propriedades 

sobre seletividade e sensibilidade (47,50). 

As recentes tendências publicadas sobre o uso de CMEs em sistemas de detecção 

eletroquímica utilizados nas análises por FIA ou HPLC têm como objetivo indicar as 

abordagens mais promissoras para aplicações 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 modificação de eletrodos, o grafeno 

tem atraído muita atenção devido a suas características ópticas, químicas e eletrônicas únicas, 

além das várias aplicações em nanomateriais, nanotecnologia e sensores eletroquímicos 

(52,53). 

O grafeno é basicamente uma monocamada bidimensional do grafite que possui uma 

grande área superficial específica que permite a imobilização de grandes quantidades de 

substâncias, incluindo uma ampla gama de metais, nanopartículas e biomoléculas. Cada 

átomo na estrutura do grafeno é um átomo da superfície, melhorando a interação molecular e 

o transporte de elétrons neste material que é altamente sensível às moléculas absorvidas (54). 

Devido a essas características, o grafeno possui a habilidade de promover reações de 

transferência eletrônica 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 catálise (53).  

Por outro lado, as nanopartículas (NPs) de metal têm sido amplamente estudadas 

devido às suas propriedades químicas e físicas extraordinárias que, em grande parte, diferem 

dos seus materiais a granel. Ainda, esses materiais possuem propriedades únicas, tais como 

maior transporte de massa e melhor relação sinal-ruído, podendo, muitas vezes, ser vantajosas 

para as técnicas eletroanalíticas (56–58). 

 

1.4.2.2 Eletrodos quimicamente modificados com nanopartículas metálicas  

 

As NPs podem exibir quatro vantagens exclusivas sobre macroelectrodos, quando 

usadas para eletroanálise: melhoria do transporte de massa, catálise, elevada área superfície e 

eficaz controle sobre o microambiente do eletrodo (57). A síntese de vários materiais em 

nanoescala, como NPs, nanofios de ouro, platina, níquel, entre outros, por técnicas de 

eletrodeposição (potenciostáticas e galvanostáticas) tem sido publicada. Além disso, o 

comportamento eletroquímico das nanopartículas depositadas em vários substratos tem sido 

investigado através de técnicas de voltametria cíclica e cronoamperometria (59). 
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Triptofano foi determinado simultaneamente com ácido úrico e ácido ascórbico 

através de um eletrodo de pasta de carbono modificado com zeólita dopada com ferro (III) por 

voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglês Differential Pulse Voltammetry) em solução 

tampão fosfato (pH 3,5). O triptofano apresentou pico de oxidação irreversível em 0,90 V 

utilizando CV. O método desenvolvido apresentou faixa linear de 2,0×10-7 a 1,5×10-3 mol L-1 

e LOD de 6,0×10-8 mol L-1(60). 

A oxidação eletrocatalítica do triptofano foi investigada com um eletrodo de pasta de 

carbono modificado com nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNT, do inglês 

Multiwall Carbon Nanotubes) e complexo de salofeno de cobalto (II) utilizando CV e DPV. 

O triptofano em solução tampão acetato 0,10 mol L-1 (pH 4,0) exibiu um pico anódico 

irreversível em +0,94 V. Utilizando DPV foi obtida faixa linear de 5,0×10-7 a 5,0×10-5 mol L-

1, LOD de 1,0×10-7 mol L-1 e sensibilidade 8,3×105 µA mol-1 L (61). 

Foi estudado o comportamento eletroquímico de dezenove aminoácidos. No entanto, 

apenas seis foram selecionados para detecção com eletrodo de pasta de carbono modificado 

com MWCNT e óxido de cobre (I), devido às altas correntes de oxidação resultantes em meio 

de tampão alcalino. A histidina não apresentou eletroatividade no eletrodo de pasta de 

carbono sem modificação em solução tampão fosfato, contudo, apresentou corrente anódica 

em +0,70 V no eletrodo de pasta de carbono modificado. Os aminoácidos apresentaram faixa 

linear entre 1,0×10-6  e 1,0×10-4 mol L-1 com LOD entre 10-8 e 10-7 mol L-1 utilizando 

eletroforese capilar (62). 

Foi desenvolvido um sensor eletroquímico para detecção de aminoácidos e albumina 

com base em materiais compósitos contendo CNT e micropartículas de níquel. O sensor 

apresentou sensibilidade entre 19,8 e 28,8×102 A mol-1 L e LOD na faixa de 10-6 a 10-5 mol  

L-1 (63). 

O comportamento eletroquímico do triptofano (1 mmoL L-1) foi estudado em eletrodo 

de carbono contendo líquido iônico (CILE, do inglês Carbon Ionic Liquid Electrode) 

modificado com nanopartículas de ouro (AuNPs) em solução tampão fosfato. Foi observado 

um pico anódico do triptofano em +0,79 V no CILE; nos CPE, GCE e no AuNPs/CILE, o 

pico de oxidação 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 inglês Square Wave 

Voltammetry) apresentou uma faixa linear entre 5,0×10-6  e 9,0×10-4 mol L-1 e LOD de  

4,0×10-6 mol L-1 (64). 

Um GCE modificado com filme de óxido/hidróxido de cobre foi desenvolvido e a 

eletroatividade de várias moléculas orgânicas em meio alcalino foi avaliada. Entre essas 
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moléculas, foram encontrados alguns aminoácidos, os quais apresentaram picos de oxidação 

em +0,50 V. A faixa linear de concentração dos aminoácidos ficou compreendida entre 

2,0×10-4  e 1,6×10-2  mol L-1 (65).  

Alguns aminoácidos foram detectados amperometricamente utilizando um GCE 

modificado com nanopartículas de óxido de níquel (GCE/NiNPs). Em GCE sem modificação, 

a serina não apresentou eletroavidade no intervalo de potencial estudado. No GCE/NiNPs, a 

serina apresentou um processo de oxidação em +0,40 V. Os mesmos resultados foram 

observados para glicina e alanina a (66). 

Foi desenvolvido um sensor para determinar leucina em amostras biológica e 

farmacêutica. O comportamento eletroquímico deste aminoácido em perclorato de potássio 

(1,0 mol L-1) foi investigado utilizando o GCE, GCE/MWCNT e GCE/MWCNT/ 

nanopartículas de ferro (GCE/MWCNT/FeNPs). Leucina apresentou picos largos e com 

pouca intensidade no GCE. No GCE/MWCNT/FeNPs, não foi observado nenhuma atividade 

eletrocatalítica do analito. Na superfície do GCE/MWCNT, foram observados dois picos 

anódicos e um catódico em +0,28, +1,0 e -0,35 V, respectivamente (67).  

Triptofano e tirosina foram determinas por DPV através um GCE modificado com 

filme nanocompósito de Nafion/óxido de titânio (II)-grafeno (GCE/TiO2-GR/Nafion). 

Triptofano em solução tampão fosfato apresentou picos de oxidação em +0,96 V (GCE), 

+0,87 V (GCE/GR/Nafion) e +0,79 V (GCE/TiO2-GR/Nafion). O método utilizando DPV 

apresentou uma faixa linear de 5,0×10-6  a 1,4×10-3 mol L-1, sensibilidade de 75,9 µA mmol-1 

L e LOD de 7,0×10-7 mol L-1 (68). 

Neste trabalho, foram desenvolvidos detectores eletroquímicos baseados em eletrodos 

modificados com óxido de grafeno reduzido eletroquimicamente contendo nanopartículas de 

óxidos de níquel, cobre e prata para detecção e determinação de aminoácidos em vinhaça de 

cana-de-açúcar utilizando cromatografia líquida de alta eficiência acoplada com detecção 

eletroquímica. 
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CAPÍTULO II.  OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Desenvolver detectores nanoestruturados de óxido de grafeno reduzido contendo 

nanopartículas de óxidos metálicos de níquel, cobre e prata para detecção e determinação de 

aminoácidos em vinhaça de cana-de-açúcar utilizando cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a detecção eletroquímica. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

Preparar eletrodos modificados com óxido de grafeno reduzido contendo 

nanopartículas de óxidos metálicos de níquel, cobre e prata. 

 Caracterizar através de espectroscópica e microscópica os eletrodos modificados com 

óxido de grafeno reduzido contendo nanopartículas de óxidos metálicos níquel, cobre e prata. 

Estudar o comportamento eletroquímico dos aminoácidos em eletrodos modificados 

com óxido de grafeno reduzido decorado com nanopartículas de óxidos metálicos de níquel, 

cobre e prata. 

Desenvolver metodologias analíticas para detecção de aminoácidos utilizando 

eletrodos modificados com óxido de grafeno reduzido decorado com nanopartículas de óxidos 

metálicos de níquel, cobre e prata como detector amperométrico acoplado a cromatografia 

líquida de alta eficiência. 

Determinar aminoácidos em amostras de vinhaça de cana-de-açúcar utilizando os 

eletrodos modificados com óxido de grafeno reduzido contendo nanopartículas de óxidos 

metálicos de níquel, cobre e prata como detector amperométrico acoplado à cromatografia 

líquida de alta eficiência. 
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CAPÍTULO III. MODIFICAÇÃO DO ELETRODO DE CARBONO VÍTREO COM 

ÓXIDO DE GRAFENO REDUZIDO 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

Nos últimos anos, o grafeno (GR) tem atraído a atenção científica, tecnológica e 

comercial devido à sua estrutura molecular única, que apresenta uma monocamada 

rigorosamente bidimensional de átomos de carbono em espessura, interligados por ligações 

químicas do tipo sp2 altamente conjugada (69–72). Consequentemente, o GR apresenta 

propriedades químicas e físicas excepcionais, tais como grande área superficial (2630 m2 g-1), 

maior condutividade elétrica conhecida a temperatura ambiente (6000 S  m-1), excelente 

resistência mecânica (módulo de Young de ~ 1 TPa e força máxima de 130 GPa, 

aproximadamente duas ordens de magnitude maior do que o aço) e flexibilidade, mobilidade 

superior de elétrons (25 000 cm2 V-1 s-1), forte efeito de campo elétrico ambipolar, alta 

transparência, excelente condutividade térmica (~5000 W m-1 K-1), alta estabilidade térmica e 

química (69,73–75). 

 Segundo a União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC, do inglês 

International Union of Pure and Applied Chemistry), o GR é definido como uma única 

camada de carbono da estrutura de grafite, descrevendo sua natureza por analogia com um 

hidrocarboneto aromático policíclico de tamanho quase infinito (73,76). No entanto, é 

importante notar que a definição de GR não é adotada estritamente na literatura. Esse termo 

inclui uma ampla gama de estruturas de grafite que consistem em uma ou mais camadas de 

GR e grande quantidade de defeitos de carbono com hibridização sp3 ou buracos físicos na 

estrutura que diferem devido aos diferentes métodos de preparação e consequentemente, na 

estrutura química (geralmente o nível de oxidação), forma, tamanho e número de camadas 

(73,75). Portanto, no presente estudo, será adotada essa tendência de referir a todos os 

materiais relacionados ao grafeno prístino (sem defeitos) como GR ao discutir os materiais. 

Há vários métodos de preparação de grafeno, cada um com características específicas 

de dimensões, forma, quantidade e qualidade, os quais devem ser cuidadosamente 

selecionados de acordo com o objetivo e mecanismo de detecção específicos a serem 

utilizados, com uma consideração equilibrada sobre os desempenhos (por exemplo, LOD e 

faixa linear), reprodutibilidade, custo e fabricação (69,75). De um modo geral, esses métodos 
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podem ser classificados como esfoliação, decomposição térmica, deposição química de vapor, 

abertura de nanotubos de carbono, redução térmica e oxidação-redução, entre outros (69).  

Entre estes métodos, a redução química do óxido de grafeno (GO, do inglês Graphene 

Oxide) obtida a partir de esfoliação ultrassônica de grafite oxidada é a maneira mais barata de 

produzir grandes quantidades de folhas de grafeno (77). No entanto, é bastante difícil produzir 

GR relativamente puro, pois os produtos químicos envolvidos no método de preparação do 

GR são tóxicos e limitam a sua aplicação (78). 

O GO é uma substância que consiste em uma única camada polimerizada de átomos 

de carbono cuidadosamente embalada em uma rede bidimensional em forma de favo de mel 

derivada do GR (79,80), cujos planos basais e bordas são abundantes com vários grupos 

contendo oxigênio, tais como epóxi, carboxilas e hidroxilas (81). Esses grupos oxigenados 

não só podem atuar como centros ativos catalíticos no processo eletroquímico, mas também 

oferecem locais de ancoragem para a funcionalização covalente ou não covalente (73). O GO 

não só possui as propriedades mencionadas para o GR, mas também possui algumas outras 

propriedades diferentes de GR, como uma maior hidrofilicidade devido a seus abundantes 

grupos funcionais contendo oxigênio, múltiplas porções de oxigênio e propriedades 

eletrônicas controláveis (80,81). Todavia, a principal limitação do uso de GO é a formação de 

defeitos estruturais e buracos que perturbam a rede sp2 e pioram drasticamente as 

propriedades eletrônicas, consequentemente, o GO possui a tendência de isolar devido à 

interrupção das redes de ligação sp2 (73,75). 

Recentemente, a redução eletroquímica de GO para GO reduzido (RGO, do inglês 

Reduced Graphene Oxide) tem atraído grande atenção devido à sua natureza simples, rápida, 

barata, verde e não tóxica (77,78,82). Este procedimento é um tratamento de desoxigenação 

requerido para recuperar as propriedades originais e atingir materiais que se assemelham, até 

certo ponto, ao GR prístino (73,83). É importante notar que esses procedimentos de redução 

eletroquímica não podem remover completamente os grupos funcionais de oxigênio de GO 

(83). Embora os materiais de GR eletroquimicamente reduzidos exibam características 

melhores do que o GO, ele permanece mais baixo do que o GR prístino devido à presença de 

grupos funcionais oxigenados residuais e à alta densidade de defeitos ou buracos irreversíveis 

criados durante a oxidação do grafite (75,83). Nesse sentido, o RGO reúne características de 

GR e GO e pode levar a materiais com condutividade razoavelmente boa, estabilidade térmica 

e processabilidade (75).  
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Assim, um dos objetivos deste trabalho foi desenvolver um método de redução 

eletroquímica de óxido de grafeno em superfície de eletrodo de carbono vítreo para ser 

empregado como substrato de nanopartículas de óxido metálicos eletrodepositadas.  
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3.2 PARTE EXPERIMENTAL 

 
3.2.1 Reagentes e soluções 

 

Todas as soluções utilizadas nos experimentos eletroquímicos foram preparadas com 

reagentes de alto grau de pureza analítica e água deionizada ultrapura (MILLI-Q). Óxido de 

grafeno (GO, 4 mg mL-1), sulfato de níquel (II) hexahidratado (NiSO4.6H2O, 99%), glicina 

(C2H5NO2, ≥ 99%), hidróxido de sódio (NaOH, ≥ 98%) e sulfato de sódio (Na2SO4, ≥ 99%) 

foram adquiridos da Sigma-Aldrich, ácido nítrico (HNO3, ≥ 65%) da Merck, fosfato de 

potássio monobásico anidro (KH2PO4, 99,0%) e fosfato de potássio bibásico anidro (K2HPO4, 

98,0%) da Synth. 

 

3.2.2 Instrumentação 

 

As medidas eletroquímicas foram realizadas com um potenciostato/galvanostato 

PGSTAT-30 AUTOLAB utilizando uma célula eletroquímica convencional de 25 mL 

contendo três eletrodos controlados pelo software Nova 1.11. O eletrodo de referência 

utilizado foi o de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl, KCl 3,0 mol L-1), e o eletrodo auxiliar de 

um fio de platina (0,3 mm × 4,0 cm). O eletrodo de trabalho foi preparado com a modificação 

de um GCE com diâmetro de 3,0 mm (área aproximadamente igual a 0,07 cm2). 

As suspensões de GO foram submetidas ao ultrassônico (Eco-Sonics, modelo 

Q3.0/25A com frequência de 25 kHz).  

A caracterização morfológica dos eletrodos modificados foram realizadas utilizando 

substratos de carbono vítreo com área recoberta de 0,07 cm2. Foi realizada microscopia 

eletrônica de varredura (SEM, do inglês Scanning Electron Microscopy) para caracterização 

morfológica da superfície dos eletrodos modificados. Nas análises, foi utilizado um 

microscópio eletrônico de varredura com canhão de emissão de elétrons por efeito de campo 

(MEV-FEG) da marca Jeol, modelo JSM 7500F acoplado a um modulo de espectroscopia de 

energia dispersiva de raio X (EDX, do inglês Energy Dispersive X-ray Spectroscopy), Thermo 

Scientific, modelo NORAN System 7.  

Os espectros de Raman foram obtidos num LabRAM RH espectrómetro confocal de 

microscopia RAMAN (Horiba Jobin Yvon S.A.S.) empregando um feixe de laser de 632,8 

nm, sendo a posição do sinal calibrada com silicone. 
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Foram realizadas análises de espectroscopia de fotoemissão de raios X (XPS, do inglês 

X-Ray Photoelectron Spectroscopy) utilizando-se um espectrômetro comercial UNI-SPECS 

UHV System com pressão menor que 5×10-7 Pa. A linha Mg K foi utilizada (h = 1253,6 

eV) como fonte de ionização, e a energia de passagem do analisador foi ajustada para 10 eV. 

O ruído inelástico dos espectros de alta resolução C 1s e O 1s foi subtraído utilizando o 

método de Shirley. A composição em porcentagem atômica da camada da superficial (<5 nm) 

foi determinada pelas proporções relativas das áreas dos espectros corrigidas pelos fatores de 

sensitividade atômica de Scofield, com uma precisão de ± 5%. A escala da energia de ligação 

dos espectros foi corrigida usando a componente de hidrocarbonetos fixa em 285,0 eV. Os 

espectros foram deconvoluídos utilizando função do tipo Voigtiana, com combinações 

Gaussianas (70%) e Lorentzianas (30%). A largura à meia altura variou entre 1,2 e 2,1 eV, e a 

posição dos picos foi determinada com uma precisão de ± 0,1 eV. 

 

3.2.3 Limpeza do eletrodo de carbono vítreo 

 

O GCE foi imerso em ácido nítrico 20% por 5 min. Posteriormente, a superfície do 

GCE foi polida em uma suspensão de pó de alumina 0,3 μm e lavada abundantemente com 

água ultrapura. 

 

3.2.4 Modificação do eletrodo de carbono vítreo com óxido de grafeno reduzido 

eletroquimicamente 

 

3.2.4.1 Método 1 

 

Uma suspensão de GO 1,0 mg L-1 foi preparada em água utilizando ultrassom durante 

4 h. Antes de ser utilizada, a suspensão foi homogeneizada por 30 minutos em ultrassom. Em 

seguida, 5,0 µL de GO 1,0 mg L-1 foram depositados sobre a superfície do GCE e esperando-

se secar à temperatura ambiente. Posteriormente, o eletrodo modificado com GO foi imerso 

em uma solução de Na2SO4 0,10 mol L-1 e foi aplicado potencial de -1,5 V por 500 s 

utilizando amperometria para reduzir o GO eletroquimicamente (84). 

Em seguida, NiNPs foram eletrodepositadas sobre a superfície do GCE modificado 

com GO reduzido (RGO) através uma solução de NiSO4 5,0×10-3 mol L-1 em tampão fosfato 

0,1 mol L-1 (pH 6,5), aplicando potencial de -1,5 V por 30 s empregando amperometria. As 
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NiNPs foram oxidadas em uma solução de NaOH 0,10 mol L-1 no intervalo de potencial de 

0,10 a 0,70 V a 100 mV s-1 durante 30 ciclos utilizando CV.    

 

 3.2.4.2 Método 2 

GCEs foram modificados com GO de acordo com o método amperométrico 1 (Seção 

3.2.4.1). Posteriormente, os eletrodos modificados com GO foram imersos em uma solução de 

Na2SO4 0,10 mol L-1 contendo NiSO4 5,0×10-3 mol L-1 e foram aplicados potenciais de -1,1 V 

por 210 s e -1,5 V por 500 s utilizando a amperometria para reduzir o GO eletroquimicamente 

(84) e eletrodepositar simultaneamente as NiNPs. Em seguida, os eletrodos modificados 

foram imersos em uma solução de NaOH 0,10 mol L-1 e foram aplicados potenciais no 

intervalo de 0,10 a 0,70 V a 100 mV s-1 durante 30 ciclos utilizando CV para oxidar as 

NiNPs. 

 

3.2.4.3 Método 3 
 

Suspensões de GO 0,50 mg L-1 foram preparadas em água e dispersas usando 

ultrassom por 4 h. Em seguida, 5,0 µL de GO 0,50 mg L-1 foram depositados sobre a 

superfície do GCE e esperando-se secar à temperatura ambiente. Posteriormente, o GCE 

modificado com GO foi submetido à redução eletroquímica em Na2SO4 0,50 mol L-1 no 

intervalo de potencial de -0,20 a -1.6 V a 50 mV s-1 por 40 ciclos utilizando CV (85). 

As NiNPs foram eletrodepositadas sobre as superfícies dos GCEs com GO reduzido 

(GCE/RGO) através de uma solução de NiSO4 5,0×10-3 mol L-1 em tampão fosfato 0,10 mol   

L-1 (pH 6,5), aplicando potencial de -1,0 V por 30, 50 e 100 s através da amperometria. Em 

seguida, o eletrodo modificado foi imerso em uma solução de NaOH 0,10 mol L-1 no 

intervalo de potencial de 0,10 a 0,70 V a 100 mV s-1 durante 30 ciclos utilizando CV para 

oxidar as NiNPs. 

 

3.2.4.4 Método 4 

 

GO 1,0 mg L-1 foi preparado de acordo com metodologia da Seção 3.2.4.3. Em 

seguida, suspensões contendo GO 0,50 mg L-1 e NiSO4 5,0×10-3 mol L-1 foram preparadas em 

meio de Na2SO4 0,10 e 0,50 mol L-1. As NiNPs e RGO foram eletrodepositados 

simultaneamente sobre a superfície de GCE através da técnica de CV aplicando potencial de   

-0,20 a -1,6 V a 50 mV   s-1 por 20 ciclos (85). As NiNPs foram oxidadas em NaOH 0,10 mol 
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L-1 aplicando potenciais de 0,10 a 0,70 V a 100 mV s-1 por 30 ciclos empregando a técnica de 

CV. 

 

3.2.4.5 Método 5 

 

Uma suspensão de GO 1,0 mg L-1 foi preparada em água, dispersa através de 

ultrassom por 4 h e foi diluída a 0,50 mg L-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1. Em seguida, GCE foi 

imerso nessa suspensão e foi aplicado potencial de -1,5 V por 500 s utilizando a 

amperometria. O eletrodo modificado com RGO (RGO/GCE) foi lavado e esperando-se secar 

à temperatura ambiente. 

Posteriormente, NiNPs foram eletrodepositadas sobre a superfície do RGO/GCE a 

partir de uma solução de NiSO4 2,0×10-2 mol L-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1 aplicando potencial 

de -1,3 V por 120 s utilizando a amperometria.  E as NiNPs foram oxidadas em NaOH 0,10 

mol L-1 no intervalo de potencial de 0,10 a 0,70 V a 100 mV s-1 por 30 ciclos utilizando CV.  
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3.3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.3.1 Comportamento eletroquímico dos aminoácidos em eletrodo de carbono vítreo  

 

Os grupos amino e carboxila dos aminoácidos, juntamente com os grupos laterais (R) 

ionizáveis de alguns aminoácidos, funcionam como bases e ácidos fracos. Quando um 

aminoácido sem um grupo R ionizável é dissolvido em água em pH neutro, ele passa a existir 

em solução como um íon dipolar (zwitterion), o qual pode atuar tanto como um ácido quanto 

como uma base (anfótero) (86). 

O comportamento anfótero dos aminoácidos é ditado pelo pH da solução, ou seja, os 

grupos α-carboxílicos (pK≌ 2,2) e α-amino (pK≅ 9,4) encontram-se quase completamente em 

suas formas protonadas em pH 3,5; e estes dois grupos estão quase completamente em suas 

formas desprotonados em pH acima de 8,0, Esquema 1 (87). 
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NH3
+

O
-

O

H

R

NH2

O
-

O

pH ácido pH neutro pH básico  

Esquema 1 – Forma predominante dos aminoácidos em diferentes meios. 
 

Os aminoácidos alanina, leucina e glicina não possuem cadeias laterais ionizáveis. Os 

aminoácidos aspártico e glutâmico têm um grupo carboxílico ionizável nas cadeias laterais, no 

entanto, em solução alcalina encontram-se na forma não ionizada. As estruturas destes 

aminoácidos são apresentados no Esquema 2. 

O comportamento eletroquímico dos aminoácidos aspártico, glutâmico, alanina, 

glicina e leucina foi investigado sobre a superfície do GCE com CV no intervalo de potencial 

entre -1,50 e 1,50 V com velocidade de varredura de 50 mV s-1 em solução alcalina de NaOH 

0,10 mol L-1. Os voltamogramas cíclicos resultantes do estudo são apresentados na Figuras 1. 

Nos voltamogramas cíclicos dos aminoácidos em solução alcalina (pH≅ 13,5), não foram 

observados picos de oxidação ou redução no intervalo de potencial estudado na superfície do 

GCE sem modificação. Portanto, é necessária a modificação do GCE com matérias que 

promovam a oxidação ou redução dos aminoácidos em sua superfície. 
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Esquema 2 – Estrutura molecular dos aminoácidos. 
 

 

Figura 1 – Voltamogramas cíclicos do GCE em soluções de NaOH 0,10 mol L-1 na ausência (a; curva 
vermelha)  e presença de aminoácidos 1,0×10-3 (b; curva preta) e 1,5×10-2 mol L-1  (c; curva azul)  com 
velocidade de varredura de 50 mV s-1: ácido aspártico (A), ácido glutâmico (B), alanina (C), glicina 
(D) e leucina (E). 
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3.3.2 Comportamento eletroquímico do óxido de grafeno  

  

Inicialmente, foi investigada a eletrorredução de GO por CV no intervalo de potencial 

de -0,20 a -1,6 V em solução de sulfato de sódio 0,50 mol L-1, Figura 2. Na realização do 

experimento, uma alíquota de 5,0 µL de uma suspensão 1,0 mg mL-1 de GO em água 

ultrapura foi aplicada na superfície do GCE e esperando-se secar à temperatura ambiente. 

Posteriormente, o GCE contendo GO foi imerso na solução de Na2SO4 0,50 mol L-1 e a 

medida voltamétrica foi realizada (85).  

 

 
Figura 2 – Voltamogramas cíclicos do óxido de grafeno 1,0 mg mL-1 em sulfato de sódio 0,50 mol   
L-1. (A) 1º Ciclo; (B) 2º Ciclo; (C) 3º Ciclo; (D) 4º Ciclo; (E) 5º Ciclo; (F) 10º Ciclo; (G) 20º Ciclo; 
(H) Sulfato de sódio 0,50 mol L-1. Condições: velocidade de varredura de 50 mV s-1. 

 

No primeiro voltamograma do GO, foi observado um pico catódico em -1,43 V com 

potencial inicial de redução do GO iniciando-se em -0,60 V, Figura 2 (curva A). O pico 

observado é atribuído à redução dos grupos funcionais presentes nas folhas de grafeno, tais 

como éteres, epóxidos, ésteres, aldeído, ácidos carboxílicos, álcoois e fenóis (82,85,88).  

A partir do segundo ciclo voltamétrico, não se observou mais o pico catódico da 

redução do GO, Fig. 2 (B) - (G). Este resultado indica que o GO foi reduzido de forma 

irreversível na superfície do GCE e a reação de redução é rápida. Com base nestes resultados, 

foram realizados os estudos de eletrodeposição do GO na superfície do GCE por 

amperometria e CV.  
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3.3.3 Modificação do eletrodo de carbono vítreo com óxido de grafeno reduzido 

eletroquimicamente   

 
Afim de investigar a eletro-oxidação dos aminoácidos na superfície do GCE 

modificado com GO reduzido (RGO/GCE), um GCE foi modificado de acordo com a Seção 

3.3.2. Em seguida, voltamogramas cíclicos dos aminoácidos com concentração de 1,0×10-3 

mol L-1 em NaOH 0,10 mol L-1 foram realizados no intervalo de potencial de -1,5 a 1,5 V com 

velocidade de varredura de 50 mV s-1 utilizando o eletrodo modificado, Figura 3.   

 

 
Figura 3 – Comportamento eletroquímico dos aminoácidos ácido aspártico (A), ácido glutâmico (B), 
alanina (C), glicina (D) e leucina (E) nas concentrações de 1,0×10-3 mol L-1 (curva pretas) em solução 
de NaOH 0,10 mol L-1 (curva vermelhas) sobre a superfície do RGO/GCE com velocidade de 
varredura de 50 mV s-1. 
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Os resultados mostram que os aminoácidos não apresentaram picos de oxidação e 

redução no intervalo de potencial estudado sobre a superfície do RGO/GCE em solução 

alcalina, Figura 3. Com base neste resultado, os eletrodos modificados com óxido de grafeno 

reduzido eletroquimicamente desenvolvidos foram modificados com nanopartículas de níquel 

(NiNPs) que exercem o papel de eletrocatalisador na oxidação ou redução dos aminoácidos. 

No entanto, cabe ressaltar que o foco principal deste capítulo é o estudo e o desenvolvimento 

do GCE modificado com RGO para ser utilizado como plataforma de ancoragem das 

nanopartículas metálicas. 

 

3.3.3.1 Método 1 

 

Um GCE foi modificado com GO e esperando-se secar. Em seguida, o eletrodo foi 

submetido à redução eletroquímica utilizando amperometria a potencial constante. 

Posteriormente, as NiNPs foram eletrodepositadas sobre a superfície modificada e oxidadas 

em solução alcalina. A Figura 4 apresenta os voltamogramas cíclicos da oxidação das NiNPs 

em meio alcalino com velocidade de varredura de 100 mV s-1. Nos voltamogramas, podem ser 

observadas a formação (curva a) e a estabilização (curvas b-g) das nanopartículas. 

 

Figura 4 – Voltamogramas cíclicos sucessivos da oxidação das NiNPs sobre a superfície do GCE 
modificado com GO reduzido eletroquimicamente em NaOH 0,10 mol L-1 com velocidade de 
varredura de 100 mV s-1: (a) 1º Ciclo; (b) 3º Ciclo; (c) 5º Ciclo; (d) 10º Ciclo; (e) 20º Ciclo; (f) 25º 
Ciclo; e (g) 30º Ciclo. Inserido: Dependência das correntes e potencias de pico anódico (Ipa; Epa) e 
catódico (Ipc; Epc) com o número de ciclos. 
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Foi estudada a oxidação eletrocatalítica dos aminoácidos alanina, glicina, aspártico, 

leucina e glutâmico no RGO/GCE contendo NiNPs (NiNPs-RGO/GCE) utilizando a técnica 

de CV. Os voltamogramas cíclicos foram obtidos em soluções de NaOH 0,10 mol L-1 

contendo aminoácidos 1,0×10-3 mol L-1 no intervalo de potencial de 0,20 a 0,65 V (Figura 5). 

 

 

Figura 5 – Voltamogramas cíclicos de um NiNPs-RGO/GCE em soluções de NaOH 0,10 mol L-1 na 
ausência (curvas vermelhas) e presença de aminoácidos 1,0×10-3 mol L-1 (curva preta) com velocidade 
de varredura de 100 mV s-1: ácido aspártico (A), ácido glutâmico (B), alanina (C), glicina (D) e 
leucina (E). 

 



61 
 

 
 

Nos voltamogramas cíclicos do NiNPs-RGO/GCE em NaOH 0,10 mol-1 (Branco), são 

observados dois picos referentes à oxidação e à redução do níquel na superficie do eletrodo 

modificado (Figuras 5 (A) a (E), curvas vermelhas). O primeiro pico é atribuído à oxidação de 

níquel (II) a níquel (III) em 0,49 V; e o segundo pico refere-se à redução de niquel (III) a 

níquel (II) em 0,38 V. Quando os aminoácidos 1,0×10-3 mol L-1 foram adicionados em 

solução alcalina, foi observado um pequeno ganho de corrente no pico de oxidação de níquel 

(II) a níquel (III) com deslocamento de potencial no sentido positivo (Figuras 5 (A) a (E), 

curvas pretas), o qual foi atribuído à eletrocatálise dos aminoácidos na superfície do NiNPs-

RGO/GCE (Tabela 1). 

 
Tabela 1 – Parâmetros da resposta eletroquímica dos aminoácidos em meio alcalino obtidos com o 
eletrodo modificado com o método 1 (Figura 5). 

Aminoácidos Epa/V ΔI/µA* 

Ácido aspártico  0,51 17,8 

Ácido glutâmico  0,51 17,2 

Alanina 0,50 11,6 

Glicina 0,51 52,7 

Leucina 0,51 20,7 

* ΔI= Corrente de pico anódico dos aminoácidos - corrente de pico anódico do branco 

 

O eletrodo modificado na presença dos aminoácidos apresenta potenciais de oxidação 

entre 0,50 e 0,51 V com ganhos de corrente entre 11,6 (alanina) e 52,7 µA (glicina) (Tabela 

1). Os resultados apresentados indicaram que a modificação do GCE com RGO baseado neste 

método promoveu a eletrocatálise dos aminoácidos em meio alcalino no intervalo de potencial 

estudado frente ao eletrodo de carbono vítreo. No entanto, o pequeno ganho de corrente não 

se mostrou atrativo para a detecção dos amianoácidos. Além disso, a aderência do RGO na 

superficie do GCE foi baixa e a modificação era lixiviada com facilidade para o seio da 

solução. Portanto, este método não se mostrou eficiente para a detecção dos aminoácidos.   

 

3.3.3.2 Método 2 

 

GCEs foram modificados com GO e esperando-se secar à temperatura ambiente. Em 

seguida, os eletrodos contendo GO foram reduzidos eletroquimicamente e modificados com 
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nanopartículas de níquel simultaneamente aplicando potenciais de -1,1 V por 210 s e -1,5 V 

por 500 s utilizando amperometria, e oxidado em NaOH 0,10 mol L-1 por CV. 

Os voltamogramas da oxidação das NiNPs eletrodepositadas sobre as superfícies 

modificadas sob potencial -1,1 e -1,5 V são apresentados nas Figuras 6 e 7, respectivamente. 

Nos voltamogramas cíclicos, pôde ser observado a oxidação das nanopartículas de níquel 

sobre a superfície do RGO/GCE. Ainda, pôde ser verificado que as nanopartículas foram 

eletrodepositadas com sucesso sobre as superfícies dos eletrodos modificados.  

 

Figura 6 – Voltamogramas cíclicos sucessivos da oxidação das NiNPs sobre a superfície do GCE 
modificado com GO reduzido eletroquimicamente sob potencial de -1,1 V por 210 s em NaOH 0,10 
mol L-1 com velocidade de varredura de 100 mV s-1: (a) 1º Ciclo; (b) 3º Ciclo; (c) 5º Ciclo; (d) 10º 
Ciclo; (e) 20º Ciclo; (f) 25º Ciclo; e (g) 30º Ciclo. Inserido: Dependência das correntes e potencias de 
pico anódico (Ipa; Epa) e catódico (Ipc; Epc) com o número de ciclos. 

 
A oxidação eletrocatalítica dos aminoácidos foi avaliada utilizando dois eletrodos 

modificados por CV no intervalo de potencial de 0,20 a 0,65 V com velocidade de varredura 

de 100 mV s-1. Os voltamogramas cíclicos na presença e na ausência dos aminoácidos são 

apresentados nas Figuras 8 e 9. As NiNPs apresentam um par de picos bem defenidos com 

potencial de pico anódico (Epa) de aproximadamente 0,52 V e potencial de pico catódico (Epc) 

com cerca de 0,32 V no eletrodo modificado a -1,1 V por 210 s (Figura 8). Quando o eletrodo 

foi modificado aplicando potencial de -1,5 V por 500 s, os potenciais do par de pico foram 

deslocados para aproximadamente 0,54 V (Epa) e 0,33 V (Epc) (Figura 9). 
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Figura 7 – Voltamogramas cíclicos sucessivos da oxidação das NiNPs sobre a superfície do GCE 
modificado com GO reduzido eletroquimicamente sob potencial de -1,5 V por 500 s em NaOH 0,10 
mol L-1 com velocidade de varredura de 100 mV s-1: (a) 1º Ciclo; (b) 3º Ciclo; (c) 5º Ciclo; (d) 10º 
Ciclo; (e) 20º Ciclo; (f) 25º Ciclo; e (g) 30º Ciclo. Inserido: Dependência das correntes e potencias de 
pico anódico (Ipa; Epa) e catódico (Ipc; Epc) com o número de ciclos. 

 

Nos voltamogramas das Figuras 8 e 9 pode ser observado um aumento das correntes 

de pico anódico na presença dos aminoácidos (curvas pretas) em comparação com os 

voltamogramas registrados apenas em NaOH 0,10 mol L-1 (curvas vermelhas). Este aumento 

de corrente ocorre devido à oxidação eletrocatalítica dos aminoácidos sobre as nanopartículas 

de níquel, conforme explicação apresentada anteriormente. Os potenciais de pico anódico e as 

repectivas correntes anódicas são apresentados na Tabela 2. 

 
Tabela 2 – Parâmetros da resposta eletroquímica dos aminoácidos em meio alcalino obtidos com os 
eletrodos modificados com o método 2 (Figuras 8 e 9). 

Aminoácidos 
-1,1 V por 210 s -1,5 V por 500 s 

Epa/V ΔI/µA* Epa/V ΔI/µA* 

Ácido aspártico  0,53 31,0 0,56 60,4 

Ácido glutâmico  0,53 20,2 0,54 36,8 

Alanina 0,53 54,2 0,55 40,4 

Glicina 0,53 68,2 0,56 99,1 

Leucina 0,53 29,1 0,54 41,3 

* ΔI= Corrente de pico anódico dos aminoácidos - corrente de pico anódico do branco. 
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Figura 8 – Voltamogramas cíclicos de um NiNPs-RGO/GCE sob potencial de -1,1 V por 210 s em 
soluções de NaOH 0,10 mol L-1 (curvas vermelhas) e na presença de aminoácidos de 1,0×10-3 mol L-1 

(curva preta) com velocidade de varredura de 100 mV s-1: ácido aspártico (A), ácido glutâmico (B), 
alanina (C), glicina (D) e leucina (E). 
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Figura 9 – Voltamogramas cíclicos de um NiNPs-RGO/GCE sob potencial de -1,5 V por 500 s em 
soluções de NaOH 0,10 mol L-1 (curvas vermelhas) e na presença de aminoácidos de 1,0×10-3 mol L-1 

(curva preta) com velocidade de varredura de 100 mV s-1: ácido aspártico (A), ácido glutâmico (B), 
alanina (C), glicina (D) e leucina (E). 
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Na Tabela 2, pode ser observado que os Epa foram deslocados para regiões mais 

positivas dos voltamogramas na presença dos aminoácidos em comparação com os 

voltamogramas na ausência dos aminoácidos devido ao processo eletrocatalítico dos 

aminoácidos na superfície dos eletrodos modificados. Este deslocamento de potenciais 

catódicos fica mais evidente entre as modificações realizadas na superfície do GCE, as quais 

são influênciadas pelas NiNPs formadas durante a eletrodeposição e oxidação.   

As correntes de pico anódico (Ipa) aumentaram na presença dos aminoácidos nas duas 

modificações realizadas. No entanto, quando se compara as Ipa obtidas entre as duas 

modificações, observa-se que a Ipa da alanina diminiu  no eletrodo modificado a -1,5 V por 

500 s em comparação com o eletrodo obtido a -1,1 V por 210 s. Além disso, pode ser 

verificado que as Ipa dos aminoácidos aspártico, glutâmico e glicina  foram maiores na 

modificação a -1,5 v por 500 s.  

Essas variações podem ocorrer devido ao tamanho das nanopartículas que influênciam 

no tamanho da área eletroativa disponível para oxidação dos aminoáacidos, e também devido 

ao grau de restauração das ligações originais do grafeno e a quantidade de defeito em sua 

superficie, os quais devem ser menores no eletrodo modificado a -1,5 V por 500s, resultando 

em uma modificação mais eficiente para oxidação dos aminnoácidos. Apesar dos resultados 

promissores promovidos por essas modificações, nenhuma das duas modicações foi levada 

adiante porque se apresentavam pouco estáveis com perda dos sinais analíticos e 

desprendimento das modificações com facilidade da superfície do GCE. 

 

3.3.3.3 Método 3 

  

GCEs foram modificados com GO e esperando-se secar à temperatura ambiente. 

Posteriormente, o eletrodo modificado com GO foi imerso em uma solução Na2SO4 0,50 mol 

L-1, e o GO foi reduzido eletroquimicamente por CV. Na Figura 10, são apresentados os 

voltamogramas cíclicos da redução eletroquímica de GO no intervalo de potencial de -1,6 a        

-0,20 V em Na2SO4 com velocidade de varredura de 50 mV s-1. No primeiro voltamograma, 

foi observado um pico catódico em -1,4 V devido à redução dos grupos oxigenados presentes 

nas folhas de GO, Figura 10 (curva A). A partir da segunda curva, não foi mais observado o 

pico de redução presente na primeira curva, indicando que o GO foi reduzido 

eletroquimicamente, Figura 10 (curvas B a E).  
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Figura 10 – Voltamogramas cíclicos da redução eletroquímica do GO 0,50 mg mL-1 em sulfato de 
sódio 0,50 mol L-1 com velocidade de varredura de 50 mV s-1: (A) 1º Ciclo; (B) 2º Ciclo; (C) 5º Ciclo; 
(D) 10º Ciclo; (E) e 20º Ciclo.  

 

Após a redução eletroquímica, os eletrodos foram lavados com água e foram 

modificados com NiNPs eletrodepositadas nos potenciais de -1,0 V por 30, 50 e 100 s, e -1,3 

V por 30 s. Em seguida, as nanopartículas foram oxidadas em meio alcalino usando CV. São 

apresentados na Figura 11 voltamogramas cíclicos da oxidação das NiNPs eletrodepositadas 

sob potencial de -1,1 V por 30 s em NaOH 0,10 mol L-1 no intervalo de potencial de 0,10 a 

0,70 V com velocidade de varredura de 100 mV s-1. 

No primeiro voltamograma (Figura 11, curva a), é observada a oxidação das 

nanopartículas em meio alcalino e consequente estabilização do par de picos do níquel (Figura 

11, curvas b a g) em 0,52 (pico anódico) e 0,29 V (pico catódico). O mesmo comportamento 

foi observado para as NiNPs eletrodepositadas nos tempos de 50 e 100 s. No entanto, os 

eletrodos modificados apresentaram picos anódicos e catódicos estabilizados em 0,45 e 0,34 

V no tempo de 50 s, e 0,50 e 0,32 V com 100 s de eletrodeposição. 

Em seguida, a oxidação eletrocatalítica dos aminoácidos foi avaliada em solução 

alcalina empregando os três eletrodos preparados. Voltamogramas cíclicos foram realizados 

no intervalo de potencial de 0,20 a 0,70 V com velocidade de varredura de 100 mV s-1. As 

Figuras 12 a 14 apresentam os voltamogramas na ausência e na presença dos aminoácidos 

(1,0×10-3 mol L-3). 
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Figura 11 – Voltamogramas cíclicos sucessivos da oxidação das NiNPs eletrodepositadas com 
potencial de -1,0 V por 30 s sobre a superfície do GCE modificado com GO reduzido 
eletroquimicamente em NaOH 0,10 mol L-1 com velocidade de varredura de 100 mV s-1: (a) 1º Ciclo; 
(b) 3º Ciclo; (c) 5º Ciclo; (d) 10º Ciclo; (e) 20º Ciclo; (f) 25º Ciclo; e (g) 30º Ciclo. Inserido: 
Dependência das correntes e potencias de pico anódico (Ipa; Epa) e catódico (Ipc; Epc) com o número de 
ciclos. 

 

Nas Figuras 12 a 14, foi observado um aumento nas Ipa para os três eletrodos 

modificados na presença dos aminoácidos em relação ao branco. Além disso, foi verificado 

um deslocamento dos picos para potenciais mais positivos, indicando que a ocorrência de 

eletrocatálise na superfície do eletrodo modificado. Na Tabela 3, são apresentados os 

parâmetros eletroquímicos obtidos a partir das Figuras 12 a 14. 

 
Tabela 3 – Parâmetros da resposta eletroquímica dos aminoácidos em meio alcalino obtidos com o 
eletrodo modificado com o método 3 com NiNPs eletrodepositadas nos tempos de 30, 50 e 100 s 
(Figuras 12 a 14). 

Aminoácidos 
30 s 50 s 100 s 

Epa/V ΔI/µA* Epa/V ΔI/µA* Epa/V ΔI/µA* 

Ácido aspártico  0,54 85,8 0,48 7,96 0,51 68,7 

Ácido glutâmico  0,53 64,0 0,48 33,0 0,51 55,9 

Alanina 0,54 55,4 0,47 35,1 0,52 69,8 

Glicina 0,54 142,0 0,48 58,3 0,53 126,4 

Leucina 0,54 96,2 0,47 31,5 0,51 54,8 

* ΔI= Corrente de pico anódico dos aminoácidos - corrente de pico anódico do branco. 
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Figura 12 – Voltamogramas cíclicos de um NiNPs-RGO/GCE sob potencial de -1,0 V por 30 s em 
soluções de NaOH 0,10 mol L-1 (curvas vermelhas) e na presença de aminoácidos de 1,0×10-3 mol L-1 

(curva preta) com velocidade de varredura de 100 mV s-1: ácido aspártico (A), ácido glutâmico (B), 
alanina (C), glicina (D) e leucina (E). 

 

O eletrodo modificado com NiNPs preparadas no tempo de 30 s apresentou maiores 

correntes catalíticas em relação aos eletrodos modificados nos tempos de 50 e 100 s (Tabela 

3).  Provavelmente, este ganho de corrente se deve aos menores tamanhos das nanopartículas 

produzidas. Além do mais, foi observado que a glicina apresenta maior sensibilidade às 
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modificações realizadas, possivelmente, devido à estereoquímica da molécula que apresenta 

dois hidrogênios (grupo menos volumoso) ligados ao carbono, diferentemente dos outros 

aminoácidos que possuem um carbono quiral ao qual um átomo de hidrogênio está ligado e 3 

outros grupos ligados mais volumosos do que o hidrogênio, o que facilita a aproximação da 

glicina à superfície modificada e consequentemente, a sua oxidação, Esquema 2.  

 

 

Figura 13 – Voltamogramas cíclicos do NiNPs-RGO/GCE sob potencial de -1,0 V por 50 s em 
soluções de NaOH 0,10 mol L-1 (curvas vermelhas) e na presença de aminoácidos de 1,0×10-3 mol L-1 

(curva preta) com velocidade de varredura de 100 mV s-1: ácido aspártico (A), ácido glutâmico (B), 
alanina (C), glicina (D) e leucina (E). 
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Figura 14 – Voltamogramas cíclicos de um NiNPs-RGO/GCE sob potencial de -1,0 V por 100 s em 
soluções de NaOH 0,10 mol L-1 (curvas vermelhas) e na presença de aminoácidos de 1,0×10-3 mol L-1 

(curva preta) com velocidade de varredura de 100 mV s-1: ácido aspártico (A), ácido glutâmico (B), 
alanina (C), glicina (D) e leucina (E). 
 

Outro fator que pode influenciar nas respostas dos eletrodos modificados é a 

quantidade de GO depositado sobre a superfície do GCE que pode ser influenciada pela 

concentração de GO presente no volume transferido da suspensão para a modificação do 

GCE. Como se trata de uma suspensão, a concentração de GO presente no volume utilizado 
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nas modificações pode variar e interferir diretamente no sinal analítico. Tal observação pode 

ser verificada na resposta do eletrodo modificado com nanopartículas a 50 s para o ácido 

aspártico, por exemplo (Tabela 3).  

Os resultados experimentais indicaram que o eletrodo modificado com GO reduzido 

eletroquimicamente empregando voltametria cíclica apresentou boas condições para serem 

empregados no desenvolvimento de detectores eletroquímicos para detecção dos aminoácidos. 

No entanto, assim como nos eletrodos preparados anteriormente, a modificação desenvolvida 

utilizada no GCE se desprendia facilmente da superfície do eletrodo, tornando-se um 

candidato não ideal para a detecção dos aminoácidos.  

 

3.3.3.4 Método 4 

 

Os eletrodos modificados através da deposição de GO e subsequente redução 

eletroquímica de GO sobre a superfície do GCE não se mostraram estáveis e reprodutíveis. 

Dessa forma, GCE foi modificado através da eletrodeposição direta por CV de GO e NiNPs 

na superfície do eletrodo a partir de uma suspensão contendo GO e NiSO4. Posteriormente, as 

nanopartículas foram oxidadas em meio alcalino e a resposta foi avaliada apenas com o 

aminoácido glicina devido à maior sensibilidade apresentada durante os estudos anteriores. 

Nas Figuras 15 e 16 são apresentados os voltamogramas cíclicos da eletrodeposição 

simultânea de GO e NiNPs, e consequente redução eletroquímica do GO sobre a superfície do 

GCE. Na modificação em Na2SO4 0,10 mol L-1, são observados dois picos catódicos no 

primeiro voltamograma (Figura 15, curva a). O primeiro pico em -1,08 V provavelmente 

refere-se à redução do níquel na superfície do GCE que possui potencial de redução menor do 

que GO; e o segundo pico observado em -1,19 V é da redução de GO. A partir do segundo 

ciclo, os picos de redução de níquel e GO sobre a superfície do GCE não são observados 

(Figura 15). 

Diferentemente do que ocorre na redução em meio de Na2SO4 0,10 mol L-1 (Figura 

15), em Na2SO4 0,50 mol L-1 foram observados dois picos catódicos não definidos em -1,18 e 

-1,36 V (Figura 16, curva a), os quais se referem à redução de níquel e GO na superfície do 

GCE, respectivamente. No segundo voltamograma (Figura 16, curva b), foi observado um 

pico catódico em -1,23 V referente à redução de níquel, o qual está na mesma região de 

potencial observada na Figura 16 (curva a). Após o segundo ciclo, não foi observado mais 

nenhum pico de redução ou oxidação na superfície do GCE.  
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Figura 15 – Voltamogramas cíclicos da eletrodeposição simultânea de RGO e NiNPs sobre a 
superfície do GCE em meio de Na2SO4 0,10 mol L-1 com velocidade de varredura de 50 mV s-1. (a) 1º 
Ciclo; (b) 2º Ciclo; (c) 5º Ciclo; (d) 10º Ciclo; (e) 20º Ciclo.  
 
 

 

Figura 16 – Voltamogramas cíclicos da eletrodeposição simultânea de RGO e NiNPs sobre a 
superfície do GCE em meio de Na2SO4 0,50 mol L-1 com velocidade de varredura de 50 mV s-1. (a) 1º 
Ciclo; (b) 2º Ciclo; (c) 5º Ciclo; (d) 10º Ciclo; (e) 20º Ciclo. Inserido: Ampliações das curvas a e b.  
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As nanopartículas foram oxidadas em NaOH 0,10 mol L-1 utilizando CV após a 

modificação do GCE com RGO e NiNPs. Os voltamogramas cíclicos da oxidação das NiNPs 

são apresentados nas Figuras 17 e 18. O eletrodo modificado em Na2SO4 0,10 mol L-1 ficou 

estável após o vigésimo ciclo (Figura 17, curva f), enquanto o eletrodo modificado em 

Na2SO4 0,50 mol L-1 não apresentou estabilidade durante os 30 ciclos utilizados para 

oxidação e estabilização das nanopartículas.  

 

 

Figura 17 – Voltamogramas cíclicos sucessivos da oxidação das NiNPs eletrodepositadas 
simultaneamente com RGO em meio de Na2SO4 0,10 mol L-1 por CV sobre a superfície do GCE em 
NaOH 0,10 mol L-1 com velocidade de varredura de 100 mV s-1: (a) 1º Ciclo; (b) 3º Ciclo; (c) 5º Ciclo; 
(d) 10º Ciclo; (e) 20º Ciclo; (f) 25º Ciclo; e (g) 30º Ciclo. Inserido: Dependência das correntes e 
potencias de pico anódico (Ipa; Epa) e catódico (Ipc; Epc) com o número de ciclos. 
 

Os eletrodos modificados em meio de Na2SO4 0,10 e 0,50 mol L-1 foram utilizados 

para estudar a eletro-oxidação da glicina em meio alcalino por CV. Nas Figuras 19 e 20, são 

apresentados os voltamogramas cíclicos das adições sucessivas de glicina em NaOH 0,10 mol 

L-1.  Foi observado um aumento da corrente de pico catódico (Ipc) proporcional à 

concentração de glicina utilizando o eletrodo modificado em Na2SO4 0,10 mol L-1 (Figura 

19), indicando que o analito é eletroativo na superfície do eletrodo. O mesmo foi observado 

para o GCE modificado em Na2SO4 0,50 mol L-1 (Figura 20). No entanto, a intensidade de 

resposta foi aproximadamente 5,5 vezes menor do que o eletrodo modificado em Na2SO4 0,10 

mol L-1. Além disso, a resposta do eletrodo ficou estável após 3,0×10-3 mol L-1 de glicina.    
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Figura 18 – Voltamogramas cíclicos sucessivos da oxidação das NiNPs eletrodepositadas 
simultaneamente com RGO em meio de Na2SO4 0,50 mol L-1 por CV sobre a superfície do GCE em 
NaOH 0,10 mol L-1 com velocidade de varredura de 100 mV s-1: (a) 1º Ciclo; (b) 3º Ciclo; (c) 5º Ciclo; 
(d) 10º Ciclo; (e) 20º Ciclo; (f) 25º Ciclo; e (g) 30º Ciclo. Inserido: Dependência das correntes e 
potencias de pico anódico (Ipa; Epa) e catódico (Ipc; Epc) com o número de ciclos. 
 

 
Figura 19 – Voltamogramas cíclicos do eletrodo modificado em Na2SO4 0,10 mol L-1 por CV em 
solução de NaOH 0,10 mol L-1 (curva a) e na presença de glicina 1,0×10-3 (b), 2,0×10-3 (c), 3,0×10-3 
(d), 4,0×10-3 (e), 5,0×10-3 (f) e 6,0×10-3 mol L-1 (g) com velocidade de varredura de 100 mV s-1. 



76 
 

 
 

 
 
Figura 20 – Voltamogramas cíclicos do eletrodo modificado em Na2SO4 0,50 mol L-1 por CV em 
solução de NaOH 0,10 mol L-1 (curva a) e na presença de glicina 1,0×10-3 (b), 2,0×10-3 (c), 3,0×10-3 
(d), 4,0×10-3 (e), e 5,0×10-3 mol L-1 (f) com velocidade de varredura de 100 mV s-1. 
 

 O GCE modificado com RGO e NiNPs eletrodepositados simultaneamente em 

Na2SO4 0,10 mol L-1 apresentou melhores resultados para oxidação eletrocatalítica da glicina 

do que o eletrodo modificado em Na2SO4 0,50 mol L-1. A partir deste resultado, foram 

realizados ensaios de repetitividade do método de modificação do GCE desenvolvendo 

através da eletro-oxidação da glicina no intervalo de concentração de 1,0×10-3 a 5,0×10-3 mol 

L-1.  

Os resultados obtidos para eletrodos modificados (n= 3) com RGO e NiNPs em 

Na2SO4 0,10 mol L-1 por CV apresentaram coeficiente de variação de 47,0 a 69,1% para as 

concentrações de 2,0×10-3 a 5,0×10-3 mol L-1. Ainda, nos ensaios 1 e 2, a superfície do 

eletrodo modificado saturou nas concentrações a partir de 3,0×10-3 mol L-1 (Tabela 4). 

Portanto, a modificação do eletrodo em Na2SO4 0,10 mol L-1 por CV não foi reproduzível, 

consequentemente, não foram obtidas respostas similares às obtidas na Figura 19 em outras 

tentativas de modificação do GCE com este método.   
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Tabela 4 – Parâmetros da resposta eletroquímica dos aminoácidos em meio alcalino obtidos com o 
eletrodo modificado com o método 4 em Na2SO4 0,10 mol L-1. 

Concentração de 

glicina/mol L-1 

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 

ΔI/µA* ΔI/µA* ΔI/µA* 

1,0×10-3 40,9 76,4 101,6 

2,0×10-3 71,5 111,9 149,7 

3,0×10-3 74,8 157,2 179,7 

4,0×10-3 69,1 155,4 216,6 

5,0×10-3 64,1 154,7 211,5 

* ΔI= Corrente de pico anódico dos aminoácidos - corrente de pico anódico do branco. 

 

3.3.3.5 Método 5 

 

Finalmente, um GCE foi modificado com RGO a partir de uma suspensão de GO em 

Na2SO4 0,10 mol L-1 utilizando amperometria. O eletrodo modificado com RGO foi lavado e 

seco à temperatura ambiente; em seguida, o eletrodo foi modificado com NiNPs em Na2SO4 

0,10 mol L-1 utilizando amperometria e as nanopartículas foram oxidadas em meio alcalino 

por CV. 

Na Figura 21, são apresentados os voltamogramas cíclicos da oxidação das NiNPs em 

RGO sobre a superfície do GCE registrados no intervalo de potencial de 0,10 a 0,70 V com 

velocidade de varredura de 100 mV s-1. Nos voltamogramas, pôde ser observado um par de 

picos referentes à oxirredução de níquel, os quais ficaram estáveis a partir do vigésimo ciclo 

(Figura 21, curva e) nos potenciais de 0,56 (Epa) e 0,38 V (Epc). 

Após a modificação do GCE com RGO e NiNPs, o eletrodo modificado foi utilizado 

para estudar a eletro-oxidação do aminoácido glicina no intervalo de concentração de 1,0×10-3 

a 5,0×10-3 mol L-1 utilizando CV. O estudo foi realizado na faixa de potencial de 0,20 a 0,75 

V com velocidade de varredura de 100 mV s-1. Os voltamogramas cíclicos na ausência e na 

presença de glicina são apresentados na Figura 22. Na ausência da glicina (Figura 22, curva 

a), foi observado um par de picos da oxirredução de níquel em cerca de 0,56 (Epa) e 0,38 V 

(Epc) em meio alcalino. Na presença da glicina, foi verificado um aumento na Ipa com o 

aumento da concentração até 2,0×10-3 mol L-1. Em concentrações mais altas, a superfície do 

eletrodo foi saturada e observou-se uma estabilização da corrente com o aumento da 

concentração de glicina (Tabela 5). 
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Figura 21 – Voltamogramas cíclicos sucessivos da oxidação das NiNPs em RGO sobre a superfície 
do GCE modificado em duas etapas por amperometria em NaOH 0,10 mol L-1 com velocidade de 
varredura de 100 mV s-1: (a) 1º Ciclo; (b) 3º Ciclo; (c) 5º Ciclo; (d) 10º Ciclo; (e) 20º Ciclo; (f) 25º 
Ciclo; e (g) 30º Ciclo. Inserido: Dependência das correntes e potencias de pico anódico (Ipa; Epa) e 
catódico (Ipc; Epc) com o número de ciclos. 
 

 
Figura 22 – Voltamogramas cíclicos do eletrodo modificado com RGO e NiNPs em duas etapas por 
amperometria em solução de NaOH 0,10 mol L-1 (curva a) e na presença de glicina 1,0×10-3 (b), 2,0× 
10-3 (c), 3,0×10-3 (d), 4,0×10-3 (e), e 5,0×10-3 mol L-1 (f) com velocidade de varredura de 100 mV s-1. 
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Tabela 5 – Parâmetros da resposta eletroquímica da glicina em meio alcalino obtidos com o eletrodo 
modificado com o método 5. 

Concentração de 

glicina/mol L-1 

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 
Média 

Coeficiente de 

variação (Cv) ΔI/µA* ΔI/µA* ΔI/µA* 

1,0×10-3 113,3 118,7 111,6 114 ± 3 3,2 

2,0×10-3 160,0 167,6 169,7 166 ± 5 3,1 

3,0×10-3 164,8 168,7 176,7 170 ± 6 3,6 

4,0×10-3 177,2 179,4 187,5 181 ± 6 3,0 

5,0×10-3 179,2 178,2 186,5 181 ± 5 2,5 

* ΔI= Corrente de pico anódico dos aminoácidos - corrente de pico anódico do branco 

 

O eletrodo modificado desenvolvido por este método amperométrico de duas etapas se 

mostrou promissor para a detecção de aminoácidos. A partir dos resultados obtidos com este 

método de modificação, foram realizados ensaios de repetitividade do método em triplicata 

através da eletro-oxidação da glicina sobre a superfície do eletrodo modificado (Tabela 5).  

Os GCE modificados com RGO e NiNPs por amperometria apresentaram Cv de 2,5 

(5,0×10-3 mol L-1) a 3,6 % (3,0×10-3 mol L-1). Além disso, foi observado que, em 

concentrações superiores a 3,0×10-3 mol L-1 de glicina, a superfície do eletrodo modificado é 

saturada. Portanto, estes resultados indicam que o método de modificação desenvolvido por 

amperometria em duas etapas é repetitivo e pode ser aplicado para a modificação dos 

eletrodos de carbono vítreo com óxido de grafeno reduzido eletroquimicamente.   

 
3.3.4 Modificação eletroquímica da superfície do eletrodo de carbono vítreo com óxido 

de grafeno reduzido   

 

A fim de investigar a eletro-oxidação dos aminoácidos na superfície do GCE 

modificado com GO reduzido (RGO/GCE), inicialmente, o GCE foi modificado com uma 

suspensão de GO 0,50 mg mL-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1, aplicando tempo de eletrodeposição 

de 500 s e potencial -1,5 V, de acordo com o método desenvolvido na Sessão 3.3.3.5. Os 

resultados mostram que os aminoácidos nas concentrações de 1,0×10-3 e 1,5×10-2 mol L-1 em 

NaOH 0,10 mol L-1 não apresentaram picos de oxidação ou redução no intervalo de potencial 

de -1,5 a 1,5 V com velocidade de varredura de 50 mV s-1 na superfície do RGO/GCE (Figura 

23), corroborando com os resultados obtidos na Sessão 3.3.1.  
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Figura 23 – Comportamento eletroquímico dos aminoácidos ácido aspártico (A), ácido glutâmico (B), 
alanina (C), glicina (D) e leucina (E) nas concentrações de 1,0×10-3 mol L-1 (curvas pretas) e 1,5×10-2 
mol L-1 (curvas azuis) em solução de NaOH 0,10 mol L-1 (curvas vermelhas) sobre a superfície do 
RGO/GCE com velocidade de varredura de 50 mV s-1. 

 

Como os aminoácidos não apresentaram picos de oxidação e/ou redução na superfície 

do RGO/GCE, este eletrodo foi modificado com NiNPs que exercem o papel do 

eletrocatalisador na oxidação dos aminoácidos. As NiNPs foram eletrodepositadas sobre a 

superfície do RGO/GCE de acordo com a metodologia proposta na Sessão 3.2.4.5.  
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A otimização da eletrodeposição do RGO sobre a superfície do GCE foi inicialmente 

investigada pelo efeito do potencial catódico aplicado sobre a redução eletroquímica do GO 

utilizando uma suspensão de GO 1,0 mg mL-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1 e aplicando tempo de 

eletrodeposição de 500 s (Figura 24). Os potenciais de eletrodeposição estudados variaram 

entre -1,2 e -1,6 V. Estes potenciais de eletrodeposição foram definidos a partir da Figura 2. A 

atividade eletrocatalítica do GCE modificado com GO contendo nanopartículas de níquel 

(NiNPs-RGO/GCE) foi avaliada através de uma solução de glicina 1,0×10-3 mol L-1 em 

NaOH 0,10 mol L-1. 

 

 

Figura 24 – Otimização da eletrodeposição do RGO sobre a superfície do GCE utilizando a técnica de 
amperometria. (A) Potencial de eletrodeposição (E). (B) Tempo de eletrodeposição. (C) Concentração 
de óxido de grafeno (CGO). (D) Concentração de sulfato de sódio (CSS). 

 

Na Figura 24 (A), pode ser observado o aumento da corrente de oxidação da glicina 

com o aumento do potencial de eletrodeposição do GO, o qual promove a eletrodeposição de 

uma maior quantidade de RGO na superfície do GCE. Além disso, o aumento da espessura do 
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filme eletrodepositado no potencial de -1,4 V promove a melhor oxidação da glicina. Neste 

potencial foi obtido o melhor ganho de corrente de oxidação da glicina. Após este potencial, o 

aumento da espessura do filme eletrodepositado acabou dificultando a eletro-oxidação da 

glicina. Consequentemente, a resposta da corrente de pico diminui, logo, o potencial de 

eletrodeposição selecionado para redução do GO foi -1.4 V. 

O efeito do tempo na redução eletroquímica de GO na superfície do GCE foi 

inicialmente investigado com uma suspensão de GO 1,0 mg mL-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1 e 

aplicando potencial de eletrodeposição de -1,4 V. Os tempos de eletrodeposição estudados 

variaram entre 300 e 700 s. O estudo do tempo de eletrodeposição é importante, porque 

permite a possibilidade de controlar a quantidade de RGO na superfície do eletrodo. Na 

Figura 24 (B), foi observado um ganho na corrente de oxidação da glicina com aumento do 

tempo de eletrodeposição até 500 s; posteriormente, a corrente diminui, permanecendo 

praticamente constante. Estes resultados indicam que a transferência eletrônica é facilitada e 

mais pronunciada em filmes mais finos. Contudo, este efeito não é observado em filmes muito 

finos, como aqueles formados em tempo de 300 s, cujo tempo de eletrodeposição não 

permitiu a cobertura completa da superfície do GCE com RGO ou a redução eletroquímica do 

GO não foi adequada. Portanto, foi selecionado o tempo de 500 s para eletrodeposição de GO 

na superfície do GCE.  

Outro efeito avaliado na eletrodeposição de GO foi a concentração da suspensão 

utilizada na eletrodeposição de GO. O estudo foi realizado com as suspensões de GO em 

Na2SO4 0,10 mol L-1, aplicando potencial e tempo de eletrodeposição de -1,4 V e 500 s, 

respectivamente. As concentrações das suspensões estudadas variaram de 0,12 a 1,5 mg mL-1. 

Na Figura 24 (C), pode ser observado o aumento da corrente de oxidação da glicina em 

função da concentração da suspensão de GO até 0,50 mg mL-1; posteriormente, foi observada 

uma diminuição da corrente de oxidação do analito e uma tendência à estabilização. Os 

resultados observados neste experimento corroboram com os resultados obtidos nos estudos 

dos efeitos do potencial e tempo, ou seja, o aumento da espessura do filme é favorável à 

eletro-oxidação do analito até 0,50 mg mL-1, em que é observado o maior ganho de corrente. 

Assim, a concentração da suspensão de GO utilizada na eletrodeposição foi 0,50 mg mL-1.  

Por último, foi avaliado o efeito do eletrólito suporte na eletrodeposição do GO, pois a 

condutividade do eletrólito suporte utilizada na suspensão de GO é de suma importância na 

eletrodeposição de GO. Concentrações não ideais de eletrólito podem desestabilizar a 

suspensão, o que dificulta a deposição do GO na superfície do GCE. Segundo Hilder et al 
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(2011) (82), o óxido grafeno contém grupos funcionais aniônicos, tais como fenolatos e 

carboxilatos, e a dissociação parcial destes grupos resulta em cargas negativas ligadas à 

superfície da partícula. Em suspensão, essas cargas superficiais são responsáveis pela 

formação de uma dupla camada eletroquímica que rodeia as partículas. Essa camada estabiliza 

as partículas em suspensão, evitando a aglomeração física. A espessura da dupla camada 

diminui com o aumento da concentração do eletrólito. Por conseguinte, a estabilização só 

pode ser conseguida em sistemas muito diluídos (82), como observado na Figura 24 (D). 

Deste modo, a concentração do eletrólito suporte utilizado na suspensão de GO foi 0,10 mol 

L-1.  

Portanto, os melhores resultados obtidos na otimização da eletrodeposição do GO na 

superfície do GCE foram: potencial de eletrodeposição de -1,4 V, tempo de eletrodeposição 

de 500 s, concentração da suspensão de GO de 0,50 mg mL-1 e concentração do eletrólito 

suporte de 0,10 mol L-1.  

 

3.3.5 Caracterização eletroquímica do eletrodo modificado com óxido de grafeno 

reduzido 

 

A caracterização eletroquímica dos eletrodos de carbono vítreo sem modificação e 

modificado com RGO foi realizada em solução aquosa de K3[Fe(CN)6] 1,0×10-2 mol L-1 em 

KCl 0,10 mol L-1 por CV. Os experimentos foram feitos no intervalo de potencial de -0,20 a 

0,80 V com velocidade de varredura de 50 mV s-1. Os voltamogramas cíclicos registrados são 

apresentados na Figura 25. 

No voltamograma do GCE, foi observado um par de picos redox nítidos e bem 

definidos com Epa de 0,34 V, Epc de 0,20 V, potencial de separação entre os picos anódico e 

catódico (ΔEp= Epa - Epc)  de 0,14 V e Ipa/Ipc de 0,96, conforme apresentado na Figura 25 

(curva a). Quando o GCE foi modificado com RGO, observou-se um ganho de corrente de 

aproximadamente 30 vezes para Ipa e 19 vezes para Ipc em comparação com o GCE. Além 

disso, foram observados os deslocamentos dos Epa (sentido positivo) e Epc (sentido menos 

positivo) com ΔEp de 0,35 V e Ipa/Ipc de 1,51, Figura 8 (curva b). Os valores de Ipa, Ipc, Ipa/Ipc, 

Epc, Epa e ΔEp para o par redox [Fe(CN)6]4-/3- obtidos nas superfícies dos eletrodos são 

apresentados resumidamente na Tabela 6.  

A melhoria da condutividade elétrica do RGO/GCE em comparação com o GCE 

ocorre devido à restauração das ligações sp2 na rede de grafite durante a eletrodeposição de 
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RGO na superfície do GCE. A transferência de elétrons entre a superfície do eletrodo 

modificado e as espécies eletroativas na solução é facilitada pela alta densidade de sítios 

defeituosos nos planos das bordas das folhas de GO reduzidas eletroquimicamente, os quais 

oferecem locais favoráveis para a transferência de elétrons que cineticamente podem ser 

determinadas por vários fatores, incluindo tunelamento, efeitos eletrostáticos e 

eletrocatalíticos (89). 

 

 

Figura 25 – Voltamogramas cíclicos do GCE (a) e RGO/GCE (b) na presença de K3[Fe(CN)6] 1,0×    
10-2 mol L-1 em KCl 0,10 mol L-1 com velocidade de varredura de 50 mV s-1. 

 

Tabela 6 – Parâmetros voltamétricos para o par redox [Fe(CN)6]4-/3- (n= 3) obtidos sobre as superfícies 
dos eletrodos modificado com RGO e não modificado. 

ELETRODO GCE RGO/GCE 

Ipa / A 6,9×10-5 ± 2,3×10-6 2,1×10-3 ± 7,0×10-6 

Epa / V 0,34 ± 0,00 0,47 ± 2,2×10-6 

Ipc / A -7,2×10-5 ± 6,5×10-7 -1,4×10-3 ± 4,3×10-5 

Epc / V 0,20 ± 1,4×10-3 0,11 ± 4,8×10-3 

Ipa / Ipc 0,96 ± 0,02 1,5 ± 0,05 

ΔEp / V 0,14 ± 0,00 0,35 ± 0,02 

Ae / cm2 4,2×10-3 ± 6,8×10-4 1,2 ± 4,2×10-3 
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Estudos sobre a área superficial efetiva (Ae) foram realizados para investigar a 

resposta voltamétrica cíclica dos GCE e RGO/GCE, Tabela 6. As áreas superficiais efetivas 

dos eletrodos podem ser calculadas em termos de corrente de pico (Ip) e velocidade de 

varredura (ν) a partir da equação de Randle-Sevcik, Equação 1 (90): 

I୔ = 2,69 × 10ହAୣDଵ/ଶnଷ/ଶνଵ/ଶC                           𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (1) 

onde Ip é a corrente do pico anódico; n é o número de elétrons transferidos (n= 1); ν é a 

velocidade de varredura (ν = 50 mV s-1); Ae é a área superficial efetiva do eletrodo em cm2; D 

e C são o coeficiente de difusão (D= 7,63×10-6 cm2 s-1 (91)); e a concentração (C= 1,0×10-5 

mol cm-3) do K3Fe(CN)6 em KCl 1,0 mol L-1, respectivamente.  

A Ae encontrada para o RGO/GCE (1,2 ± 4,2×10-3 cm2) foi aproximadamente 300 

vezes maior do que a Ae do GCE (4,2×10-3 ± 6,81×10-4 cm2), indicando um melhor 

desempenho eletroquímico para os íons [Fe(CN)6]4-/3-, Tabela 6. Estes resultados indicam que 

o eletrodo modificado com RGO possui uma maior quantidade de sítios eletroativos 

disponíveis para a eletro-oxidação ou eletrorredução do par redox [Fe(CN)6]4-/3- na sua 

superfície.  

A espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS, do inglês Electrochemical 

Impedance Spectroscopy) foi utilizada para obter informações sobre a transferência de 

elétrons entre o eletrólito e a superfície dos eletrodos modificados com RGO (RGO/GCE) e 

não modificados (GCE). Os gráficos de EIS normalmente incluem uma parte semicircular da 

curva de Nyquist e uma parte linear, Figura 26 (A). A parte semicircular em frequências mais 

altas corresponde ao processo de transferência limitada de elétrons, e o diâmetro é equivalente 

à resistência de transferência de elétrons (Rct). A parte linear em frequências mais baixas 

corresponde ao processo de difusão (92,93). 

A caracterização por IES foi realizada para estudar as Rct e outros parâmetros dos 

GCE, e RGO/GCE. Na Figura 26 (A), são apresentados os diagramas de Nyquist dos GCE e 

RGO/GCE no intervalo de 0,10 Hz a 100 kHz. Os diagramas apresentam uma região linear na 

região de baixa, indicando que há resistência Warburg limitando a difusão no processo 

eletroquímico, e um semicírculo de transferência de elétrons na região de alta frequência.  

O circuito equivalente para um eletrodo que possui transferência heterogênea de 

elétrons é geralmente descrito com base no modelo de Randles. O circuito equivalente 

simulado para o eletrodo sem modificação (GCE) inclui uma resistência da solução (Rs); uma 

resistência de transferência de elétrons (Rct); um elemento de fase constante (CPE1 – constant 

phase element) que está relacionado com a capacitância de dupla camada produzida na 
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superfície; e uma resistência de Warburg (W) indicando a difusão linear na superfície do 

elétrodo, Figura 26 (B). Um CPE é aplicado no circuito equivalente para simular o 

comportamento não ideal do condensador que pode ser modelado como uma série, refletindo 

a falta de homogeneidade da camada superficial.  

 

 

Figura 26 – Diagramas de IES dos GCE (a) e RGO/GCE (b) com as linhas solidas preta (a) e 
vermelha (b) correspondentes as simulações dos dados experimentais (A). Circuitos eletroquímicos 
equivalentes utilizados para ajustar os diagramas de EIS (C). 

 

A substituição da capacitância de dupla camada por um CPE melhorou a adequação da 

montagem do modelo. Um CPE é definido por ZCPE= TCPE(jw)-n, em que TCPE e n são 

constantes independentes de frequências; w é a frequência angular. O expoente n é um fator 

de correção relacionado com a rugosidade do elétrodo e determina a extensão do desvio do 

modelo de Randle (94,95). Os valores para n1 variam entre 0 e 1. Quando o valor de n1 é igual 

a 1, indicando que o elemento de CPE é um condensador ideal; ao passo que n1 igual a 0 e 0,5 

indica uma resistência e um comportamento Warburg, respectivamente (96,97). Os valores 

encontrados para n1 estão entre 0,30 e 0,87 (n1 < 1), indicando que o elemento CPE é um 

capacitor não ideal. 

 Os valores dos parâmetros cinéticos ajustados são apresentados na Tabela 7. Os 

pequenos valores de qui-quadrado (X 2) sugerem que este modelo de Randle se ajusta 

adequadamente aos dados experimentais. No RGO/GCE, o circuito equivalente simulado 

representa a superfície dos GCE modificados com RGO, e neste caso o CPE1 corresponde à 

interface solução/modificação do eletrodo, e Rct a transferência eletrônica no circuito 
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equivalente. O CPE2 corresponde à interface modificação/GCE e W representa a difusão por 

meio da estrutura de RGO. O valor encontrado de CPE1 é muito menor do que o de CPE2, 

deste modo, a capacitância específica do eletrodo modificado com RGO é considerada como 

sendo o valor aproximado do CPE2. Neste circuito, elementos distribuídos são utilizados em 

vez de um condensador, devido à falta de homogeneidade na superfície do eletrodo, Figura 26 

(B). 

Tabela 7 – Valores dos elementos do circuito equivalente da Figura 26 (B) pela simulação 
dos espectros de IES da Figura 26 (A). 

ELETRODO 

ELEMENTO 

Rs / 

Ω cm2 

Rct / 

Ω cm2 

CPE / 

µmMho 
n1 

CPE2 / 

µmMho 
n2 

W / 

µmMho 
X 2 

GCE 43,4 718 2,8 0,87 - - 1,0 7,7×10-3 

RGO/GCE 58,1 80,9 33,9 0,77 195 0,33 788 8,5×10-3 

 

A aplicação de ondas senoidais de baixa amplitude nos dados experimentais de IES 

possibilitou a separação de frequências entre controle cinético e transporte de massa à 

oxirredução dos íons [Fe(CN)6]4-/3, permitindo, assim, uma avaliação conveniente de 

parâmetros cinéticos, livre de complicações do transporte de massa. Sob essas condições, a 

constante de velocidade de transferência eletrônica heterogênea aparente (kapp) da reação pode 

ser determinada pela Equação 2 (98): 

kୟ୮୮ =
RT

FଶRୡ୲𝐶Aୣ
                                             𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (2) 

na qual R é a constante física dos gases (8,3145 J K-1 mol-1); T a temperatura em Kelvin (298 

K); F a constante de Faraday (96485 C mol-1); C a concentração do K3Fe(CN)6 em KCl 1,0 

mol     L-1 (1,0×10-5 mol cm-3); Ae é área superficial efetiva em cm2 (Tabela 6) obtido a partir 

da Equação 1; e Rct a resistência de transferência de carga obtida com a simulação dos 

circuitos equivalentes (Tabela 7) obtidos a partir da Figura 26 (A). 

 A kapp calculada para o RGO/GCE (2,7×10-4 ± 9,1×10-7 cm s-1, n= 3) foi menor do que 

no GCE (8,9×10-4 ± 1,5×10-5 cm s-1, n= 3) aproximadamente 3,3 vezes, indicando que a 

modificação do eletrodo com RGO influência positivamente na cinética de transferência 

eletrônica da interface eletrodo/solução.  

O GCE modificado com RGO apresentou a menor Rct (80,9 Ω cm2) em comparação 

com GCE não modificado (718 Ω cm2), Tabela 7. Estes resultados indicam que a 

transferência de elétrons é cerca de 8,9 vezes maior quando o GCE é modificado com RGO, 
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concordando com os resultados observados nos experimentos voltamétricos obtidos para a 

oxirredução dos íons [Fe(CN)6]4-/3.  

Os resultados obtidos até o momento através da caracterização eletroquímica 

demonstram que a modificação do eletrodo de carbono vítreo com óxido de grafeno reduzido 

eletroquimicamente melhora consideravelmente a transferência de elétrons, a constante de 

velocidade de transferência eletrônica heterogênea aparente e as correntes anódica e catódica 

em comparação com o eletrodo sem modificação, indicando que a modificação com RGO foi 

realizada com sucesso. 

 

3.3.6 Caracterização da superfície do eletrodo modificado com óxido de grafeno 

reduzido 

 

A morfologia superficial dos eletrodos modificados com GO, RGO e sem modificação 

(GCE) foi investida por SEM, EDX, Raman e XPS. Na Figura 27, são apresentadas as 

imagens de SEM dos eletrodos modicados e sem modificação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 – Imagens de SEM do GCE sem modificação (A), GCE modificado com GO (B), GCE 
modificado com RGO (RGO/GCE) em (C) baixa e (D) alta resolução. 

A B 

C D 
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Na Figura 27 (A), foi observada uma superfície com baixa rugosidade e quase lisa 

para o GCE sem modificação. Na Figura 27 (B), é apresentada uma imagem do GCE 

modificado com GO, o qual foi modificado a partir da deposição de 5 µL de GO 0,50 mg L-1 

em água e esperando-se secar à temperatura ambiente. Na imagem, foi observada a superfície 

densamente modificada com GO, além disso, pode ser verificado que a rugosidade da 

superfície aumenta com a modificação. 

A modificação do GCE com RGO pode ser observada em baixa e alta resolução na 

Figura 27 (C e D). Nas imagens, é possível observar a natureza altamente rugosa das folhas de 

RGO sobre a superfície do GCE devido à superposição das folhas finas de RGO, em uma 

distribuição aleatória que produz uma superfície enrugada, a qual é altamente favorável a 

modificações com nanopartículas metálicas. Além disso, em comparação com GO e GCE, o 

RGO apresenta camadas mais enrugadas em quantidade.  

Foram realizadas análises de espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDX) 

para verificar a composição das modificações realizadas sobre a superfície do GCE. Os 

espectros obtidos para GCE, GO/GCE e RGO/GCE são apresentados na Figura 28. No 

espectro do GCE, foi observado apenas o elemento carbono (C), Figura 28 (A). 

O espectro do GO/GCE apresentou em sua composição os elementos C, oxigênio (O) 

e enxofre (S), Figura 28 (B). Carbono e oxigênio são provenientes da estrutura do GO, e 

enxofre pode ter origem na síntese do GO que utiliza oxidantes fortes, tais como o ácido 

sulfúrico. Quando o GCE foi modificado com RGO, observou-se no espectro apenas a 

presença de C e O, Figura 28 (C). Estes resultados indicam que o GCE foi modificado com 

RGO, e corroboram com os resultados obtidos por SEM. 

A espectroscopia Raman foi utilizada como técnica complementar para caracterizar a 

superfície do GCE sem modificação, e modificado com GO e RGO porque fornece 

informações sobre os níveis de energia dos materiais estudados. Os espectros de espalhamento 

Raman para os eletrodos modificados e não modificados são apresentados na Figura 29. 

No espectros, foram observadas claramente duas bandas intensas nas amostras em 

~1328 e ~1585 cm-1 associadas à banda D (decorrentes do modo respiração dos fônons de 

ponto K da simetria A1g devido aos defeitos nas bordas) e banda G (banda de defeito devido à 

dispersão intervale do fônon E2g de átomos de C sp2), respectivamente (82,99).  A banda 2D 

em ~ 2650 cm-1 (ou banda G´) é originada no processo de dupla ressonância que conecta 
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fônons a estrutura da banda eletrônica e a banda D+G em ~2911 cm-1 é geralmente 

relacionada a defeitos pontuais do plano basal das arestas, Figura 29. 

 

 

Figura 28 – Espectros de EDX do (A) eletrodo de carbono vítreo sem modificação e modificado com 
(B) óxido de grafeno (GO/GCE) e (C) óxido de grafeno reduzido (RGO/GCE). 

 

A intensidade da banda D está relacionada ao tamanho dos domínios sp2 no plano. O 

aumento da intensidade do pico D indica a formação de mais domínios sp2. Além disso, a 

força relativa da banda D em comparação com a banda G depende fortemente da quantidade 

de desordem nos materiais grafíticos (100). O RGO/GCE apresentou uma razão entre as 

intensidades dos picos D e G (ID/IG) de 1,1, a qual foi menor do que no GO/GCE (1,3) e no 

GCE sem modificação (1,8). Estes resultados indicam que RGO foi reduzido 

eletroquimicamente sobre a superfície do GCE devido ao maior predomínio das ligações sp2 

na sua superfície em comparação com GO/GCE e GCE, Figura 29. 
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Figura 29 – Espectros de RAMAN dos eletrodos de carbono vítreo sem modificação (A) e 
modificados com (B) óxido de grafeno (GO/GCE) e (C) óxido de grafeno reduzido (RGO/GCE). 

 

As superfícies dos GO/GCE e RGO/GCE foram caracterizadas por XPS para 

investigar o nível de oxidação e a natureza das ligações químicas. Os espectros exploratórios 

de XPS (0 a 1490 eV) para os eletrodos modificados com GO e RGO são apresentados na 

Figura 30. Os espectros apresentaram principalmente espécies de carbono (C 1s) e oxigênio 

(O 1s) nas superfícies de GO/GCE e RGO/GCE. 

No espectro exploratório de XPS do GO, foram observados dois picos com energias de 

ligação em 287,4 (C 1s) e 533,6 (O 1s) eV, Figura 30 (A). Após a redução eletroquímica de 

GO (RGO), os picos foram deslocados e apresentaram energias de ligação em 284,9 (C 1s) e 

532,6 (O 1s) eV. Além disso, foi observado um pico de sódio (Na) com energia de ligação em 

1072 eV, o qual pode ser proveniente do sulfato de sódio utilizado como eletrólito suporte na 

eletrodeposição do RGO, Figura 30 (B). 
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Figura 30 – Espectros exploratórios de XPS dos eletrodos modificados com óxido de grafeno 
(GO/GCE) e óxido de grafeno reduzido (RGO/GCE). 

 

Os espectros de alta resolução da região de C 1s dos GO/GCE e RGO/GCE podem ser 

deconvoluídos em cinco componentes correspondentes aos átomos de carbono em diferentes 

grupos funcionais com energias de ligações em 284,4 (CCaromático), 285,0 (C-H), 286,7 (C-O), 

287,7 (C=O) e 288,9 (O-C=O) eV, Figura 31 (82,88,101). Após o processo de redução 

eletroquímica, o espectro de alta resolução de C 1s do RGO/GCE mostra que as intensidades 

das componentes dos grupos éteres, epóxidos, ésteres, ácidos carboxílicos e álcoois/grupos 

fenólicos (C-O, C=O e O-C=O) diminuíram drasticamente em comparação com GO/GCE. 

Observou-se também que as intensidades da componente aromática sp2 (CCaromático) aumentou 

e que a dos grupos de carbono sp3 (C-H) diminuíram. Além disso, foi observado um pico 

satélite shake-up π→π* em torno de 290,3 eV para o RGO/GCE. Essa é uma característica de 

aromático ou sistemas conjugados (88).  

O teor de oxigênio foi monitorado através do sinal O 1s, Figura 31. Os espectros de 

alta resolução da região de O 1s dos GO/GCE e RGO/GCE podem ser deconvoluídos em três 

componentes correspondentes aos átomos de oxigênio em diferentes grupos funcionais com 

energias de ligações em 531,4 (C=O), 532,5 (C-O) e 533,7 (O-C=O) eV. Uma componente 

com energia de ligação em 535,5 (Auger Na) eV foi observada para o RGO/GCE. Tal 

componente pode ser do sulfato de sódio utilizado, conforme explicação anterior. 

A análise quantitativa de XPS a partir dos espectros de alta resolução na região de C1s 

mostrou que a concentração de oxigênio diminuiu de 51,3 at.% (GO/GCE) para 21,2 at.% 

(RGO/GCE); a concentração de carbono aumentou de 48,7 at.% (GO/GCE) para 78,8 at.% 
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(RGO/GCE); e a razão atómica O/C do RGO/GCE (0,27 %) diminuiu aproximadamente 4,1 

vezes em comparação com GO/GCE (1,1 %) após a redução eletroquímica. Estes resultados 

são consistentes com a pequena quantidade de elementos de oxigênio observados no espectro 

de EDX para RGO/GCE em comparação com GO/GCE. 

 

 

Figura 31 – Espectros de alta resolução de XPS das regiões de O 1s e C 1s com suas deconvoluções 
para o GO/GCE e RGO/GCE. 
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3.4 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

A modificação do eletrodo de carbono vítreo com óxido de grafeno reduzido 

eletroquimicamente através dos métodos de deposição de óxido de grafeno e subsequente 

redução eletroquímica, e redução eletroquímica simultânea com nanopartículas metálicas por 

voltametria cíclica e amperometria, não foram eficientes para oxirredução dos aminoácidos 

estudados. 

Um método simples para a eletrodeposição de óxido de grafeno reduzido sobre a 

superfície do eletrodo de carbono vítreo foi desenvolvido com sucesso através da técnica de 

amperometria aplicando potencial de -1,4 V por 500 s a partir de uma suspensão aquosa 

contendo óxido de grafeno 0,50 mol L-1 e sulfato de sódio 0,10 mol L-1.   

O filme de óxido de grafeno reduzido melhorou significativamente a transferência 

eletrônica e a constante de velocidade de transferência eletrônica heterogênea aparente do par 

redox [Fe(CN)6]4-/3- em comparação com o GCE sem modificação.  

A modificação do GCE com óxido de grafeno reduzido foi confirmada através dos 

estudos morfológicos. As técnicas de SEM e EDX indicaram que a superfície do GCE foi 

modificada com um material a base de óxido de grafeno. A espectroscopia Raman indicou 

que houve uma mudança química e estrutural durante a redução eletroquímica de GO para 

RGO. As análises de XPS confirmaram que o teor de oxigênio presentes no GO foram 

reduzidos durante o processo eletroquímico de redução para RGO.  

Portanto, o eletrodo de carbono vítreo foi modificado com óxido de grafeno reduzido 

com sucesso, e o eletrodo modificado se apresenta como uma excelente plataforma para 

modificação com nanopartículas metálicas para detecção dos aminoácidos. 
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CAPÍTULO IV. OXIDAÇÃO ELETROCATALÍTICA DE AMINOÁCIDOS EM 

ELETRODO MODIFICADO COM ÓXIDO DE GRAFENO REDUZIDO CONTENDO 

NANOPARTÍCULAS DE PRATA 

 

4.1 INTRODUÇÃO 

 

Muito esforço tem sido dedicado ao desenvolvimento de métodos analíticos simples e 

sensíveis para a determinação de aminoácidos. Isso ocorre em virtude de estes analitos serem 

blocos construtores essenciais de moléculas biológicas e estarem intimamente relacionados às 

atividades biológicas dos organismos vivos (102,103). Os aminoácidos também são 

considerados de grande interesse nos campos clínico, nutricional e biotecnológico (16,26). 

Apesar da sua inegável relevância, a detecção de aminoácidos através dos métodos 

fotométricos e fluorométricos tradicionais não é uma tarefa simples devido à falta de 

cromóforos fortes e fluoróforos, respectivamente. Devido a estes fatores, métodos 

eletroquímicos, principalmente os que não utilizam sensores não enzimáticos, foram 

extensivamente aplicados na detecção viável de aminoácidos, uma vez que eles não são 

dependentes de cromóforos fortes e fluoróforos (16,26,103).  

Recentemente, foi publicada uma série de trabalhos  relatando o uso de nanomateriais 

como catalisadores em superfícies de eletrodos no desenvolvimento de sensores 

eletroquímicos, visto que esses materiais apresentam grande área superficial específica, 

atividade catalítica e condutividade, e elevada razão superfície/volume (57,58,104). Para 

amplificar a detecção eletroquímica, os nanomateriais podem ser usados diretamente como 

materiais de eletrodo ou adesivos catalíticos ou associarem-se com polímero termo sensível 

para projetar um processo eletrocatalítico térmico comutável (105–107). Até o momento, 

vários tipos de materiais funcionais, tais como o complexo de níquel-curcumina (102), 

nanopartículas (NPs) de cobre (CuNPs) ) (108) e CoNPs (104,109,110) foram utilizados para 

a detecção de aminoácidos devido às suas propriedades eletrocatalíticas efetivas e confiáveis 

(103). 

As nanopartículas metálicas têm sido amplamente estudadas como resultado de seus 

múltiplos usos que as tornam adequadas para aplicação em uma ampla gama de áreas. Entre 

essas áreas de aplicação, incluem-se a sua utilização na determinação da hidrazina através de 

métodos eletroquímicos e na aplicação bioquímica devido à sua eficácia antimicrobiana (111). 

Entre os metais precursores das nanopartículas metálicas, a prata se tornou, essencialmente, 
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uma alternativa promissora e viável em relação a outros metais, em grande parte, como 

resultado de sua maior abundância, baixo custo e biocompatibilidade. Na busca de uma 

superfície estável, que é crucial para a química eletroanalítica, vários métodos de síntese de 

nanopartículas de prata foram desenvolvidos (112).   

Além das nanopartículas metálicas, é evidente que o grafeno tornou-se um dos 

materiais mais intensamente estudados nos últimos tempos devido à sua monocamada 

carbônica aromática hibridizada sp2  que é responsável pela formação de cristais 2D (82,113). 

O grafeno é o bloco de construção de outras espécies de carbono, e sua estrutura atraiu grande 

atenção devido às suas propriedades elétricas, ópticas e mecânicas únicas, mostrando 

aplicações promissoras em campos científicos e tecnológicos (77,82,114). As características 

cruciais do grafeno, que incluem suas propriedades únicas de transporte eletrônico, alta área 

de superfície e baixo custo, tornaram-se particularmente atraentes e um produto de grande 

interesse para pesquisa e desenvolvimento de nanomateriais depositados em grafeno 

considerados adequados para a fabricação de sensores eletroquímicos com propriedades 

únicas (78,115,116).  

Inicialmente, as nanopartículas metálicas foram propostas com o objetivo de separar 

as folhas de grafeno, mas, atualmente, foi descoberto que a eletrodeposição de nanopartículas 

metálicas em folhas de grafeno potencialmente desdobra uma nova maneira de desenvolver 

novos materiais catalíticos, magnéticos e optoeletrônicos (77). Além disso, a intercalação 

entre folhas de grafeno e nanopartículas metálicas evita a aglomeração de grafeno e contribui 

para melhorar a condutividade do eletrodo resultante como consequência da elevada área de 

superfície (77,117).  

Algumas modificações com nanopartículas e grafeno, tais como CoNPs/grafeno/GCE 

(104), Fe3O4-GO (103), nanopartículas magnéticas de Fe3O4/pontos quânticos de grafeno 

(Fe3O4 MNP-GQDs) (118), filme compósito de Nafion/ TiO2-grafeno (119), e GO/AuNPs 

(120) foram desenvolvidas e aplicadas para a detecção de aminoácidos. Neste trabalho, foi 

desenvolvido um eletrodo de carbono vítreo modificado com óxido de grafeno reduzido 

contendo nanopartículas de óxido de prata com o objetivo de estudar os parâmetros físico-

químicos do eletrodo e sua resposta eletrocatalítica na presença de aminoácidos. 
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4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL  

 
4.2.1 Soluções e reagentes 

  

Todas as soluções utilizadas nos experimentos eletroquímicos foram preparadas com 

reagentes com alto grau de pureza analítica e água deionizada ultrapura (Milli-Q). Óxido de 

grafeno (GO, 4 mg mL-1), nitrato de prata (AgNO3 99 %), aminoácidos (glicina ≥ 99 %, L-

alanina ≥ 98 %, ácido L-aspártico ≥ 98 %, ≥ ácido L-glutâmico 99 %, L-leucina ≥ 98 %), 

solução de hidróxido de sódio (NaOH, 50-52 % em H2O), sulfato de sódio (Na2SO4  ≥ 99 %), 

nitrato de sódio (NaNO3 ≥ 99 %) e ácido nítrico (HNO3 ≥ 65 %) foram obtidos a partir da 

Sigma-Aldrich. 

 

4.2.2 Instrumentação 

  

Um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT-30 (Eco Chemie B.V.) instalado 

com o programa NOVA 1.11 foi usado para as medidas eletroquímicas, e a EIS foi realizada 

utilizando o modulo FRA. As caracterizações por EIS e CV foram realizadas em uma célula 

eletroquímica convencional de 25 mL contendo três eletrodos controlados pelo software. O 

eletrodo de trabalho foi preparado com a modificação de um eletrodo de carbono vítreo (GCE, 

área geométrica: 0,07 cm2) modificados com óxido de grafeno reduzido contendo 

nanopartículas de óxido de prata (AgNPs-RGO/GCE). Os eletrodos de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol 

L-1) e fio de platina (0,3 mm × 4,0 cm ) foram utilizados como eletrodos de referência e 

auxiliar, respectivamente. Todas as experiências foram realizadas à temperatura ambiente (25 

ºC). 

As espectroscopias Raman, XPS e EDX, e a SEM foram realizadas de acordo com a 

Seção 3.2.2 do Capitulo III.   

  

4.2.3 Modificação do eletrodo com óxido de grafeno reduzido contendo nanopartículas 

de óxido de prata 

 

Antes de eletrodeposição, o GCE (3,0 mm de diâmetro) foi imerso em ácido nítrico 

(20 % w/w) durante 5 min para remover as impurezas da superfície do eletrodo. Em seguida, 

a superfície do GCE foi polida em uma suspensão de α–alumina em pó (0,3 μm) sobre um 

feltro de polimento, subsequentemente, foi lavado com água ultrapura. 
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Uma suspensão de 0,50 mg mL-1 de GO em sulfato de sódio 0,10 mol L-1 foi utilizada 

para eletrodeposição de GO na superfície de GCE (RGO/GCE) aplicando potencial de -1,4 V 

e tempo de eletrodeposição de 500 s. Em seguida, as AgNPs foram eletrodepositadas na 

superfície do RGO/GCE em duas etapas. Na primeira etapa, a prata foi eletrodepositada na 

superfície do RGO/GCE com aplicação de potencial e tempo constantes utilizando 

amperometria. E na segunda etapa, a prata metálica (Ag) foi oxidada a óxido de prata (AgO) 

por CV, utilizando varreduras sucessivas. 

As AgNPs foram eletrodepositadas a partir de uma solução precursora de nitrato de 

prata em ácido nítrico contendo nitrato de sódio. O potencial, o tempo, a concentração e o 

eletrólito suporte (mistura de ácido nítrico e nitrato de sódio) da solução de prata utilizados na 

eletrodeposição foram otimizados. 

Após a eletrodeposição do metal, os eletrodos foram lavados com água, e submetidos 

a varreduras sucessivas em uma solução de NaOH 0,10 mol L-1 em um intervalo de potencial 

de -0,40 a 0,90 V com velocidade de varredura de 100 mV s-1. 
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.3.1 Comportamento eletroquímico da prata sobre a superfície do eletrodo modificado 

com óxido de grafeno reduzido  

 

Inicialmente, foi realizado o estudo do comportamento eletroquímico da prata sobre a 

superfície do RGO/GCE por CV. Foram utilizadas soluções de nitrato de sódio 0,10 mol L-1, 

ácido nítrico 0,10 mol L-1 e a mistura destes (nitrato de sódio 0,10 mol L-1 + ácido nítrico 0,10 

mol L-1) contendo AgNO3 em 2,0×10-3 mol L-1. Os voltamogramas cíclicos da prata sobre a 

superfície do RGO/GCE foram realizados na faixa de potencial de -0,60 a 1,2 V com 

velocidade de varredura de 10 mV s-1. Os voltamogramas cíclicos do estudo do 

comportamento eletroquímico da prata na superfície do RGO/GCE são apresentados na 

Figura 32. 

 

 

Figura 32 – Voltamogramas cíclicos de nitrato de prata 2,0×10-3 mol L-1 em solução de (a) nitrato de 
sódio 0,10 mol L-1, (b) ácido nítrico 0,10 mol L-1, e (c) nitrato de sódio 0,10 mol L-1 + ácido nítrico 
0,10 mol L-1 na superfície do RGO/GCE com velocidade de varredura de 10 mV s-1. 
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Nos voltamogramas, foi observada a presença de um par de picos redox P1/P2 bem 

definidos, os quais podem ser atribuídos a reação quasi-reversível do par redox Ag1+/Ag0, 

Figura 32. O pico P1 surgiu à medida que o potencial foi deslocado para regiões catódicas, 

que foi atribuído à redução de Ag+ para Ag0, Equação 3. O pico P2 surge na região de 

varredura anódica e foi atribuído à oxidação de Ag0 a Ag+, Equação 4. O pico P2 mostrou a 

melhor corrente de pico anódico em ácido nítrico (180 μA em 0,49 V) em comparação com a 

mistura de ácido + sal (124 μA em 0,49 V) e nitrato de sódio (98 μA em 0,51 V).  

Agା + eି → Ag                                  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (3)   

Ag → Agା + eି                                  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (4)   

Um dos objetivos desse estudo foi avaliar o meio mais adequado para eletrodeposição 

das nanopartículas de prata na superfície RGO/GCE. Portanto, foi observado que a prata 

apresentava menor potencial de redução na solução de ácido nítrico contendo nitrato de sódio 

(0,19 V) em comparação com as soluções de ácido nítrico (0,31 V) e nitrato de sódio (0,36 

V), Figura 32. A partir deste resultado, pode-se inferir que a eletrodeposição da prata na 

superfície do RGO/GCE deve ocorrer em potencial de eletrodeposição inferior a 0,19 V em 

uma mistura de ácido nítrico com nitrato de sódio. 

 

4.3.2 Otimização da eletrodeposição das nanopartículas de prata sobre a superfície do 

eletrodo modificado com óxido de grafeno reduzido  

 

A formação das AgNPs na superfície do eletrodo é influenciada diretamente pelo 

potencial (E), tempo e concentração do sal metálico (AgNO3) utilizados na eletrodeposição. 

Estes fatores influenciam diretamente no tamanho, características morfológicas, atividade 

eletrocatalítica das nanopartículas e propriedades físico-químicas das NPs. O potencial de 

redução afeta a forma das nanopartículas preparadas. O tempo permite a possibilidade de 

controlar o tamanho e a cobertura de nanoestruturas eletrodepositadas. A concentração do sal 

de prata influência diretamente o tamanho, assim como o tempo, e a quantidade de NPs 

eletrodepositadas na superfície do eletrodo (56,121). Além disso, para conduzir a nucleação 

homogênea das NPs em solução, após a eletrodeposição é importante produzi-las em uma 

elevada concentração de hidroxilas, evitando, assim, a agregação das NPs durante a etapa de 

conversão das NPs metálica em NPs oxidadas. 

Primeiramente, um estudo sobre a eletro-oxidação da glicina utilizando CV foi 

realizado empregando um GCE modificado com RGO contendo AgNPs (AgNPs-RGO/GCE). 
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As nanopartículas foram eletrodepositadas aplicando potencial de 0,20 V por 90 s a partir de 

uma solução de AgNO3 2,0×10-3 mol L-1 em nitrato de sódio 0,10 mol L-1 contendo ácido 

nítrico 0,10 mol L-1 utilizando a técnica de amperometria. Posteriormente, as AgNPs foram 

oxidadas em NaOH 0,10 mol L-1 no intervalo de potencial de -0,40 a 0,90 V com velocidade 

de varredura de 100 mV s-1 por CV. 

Os voltamogramas cíclicos do AgNPs-RGO/GCE na presença e ausência de glicina 

1,0×10-3 mol L-1 em NaOH 0,10 mol L-1 são apresentados na Figura 33. No voltamograma do 

eletrodo modificado na ausência de glicina foram observados cinco picos, sendo três picos 

anódicos e dois catódicos. Na presença de glicina, foram observados seis picos (três anódicos 

e três catódicos) com intensidades de corrente maiores.  Os potenciais foram deslocados na 

presença de glicina em comparação com os potenciais na ausência de glicina, com exceção do 

pico em 0,29 V que não foi deslocado, e do pico em 0,51 V que surgiu apenas na presença de 

glicina. Os valores dos potenciais e correntes dos picos anódicos (PA) e catódicos (PC) são 

apresentados na Tabela 8.   

 

 

Figura 33 – Voltamogramas cíclicos do RGO/GCE contendo AgNPs em solução de NaOH 0,10 mol  
L-1 (a) e na presença de glicina 1,0×10-3 (b) com velocidade de varredura de 100 mV s-1. 

 

Os picos PA1 e PA2 apresentaram um pequeno ganho de corrente na presença de 

glicina. No entanto, não indica que houve ocorrência de eletro-oxidação da glicina nestes 
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potencias. Nos picos PA3, PC1, PC2 e PC3 foram observados ganhos significativos de 

corrente em comparação com os picos PA1 e PA2. Entre estes picos, o PA3 apresentou um 

ganho de corrente de aproximadamente 1,7, 1,9 e 3,8 vezes maior do que nos picos PC1, PC2 

e PC3. Portanto, a eletro-oxidação da glicina foi monitorada através do pico PA3 por se 

apresentar mais sensível em relação aos outros picos. 

 

Tabela 8 – Parâmetros voltamétricos do AgNPs-RGO/GCE na ausência e presença de glicina 1,0×10-3 
mol L-1 em solução de NaOH 0,10 mol L-1 (Figura 33). 

Picos 
NaOH 0,10 mol L-1 Glicina 1,0×10-3 mol L-1 

ΔI/µA* 
E/V I/µA E/V I/µA 

PA1  0,29 52,9 0,29 55,4 2,5 

PA2 0,36 69,8 0,35 73,2 3,4 

PA3 0,73 334,8 0,75 491,1 156,3 

PC1 -0,033 -362,3 -0,025 -455,0 -92,7 

PC2 0,42 -36,6 0,40 -117,8 -81,2 

PC3 - - 0,51 -41,4 -41,4 

* ΔI= Corrente de pico na presença de glicina - corrente de pico na ausência de glicina. 

 

Após o estudo preliminar sobre a eletro-oxidação da glicina utilizando o eletrodo 

modificado com AgNPs, o tempo, o potencial de eletrodeposição, e as concentrações de 

nitrato de prata, nitrato de sódio e ácido nítrico foram otimizados utilizando a técnica de 

amperometria (Figura 34). Os potenciais de eletrodeposição estudados foram definidos a 

partir da Figura 32. A atividade eletrocatalítica do AgNPs-RGO/GCE foi avaliada através de 

uma solução de glicina 1,0×10-3 mol L-1 em NaOH 0,10 mol L-1 utilizando a técnica de CV.  

O estudo do potencial foi realizado a partir de uma solução de AgNO3 2,0×10-3 mol     

L-1 em NaNO3 0,10 mol L-1 contendo HNO3 0,10 mol L-1 por amperometria aplicando 

potenciais de eletrodeposição de 0,0 a 0,40 V por 90 s, Figura 34 (A). Foi observado um 

aumento da corrente de oxidação da glicina com o aumento do potencial de eletrodeposição 

das AgNPs de 0,0 a 0,20 V devido, possivelmente, ao aumento das nanopartículas na 

superfície do RGO/GCE na Figura 34 (A). No entanto, a partir de 0,20 V, as nanopartículas 

começam a perder as características de nanomaterial, e a resposta da oxidação da glicina 

diminui em função do potencial. Sendo assim, o potencial de eletrodeposição de 0,20 V foi 

selecionado para eletrodeposição das AgNPs. 
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Figura 34 – Otimização da eletrodeposição das nanopartículas de prata sobre a superfície do 
RGO/GCE (n= 3). Curvas da resposta eletrocatalítica de glicina 1,0×10-3 mol L-1 em NaOH 0,10 mol 
L-1 em função do (A) potencial de eletrodeposição (E), (B) tempo de eletrodeposição, (C) composição 
do eletrólito suporte contendo ácido nítrico (-■-) e nitrato de sódio (-●-), e (D) concentração de nitrato 
de prata (𝐂𝐀𝐠𝐍𝐎𝟑

). 

 

Na Figura 34 (B), é apresentado o efeito do tempo de eletrodeposição das AgNPs 

sobre a superfície do RGO/GCE. O estudo foi realizado a partir de uma solução de AgNO3 

2,0×10-3 mol L-1 em NaNO3 0,10 mol L-1 contendo HNO3 0,10 mol L-1 aplicando potencial de 

eletrodeposição de 0,20 V. Os tempos de eletrodeposição estudados foram variados de 10 a 

150 s. Foi observado que as nanopartículas eletrodepositas sobre o RGO/GCE no tempo de 60 

s apresentaram o melhor resultado para a eletro-oxidação da glicina. Em tempos maiores, 

essas nanopartículas provavelmente estavam perdendo as características de nano sobre o 

material, influenciando diretamente na razão área-volume e, consequentemente, na melhoria 

das respostas. 

Foram avaliados os efeitos das concentrações de NaNO3 no intervalo de 1,0×10-5 a 

1,0×10-3 mol L-1 e HNO3 na faixa de 1,0×10-5 a 5,0×10-2 mol L-1 em uma solução de AgNO3 

2,0×10-3 mol L-1 aplicando potencial de eletrodeposição de 0,20 V por 60 s.  A Figura 34 (C) 
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apresenta os resultados obtidos para o estudo. Os melhores resultados foram obtidos em 

NaNO3 1,0×10-4 mol L-1 e ácido nítrico 1,0×10-3 mol L-1 provavelmente devido a maior 

cobertura da superfície e a formação de nanopartículas mais homogêneas. 

A concentração de AgNO3 foi avaliada no intervalo de concentração de 5,0×10-4 a 

7,0×10-3 mol L-1 em NaNO3 1,0×10-4 mol L-1 contendo HNO3 1,0×10-3 mol L-1 aplicando 

potencial de eletrodeposição de 0,20 V por 60 s. Os resultados do efeito da concentração de 

AgNO3 são apresentados na Figura 34 (D). Foi observado que as correntes de oxidação da 

glicina aumentaram em função da concentração de AgNO3 até 5,0×10-3 mol L-1. 

Posteriormente, a corrente estiliza e começa a diminuir, provavelmente, devido à formação de 

um filme fino. Assim, a concentração de 5,0×10-3 mol L-1 foi selecionada. 

A otimização destes parâmetros buscou as condições que fornecessem melhores 

respostas para glicina. Portanto, as condições ótimas de eletrodeposição selecionadas para 

formação das nanopartículas de prata na superfície do RGO/GCE foram: potencial de 

eletrodeposição de 0,20 V, tempo de 60 s e concentração de nitrato de prata 5,0×10-3 mol L-1 

em ácido nítrico 1,0×10-3 mol L-1 contendo nitrato de sódio 1,0×10-4 mol L-1. 

 

4.3.3 Comportamento eletroquímico da superfície do eletrodo modificado com óxido de 

grafeno reduzido contendo nanopartículas de prata 

 

Na Figura 35, são ilustrados os voltamogramas cíclicos consecutivos da oxidação 

eletroquímica das nanopartículas metálicas de prata sobre a superfície de RGO/GCE em 

NaOH 0,10 mol L-1. Nos voltamogramas, foram observados sete picos realizados no intervalo 

de potencial de -0,40 V a 0,90 V com velocidade de varredura de 100 mV s-1, Figura 35 (B). 

Estes picos podem ser atribuídos a uma série de processos redox entre Ag(0) e óxidos de 

prata.  

Na varredura de potencial anódico, o AgNPs-RGO/GCE apresentou quatro picos (A1, 

A2, A3 e A4) nos potenciais de 0,21, 0,28, 0,37 e 0,75 V, respectivamente, Figura 35 (B). O 

primeiro pico anódico (A1) foi atribuído à eletroformação da monocamada Ag2O em 

condições alcalinas de acordo com a seguinte reação: 

2𝐴𝑔 + 20𝐻ି  ⇄ 𝐴𝑔ଶ𝑂 +  𝐻ଶ𝑂 + 2𝑒ି                   𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (5) 

 O pico anódico A2 foi associado com a oxidação de Ag2O para AgO ou a oxidação 

direta de Ag para AgO, de acordo com as seguintes reações:  

𝐴𝑔ଶ𝑂 + 2𝑂𝐻ି ⇄ 2𝐴𝑔𝑂 +  𝐻ଶ𝑂 + 2𝑒ି                𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (6) 
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ou 

𝐴𝑔 + 2𝑂𝐻ି  ⇄ 𝐴𝑔𝑂 +  𝐻ଶ𝑂 + 2𝑒ି                        𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (7)    

 O pico anódico (A3) foi atribuído à oxidação de prata (0) para prata (I) (122), e o pico 

(A4) foi relacionado à oxidação do AgO para Ag2O3 de acordo com a reação (123): 

2𝐴𝑔𝑂 + 2𝑂𝐻  ି ⇄ 𝐴𝑔ଶ𝑂ଷ +  𝐻ଶ𝑂 + 2𝑒ି              𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (8) 

Na varredura de potenciais catódicos, foram observados três picos (C1, C2 e C3) nos 

potencias 0,42, 0,06 e -0,08 V, respectivamente. O primeiro pico catódico (C1) é atribuído à 

redução de Ag2O3 a AgO; o pico C2 é relacionado à redução de AgO a Ag2O; e o pico (C3) é 

relacionado à redução de Ag2O a Ag (124), Figura 35 (B). 

 

Figura 35 – (A) Voltamogramas cíclicos sucessivos da oxidação das AgNPs sobre a superfície 
RGO/GCE em solução de NaOH 0,10 mol L-1 com velocidade de varredura de 100 mV s-1: (a) 1º 
ciclo, (b) 3º ciclo, (c) 5º ciclo, (d) 10º ciclo, (e) 13º ciclo e (f) 15º ciclo no intervalo de potencial de 
0,40 a 0,90 V. (B) 15º voltamograma ciclo da oxidação das AgNPs.  

 

 A Figura 36 apresenta voltamogramas cíclicos do AgNPs–RGO/GCE em solução de 

NaOH 0,10 mol L-1 no intervalo de velocidade de varredura de 10 a 700 mV s-1. Foi 

observada a presença de cinco picos bem definidos (A1, A2, A3, C1 e C3). Os picos catódicos 
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e anódicos responderam linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura no 

intervalo de 10 a 300 mV s-1, indicando que a eletro-oxidação é controlado por difusão, Figura 

37. Na Tabela 9, são apresentados os parâmetros obtidos a partir das correlações lineares das 

correntes de picos anódicos e catódicos com a raiz quadrada das velocidades a partir da Figura 

37. 

O pico C2 foi observado a partir de 100 mV s-1, e a corrente de pico exibiu um 

comportamento linear com a raiz quadrada da velocidade de varredura (ν0,5) até 300 mV s-1, 

indicando que a eletro-oxidação de prata está sob controle difusional, Figura 37. Estes 

resultados mostram claramente que a conversão de AgO para Ag2O ocorre em altas 

velocidades; e, em baixas velocidades de varredura, este processo de redução é impossível de 

ser observado. 

 

 

Figura 36 – Voltamograma cíclico do estudo de velocidade de varredura no intervalo de 10 a 700 mV 
s-1 do AgNPs-RGO/GCE em solução de NaOH 0,10 mol L-1.  

 

O potencial de pico médio para A4 e C1 tem o valor de 0,60 V e o potencial de 

separação pico-a-pico (𝛥𝐸௣ , com velocidade de varredura de 90 mV s-1) é de 0,35 V. A 

transição redox envolvida, neste caso, é atribuída às espécies Ag(II)/Ag(III). O potencial de 
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separação pico-a-pico é desviado do valor teórico de zero e aumenta em velocidades de 

varreduras maiores, indicando uma limitação na cinética de transferência de carga decorrente 

de interações químicas entre os íons do eletrólito e a modificação, além de fatores 

eletrostáticos dominantes e/ou sítios não equivalentes presentes na modificação.  

 

 

Figura 37 – Efeito da raiz quadrada da velocidade de varredura (ν0,5) nas correntes de picos anódicos e 
catódicos do AgNPs-RGO/GCE em solução de NaOH 0,10 mol L-1. 
 

Tabela 9 – Parâmetros obtidos a partir das correlações lineares obtidas na Figura 37.  

Pico 
Faixa Linear 

(mV s-1)0,5 

Equação da Regressão 

Linear 

Coeficiente de 

Correlação 

A1 5,5 a 17,3 y= -6,4×10-5 + 1,7×10-5x 0,996 

A2 3,2 a 17,3 y= -4,7×10-5 + 2,0×10-5x 0,993 

A3 3,2 a 17,3 y= -8,9×10-5 + 2,9×10-5x 0,987 

A4 3,2 a 17,3 y= 3,5×10-4 + 3,7×10-5x 0,995 

C1 3,2 a 17,3 y= -3,7×10-5 – 7,2×10-6x 0,951 

C2 10 a 17,3 y= 1,4×10-4 - 1,4×10-5x 0,986 

C3 3,2 a 17,3 y= -6,6×10-5 + 4,4×10-6x 0,985 
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As expressões gerais derivadas por Laviron para as respostas de velocidades de 

varredura lineares para o caso das espécies eletrorreativas em pequenas concentrações 

confinadas em superfícies (91,110) são utilizadas para determinar o coeficiente de 

transferência eletrônica (αs) e velocidade de transferência de carga aparente (ks), os quais 

foram determinados através do estudo da velocidade de varredura (v) do eletrodo modificado 

com RGO. Para a separação pico-a-pico (𝛥𝐸௣) > 200/n mV, em que n é o número de elétrons 

transferidos, as equações abaixo são utilizadas: 

𝐸௣௖ = 𝐸଴ + ൬
2.3𝑅𝑇

𝛼௦𝑛F
൰ log ൬

𝛼௦𝑛F

RT𝑘௦
൰ + ൬

2.3RT

𝛼௦𝑛F
൰ log𝑣             𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (9) 

𝐸௣௔ = 𝐸଴ + ൬
2.3𝑅𝑇

(1 − 𝛼௦)𝑛F
൰ log(

(1 − 𝛼௦)𝑛F

𝑘௦RT
) + (

2.3RT

(1 − 𝛼௦)𝑛F)
log 𝑣  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (10)  

𝐿𝑛𝑘௦ =  𝛼௦𝐿𝑛(1 − 𝛼௦) + (1 − 𝛼௦)𝐿𝑛𝛼௦ − 𝐿𝑛 ൬
RT

𝑛F𝑣
൰ −

𝛼௦(1 − 𝛼௦)𝑛F𝛥𝐸௣

RT
  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (11)  

em que Epa e Epc  representam os potenciais de pico anódico e catódico, respectivamente; αs, ks 

e v representam coeficientes de transferência eletrônica, velocidade de transferência de carga 

aparente, e velocidade de varredura, respectivamente. O αs pode ser determinado a partir da 

variação do potencial de pico em relação à velocidade de varredura. E o valor de ks pode ser 

determinado a partir da transferência eletrônica entre o eletrodo e a camada depositada sobre a 

superfície através dos valores de Ep medidos. 

 A Figura 38 apresenta a curva do potencial de A4 em função do logaritmo v obtidos a 

partir dos voltamogramas cíclicos do AgNPs-RGO/GCE em solução de NaOH 0,10 mol L-1 

em velocidades de varredura entre 10 e 700 mV s-1. Foi observado que os valores dos 

potenciais de pico A4 são proporcionais ao logaritmo das velocidades de varredura (Figura 

38). Baseados nestes resultados e aplicando a equação de Laviron (Equação 11), os valores de 

αs e ks foram determinados como 0,51 ± 0,002 e 0,61 ± 0,002 s-1 para αs e ks no pico A4, 

respectivamente. 
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Figura 38 – Correlação correspondente do potencial de pico (EA4) em função do logaritmo da 
velocidade de varredura (Log ν) em solução de NaOH 0,10 mol L-1. 

 
4.3.4 Caracterização eletroquímica do eletrodo modificado com óxido de grafeno 

reduzido contendo nanopartículas de prata 

 

O comportamento eletroquímico do GCE sem modificação e do AgNPs-RGO/GCE foi 

investigado por EIS em solução de KCl 0,10 mol L-1 contendo K3[Fe(CN)6] 1,0×10-2 mol L-1, 

o qual foi empregado como sonda redox no intervalo de frequência de 0,10 Hz a 100 kHz, sob 

amplitude de 5,0 mV e potencial aplicado de 0,22 V. Os gráficos EIS dos AgNPs-RGO/GCE 

e GCE sem modificação são apresentados na Figura 39. As curvas observadas são compostas 

de semicírculo e uma linha reta que representam processos de transferência de carga e o 

controle de difusão, respectivamente, e podem ser usadas para descrever as propriedades de 

interface do eletrodo. 

A transferência de elétrons nas interfaces não é muito rápida, além disso, a geração do 

semicírculo e a baixa região linear mostram que existe uma resistência Warburg limitando a 

difusão no processo eletroquímico.  O diagrama de EIS do AgNPs-RGO/GCE (Figura 39, 

curva b) mostrou um pequeno semicírculo em altas frequências, indicando que a transferência 

de carga é muito baixa, em comparação com GCE sem modificação (Figura 39, curva a). 

Claramente, isso sugere que o eletrodo modificado proposto é um excelente material condutor 

elétrico que poderia facilitar a transferência de elétrons. 
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Figura 39 – (A) Diagramas de EIS dos GCE sem modificação (a) e AgNPs-RGO/GCE (b) com as 
linhas solidas azul (a) e preta (b) correspondentes às simulações dos dados experimentais (A). (B) 
Circuito eletroquímico equivalente utilizado para ajustar os diagramas de EIS. 

 

O circuito equivalente para o GCE sem modificação e AgNPs-RGO/GCE é descrito 

com base no modelo de Randles, devido à transferência heterogênea de elétrons, Figura 39 

(B). O circuito equivalente para os eletrodos inclui a resistência ôhmica da solução do 

eletrólito (Rs), a resistência de transferência de elétrons (Rct), elemento de fase constante 

(CPE) e a impedância de Warburg (W) em paralelo. 

Para o AgNPs-RGO/GCE, a Rct encontrada foi de 148 Ω, sendo quase cinco vezes 

menor que a do GCE (710 Ω). Este resultado pode ser atribuído à presença das AgNPs 

altamente condutoras e nanofolhas de RGO que podem melhorar a transferência de elétrons 

da sonda redox com a superfície do eletrodo modificado. Portanto, os resultados indicam que 

as nanopartículas de prata e o óxido de grafeno reduzido modificaram com sucesso a 

superfície do GCE e contribuíram significativamente para melhorar a condutividade do 

eletrodo preparado. 
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4.3.5 Caracterização da superfície do eletrodo modificado com óxido de grafeno reduzido 

contendo nanopartículas de prata 

 

As morfologias do GCE não modificado, RGO/GCE e AgNPs-RGO/GCE foram 

caracterizadas por SEM, EDX, Raman e XPS. Na Figura 40, são apresentadas as imagens de 

SEM dos eletrodos modicados e sem modificação. Na Figura 40 (A), foi observada uma 

superfície plana bidimensional que representa a superfície uniforme do GCE sem 

modificação. Essa superfície é diferente da observada na Figura 40 (B), a qual apresenta uma 

superfície enrugada tridimensional atribuída à modificação da superfície GCE com RGO. E 

essa modificação com RGO dá origem a uma área de contato muito maior vista na Figura 40 

(B) em comparação com a da GCE sem modificação na Figura 40 (A).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 40 – Imagens de SEM do (A) GCE sem modificação, (B) RGO/GCE e (C) AgNPs-RGO/GCE. 
Histograma da distribuição das AgNPs na superfície do RGO/GCE (D). 

 

A Figura 40 (C) apresenta a modificação do RGO/GCE modificado com AgNPs com 

forma esférica altamente dispersas sobre sua superfície.  A partir da Figura 40 (C), foi obtido 

A 

D 

B 

C 
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um histograma das AgNPs sobre o eletrodo modificado.  Os diâmetros das AgNPs variaram 

de 4 a 18 nm (300 nanopartículas foram contadas) e apresentaram um diâmetro médio de 10 ± 

2 nm, Figura 40 (D). 

Foi empregada análise de EDX para investigar a composição elementar da superfície 

do AgNPs-RGO/GCE. O espectro obtido é apresentado na Figura 41. O espectro EDX 

confirma a presença de picos de carbono, prata e oxigênio na superfície do eletrodo 

modificado, como pode ser observado na Figura 41. Este resultado indica que a modificação 

do eletrodo foi realizada com sucesso. 

 

 
Figura 41 – Espectro de EDX do eletrodo de carbono vítreo modificado com óxido de grafeno 
reduzido contendo nanopartículas de prata (AgNPs-RGO/GCE). 

 

A superfície do eletrodo modificado também foi caracterizada por espectroscopia 

Raman. O espectro de espalhamento Raman para o AgNPs-RGO/GCE é apresentado na 

Figura 42. No espectro, foram observadas quatro bandas em ~1328, ~1600, 2677 e 2922 cm-1 

que correspondem às bandas D (defeito devido à dispersão intervalley), G (decorrentes do 

modo respiração devido aos defeitos nas bordas), bandas 2D (processo de dupla ressonância 

que conecta fônons a estrutura da banda eletrônica) e D+G (defeitos pontuais plano basal das 

arestas do grafeno), respectivamente (82,99). 

Quando o RGO/GCE é modificado com nanopartículas de prata (AgNPs-RGO/GCE) é 

observado que a razão ID/IG aumenta de 1,1 (RGO/GCE) para 1,4 (AgNPs-RGO/GCE). Essa 
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mudança na razão ID/IG é atribuída ao aumento dos defeitos na superfície do eletrodo 

modificado devido ao crescimento da rugosidade superficial provocado pelas nanopartículas. 

 

 

Figura 42 – Espectro RAMAN do eletrodo modificado com óxido de grafeno reduzido contendo 
nanopartículas de prata (AgNPs-RGO/GCE). 

 

A composição química da superfície do AgNPs-RGO/GCE foi caracterizada por XPS. 

O espectro exploratório de XPS (0 a 1490 eV) da análise é apresentado na Figura 43. No 

espectro exploratório de XPS do eletrodo modificado, foram observados sinais de carbono, 

oxigênio, prata e sódio com energias de ligações em 284,9 (C 1s), 532,9 (O 1s), 368,4 (Ag 3d) 

e 1071,4 (Na 1s) eV. A análise de XPS mostrou a presença Ag 3d, C 1s e O 1s com 

proporções atômicas de 4,4, 68,9 e 19,2 %, respectivamente, confirmando a modificação da 

superfície do GCE com RGO e AgNPs. No decorrer deste estudo, as regiões de Ag 3d, O 1s e 

C 1s foram coletadas individualmente e analisadas.   

O espectro de alta resolução da região de C 1s pôde ser deconvoluído em seis 

componentes. As componentes localizadas foram associadas a diferentes formas de oxidação 

e hibridizações do carbono com energias de ligações em 284,6 (CCaromático; 68,3 %), 285,6 (C-

H; 5,0 %), 286,7 (C-O; 16,6 %), 288,1 (C=O; 2,6 %), 288,8 (O-C=O; 5,1 %) e 291,0 (pico 

satélite shake-up π→π*; 2,4 %) eV com suas respectivas proporções atômicas (82,88).  

O espectro de alta resolução da região de O 1s pode ser deconvoluído em quatro 

componentes correspondentes aos átomos de oxigênio com energias de ligações em 531,0 (O-
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Ag; 7,4%), 531,9 (C=O; 13,4 %), 532,6 (C-O; 29,4%) e 533,7 (O-C=O; 16,1 %) eV, e duas 

componentes Auger Na sobrepostas com O 1s em 535,9 (Na KLL; 28,5 %) e 539,0 eV (Na 

KLL; 5,2 %) que podem ser do NaOH utilizado na oxidação das AgNPs. O espectro de alta 

resolução da região de Ag 3d pode ser deconvoluído em duas componentes correspondentes 

aos átomos de prata com energias de ligações em 368,3 (Ag 3d5/2) e 374,3 (Ag 3d3/2) eV 

(125–129). Isso indica que Ag é encontrado principalmente na forma de óxido no eletrodo 

modificado. Além disso, a diferença entre as energias de ligações do dupleto 3d da Ag foi de 

6,0 eV (125,126), confirmando a formação de AgNPs na superfície do RGO/GCE.  

Portanto, com baseado nos resultados obtidos através das análises de caracterização de 

superfície que incluem SEM, EDX, Raman e XPS, é possível afirmar que a superfície GCE 

foi modificada com óxido de grafeno reduzido e nanopartículas de prata com sucesso. 

 

 

Figura 43 – (A) Espectros exploratório e de alta resolução de XPS das regiões de (B) O 1s, (C) C 1s e 
(D) Ag 3d com suas deconvoluções para o AgNPs-RGO/GCE. 
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4.3.6 Oxidação eletrocatalítica dos aminoácidos na superfície do eletrodo modificado com óxido de grafeno reduzido contendo 

nanopartículas de prata 

 

A atividade eletrocatalítica do AgNPs-RGO/GCE na presença de 1.0×10-3 mol L-1 aminoácidos em solução de NaOH 0,10 mol L-1 foi 

investigada por CV. São apresentados na Figura 44 os voltamogramas cíclicos do eletrodo modificado na ausência e presença de aminoácidos em 

meio alcalino obtidos no intervalo de potencial de 0,55 a 1,0 V com velocidade de varredura de 100 mV s-1.   

Nos voltamogramas, foi observado um aumento na corrente de pico anódico do AgNPs-RGO/GCE na presença dos aminoácidos em 

relação ao observado para a superfície modificada na ausência desses aminoácidos. Este resultado aponta para um processo típico de oxidação 

eletrocatalítica dos aminoácidos através do estado de alta valência de Ag2O3. Essencialmente, isso implica afirmar que o possível mecanismo 

envolvendo a oxidação eletroquímica dos aminoácidos por espécies de Ag(III) ativas ocorre através de processos redox de mediação cíclica que 

podem ser expressos como segue (31,32,34,108,130):  

2𝐴𝑔𝑂 + 2𝑂𝐻  ି ⇄ 𝐴𝑔ଶ𝑂ଷ +  𝐻ଶ𝑂 + 2𝑒ି                                𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (8) 

2𝐴𝑔ଶ𝑂ଷ + 𝑅𝐶𝐻(𝑁𝐻ଶ)𝐶𝑂𝑂𝐻 +  2𝐻ଶ𝑂 +  4𝑒ି   →  4𝐴𝑔𝑂 + 𝑅𝐶𝐻 = 𝑁𝐻 + 2𝐻ା +  𝐶𝑂ଶ + 4𝑂𝐻  ି  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (12) 

2𝐴𝑔ଶ𝑂ଷ + 𝑅𝐶𝐻 = 𝑁𝐻 + 3𝐻ଶ𝑂 +  4𝑒ି → 4𝐴𝑔𝑂 + 𝑅𝐶𝐻𝑂 + 𝑁𝐻ଷ + 4𝑂𝐻  ି  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (13). 

Enquanto os três processos eletroquímicos acima ocorreram simultaneamente, foi observado um ombro em cerca de 0,75 V, como pode ser visto 

nas Figuras 44 (B-D), o que foi atribuído à oxidação de AgO em Ag2O3. 

Isso significa que a corrente catalítica resultante do processo de oxidação dos aminoácidos na superfície das AgNPs otimizadas em RGO 

pode ser atribuída ao aumento da área superficial específica das AgNPs. E esse aumento na área superficial específica das nanopartículas 

proporciona maior oportunidade de os aminoácidos serem oxidados. Além disso, o RGO atua como um excelente substrato e, em virtude de sua 

grande área superficial, contribui para o aumento da quantidade de nanopartículas eletrodepositadas na superfície, ao mesmo tempo em que 

diminui o tamanho dessas nanopartículas. 
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O mecanismo proposto para o comportamento observado dos aminoácidos é do tipo 

eletroquímico seguido de uma reação química (EC’), o qual já foi relatado na literatura  

(104,108–110,122). Em outras palavras, as espécies de Ag(II) são oxidadas a Ag(III), 

enquanto a Ag(III), por sua vez, oxida os aminoácidos, seguido da regeneração das espécies 

de Ag(II) na superfície do eletrodo. 

 

 

Figura 44 – Voltamogramas cíclicos de (A) alanina 1,0×10-3 mol L-1, (B) ácido aspártico 1,0×10-3 mol 
L-1, (C) ácido glutâmico 1,0×10-3 mol L-1, (D) glicina 1,0×10-3 mol L-1 e leucina 1,0×10-3 mol L-1 em 
solução de NaOH 0,10 mol L-1 (curvas vermelhas) sobre a superfície do AgNPs-RGO/GCE com 
velocidade de varredura de 100 mV s-1. 
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A Figura 45 apresenta os voltamogramas cíclicos do AgNPs-RGO/GCE em solução de 

NaOH 0,10 mol L-1 na ausência e presença de diferentes concentrações de solução de glicina 

na faixa de potencial de 0,65 a 0,90 V com velocidade de varredura de 100 mV s-1. Conforme 

apresentado na Figura 45, um aumento na concentração de glicina provoca um aumento 

gradual da corrente de pico anódico associada à oxidação das espécies de prata de baixa 

valência. Além disso, qualquer aumento na concentração de glicina provocou um aumento 

proporcional da corrente de pico anódico (inserção da Figura 45). Os mesmos resultados 

foram obtidos para aminoácidos alanina, ácido aspártico, ácido glutâmico e leucina, embora 

não sejam mostrados. 

 

 

Figura 45 – Voltamogramas cíclicos do AgNPs-RGO/GCE em solução de NaOH 0,10 mol L-1 na (a) 
ausência e presença de glicina 5,0×10-4 (b), 7,5×10-4 (c), 1,0×10-3 (d), 2,5×10-3 (e), 5,0×10-3 (f), (g) 
7,5×10-3 (g) e 1,0×10-2 mol L-1(h) com velocidade de varredura de 100 mV s-1. Inserido: Dependência 
da corrente de pico anódico em função da concentração de glicina.  

 

A Figura 46 apresenta curva típica de Tafel para a oxidação eletrocatalítica de glicina 

sobre a superfície do AgNPs-RGO/GCE com velocidade de varredura de 10 mV s-1. O 

coeficiente de transferência de elétrons (α) dos aminoácidos foi obtido através de gráficos do 

potencial (E) em função do logaritmo da densidade de corrente (Log j). O coeficiente angular 

obtido para cada curva é igual a 2,3RT/αF. Os valores de α calculados ficou entre 0,39 e 0,45 
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para a eletro-oxidação da alanina e ácido glutâmico, respectivamente. Na Tabela 10, são 

apresentados os valores de α calculados para os aminoácidos estudados. 

 

 

Figura 46 – Curva de Tafel do AgNPs-RGO/GCE em solução de NaOH 0,10 mol L-1 na presença de 
glicina 1,0×10-3 mol L-1 com velocidade de varredura de 10 mV s-1. 

 
Tabela 10 – Valores do coeficiente de transferência eletrônica (α), constante de velocidade 
eletrocatalítica (kcat) e coeficiente de difusão (D) para os aminoácidos estudados com o AgNPs-
RGO/GCE. 

Aminoácidos 
Coeficiente angular de Tafel 

(mV) 
α 

D 

(cm2 s-1) 

kcat 

(cm3 mol-1 s-1) 

Ácido aspártico  138 0,43 7,7×10-7 5,5×108 

Ácido glutâmico  152 0,39 1,1×10-7 1,4×108 

Alanina 162 0,37 2,9×10-7 2,2×108 

Glicina 133 0,44 1,7×10-7 3,7×108 

Leucina 130 0,45 2,1×10-7 2,8×108 

 

Os valores do coeficiente de difusão para os aminoácidos foram determinados a partir 

da equação de Randles-Sevcik para sistemas irreversíveis através do estudo da velocidade 

com concentrações dos aminoácidos de 1,0×10-3 mol L-1 de acordo com a equação a seguir: 

𝐼௉ = 2,99 × 10ହ𝛼଴,ହ𝐴௘𝐶∗𝐷଴,ହ𝜈଴,ହ               𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (14)  
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em que: A é a área superficial efetiva do eletrodo em cm2, C é a concentração dos 

aminoácidos em mol cm-3, D é o coeficiente de difusão em cm2 s-1 e ν é a velocidade de 

varredura em mV   s-1.  

O efeito da velocidade de varredura foi avaliado no intervalo de 10 a 700 mV s-1. A 

partir do coeficiente angular da corrente de pico anódico (Ipa) em função da raiz quadrada da 

velocidade de varredura (ν0,5), foi calculado o coeficiente de difusão dos aminoácidos. Na 

Figura 47 foi observado uma relação linear entre a ν0,5 e a Ipa, o que demonstra que um 

processo controlado por difusão é predominante durante a oxidação eletrocatalítica dos 

aminoácidos na faixa de 10 a 300 mV s-1.  

 

Figura 47 – Efeito da raiz quadrada da velocidade de varredura (ν0,5) nas correntes de picos anódicos 
dos aminoácidos 1,0×10-3 mol L-1 em solução de NaOH 0,10 mol L-1. 

 

As equações lineares e os coeficientes de correlação linear para os aminoácidos 

estudados são apresentados na Tabela 11. Na Tabela 10, são apresentados os valores dos 

coeficientes de difusão calculados a partir da equação de Randles-Sevcik; tais coeficientes 

variaram de 1,1×10-7 (alanina) a 7,7×10-7 cm2 s-1 (glicina). 
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Tabela 11 – Parâmetros obtidos a partir da relação linear entre a corrente de pico anódica e a raiz 
quadrada da velocidade de varredura (ν0,5).  

Aminoácidos 
Faixa linear 

(mV0,5 s0,5) 
Equação da regressão linear 

Coeficiente de 

correlação linear 

Ácido aspártico  

3,2 a 17,3 

y= 1,3×10-4x + 9,9×10-5 0,996 

Ácido glutâmico  y= 1,0×10-4x + 9,4×10-5 0,995 

Alanina y= 1,1×10-4x + 4,2×10-5 0,995 

Glicina y= 1,3×10-4x + 7,6×10-5 0,998 

Leucina y= 1,2×10-4x + 3,0×10-5 0,999 

 

As constantes de velocidade eletrocatalítica (kcat) em mecanismos EC’ da eletro-

oxidação dos aminoácidos sobre a superfície do AgNPs-RGO/GCE foram determinadas por 

amperometria sob um potencial de eletrodo de trabalho fixo adequado. A Figura 48 apresenta 

amperogramas de duplo salto do AgNPs-RGO/GCE na ausência (curva a) e na presença 

(curvas b-e) de leucina no intervalo de concentração de 5,0×10-4 a 2,5×10-3 mol L-1. Os saltos 

de potenciais aplicados foram 0,90 e 0,50 V, respectivamente. Os resultados mostram 

claramente que o processo de oxidação eletrocatalítica da leucina é irreversível. O mesmo 

resultado foi encontrado para os outros aminoácidos estudados. A amperometria foi utilizada 

para avaliar a constante catalítica da oxidação dos aminoácidos de acordo com a equação 

(110): 

𝐼௖௔௧

𝐼ௗ
=  𝜆଴,ହ ቈ𝜋଴,ହ𝑒𝑟𝑓(𝜆଴,ହ) +  

𝑒𝑥𝑝(−𝜆)

𝜆଴,ହ
቉  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (15) 

na qual Icat e Id  são as correntes na presença e ausência dos aminoácidos; λ= kcatCt é o 

argumento da função erro; kcat é a constante de velocidade eletrocatalítica; C é a concentração 

dos aminoácidos; e t é o tempo decorrido. Nos casos em que λ> 1,5, erf(λ0,5) é praticamente 

igual à unidade, e a equação acima pode ser reduzida para: 
ூ೎ೌ೟

ூ೏
=  𝜆଴,ହ𝜋଴,ହ =  𝜆଴,ହ(𝑘௖௔௧𝐶𝑡)଴,ହ            𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (16). 

A partir do coeficiente angular da reta obtido através da linearidade observada entre 

Icat/Id em função do t0.5, foi calculado a kcat para os aminoácidos (Fig. 48 (B)). Amperogramas 

similares foram obtidos para alanina, ácido aspártico, ácido glutâmico e glicina.  Na Tabela 

10, são apresentados os valores das constantes de velocidades catalíticas para os aminoácidos. 

Os resultados obtidos ficaram entre 1,4×108 (ácido glutâmico) e 5,5×108 cm3 mol-1 s-1 (ácido 

aspártico). 
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Figura 48 – (A) Amperogramas de duplo salto do AgNPs-RGO/GCE em solução de NaOH 0,10 mol 
L-1 com diferentes concentrações de leucina: (a) 0,0, (b) 5,0×10-4 (c) 7,5×10-4, (d) 1,0×10-3 e (e) 
2,5×10-3 mol L-1. Os saltos de potencial foram 0,90 V para oxidação e 0,50 V para redução. (B) 
Inserido: Dependência da Icat/Id em função do Tempo0,5 derivado a partir dos dados da curva b. 
 

4.3.7 Respostas amperométricas dos aminoácidos sobre a superfície do eletrodo 

modificado com óxido de grafeno reduzido contendo nanopartículas de prata 

  

Inicialmente, os efeitos dos potenciais aplicados na oxidação eletrocatalítica dos 

aminoácidos foram investigados usando amperometria sob agitação, pois essa técnica é muito 

mais sensível em comparação com a CV. A atividade eletrocatalítica realizada pelo AgNPs-

RGO/GCE foi estudada na faixa potencial de 0,60 a 1,0 V por injeção sucessiva de 

aminoácidos em solução de NaOH 0,10 mol L-1 sob agitação constante. A Figura 49 apresenta 

as respostas amperométricas do sensor a três incrementos sucessivos de soluções de 

aminoácidos 1,0×10-3 mol L-1 em potenciais aplicados na faixa estudada.  

Como pode ser observado, o eletrodo modificado apresentou bom desempenho 

eletrocatalítico para a eletro-oxidação dos aminoácidos em meio alcalino. Além disso, foi 



122 
 

 
 

observado que todos os analitos examinados exibiram aproximadamente o mesmo 

comportamento em função do potencial de detecção. A oxidação dos aminoácidos no eletrodo 

modificado iniciou-se a cerca de 0,70 V, passando por um aumento acentuado a potenciais 

mais positivos, com exceção do ácido aspártico submetido à oxidação a 0,80 V. Com base 

nesses resultados, foi selecionado 0,90 V como potencial de trabalho. 

 

 

Figura 49 – Estudo do potencial de oxidação dos aminoácidos glicina (a), alanina (b), ácido aspártico 
(c), ácido glutâmico (d) e leucina (e) em solução de NaOH  0,10 mol L-1 através da amperometria 
utilizando o AgNPs-RGO/GCE (n= 3). 
 

Medidas amperométricas foram realizadas aplicando potencial de detecção de 0,90 V 

utilizando o AgNPs-RGO/GCE por injeção sucessiva de aminoácidos (glicina, alanina, 

leucina, ácido aspártico e ácido glutâmico) em solução de NaOH 0,10 mol L-1 sob agitação. A 

Figura 50 apresenta amperogramas das adições consecutivas de glicina e alanina em meio 

alcalino obtidos a partir da utilização de sensor desenvolvido. Foi observado que as correntes 

de oxidação dos aminoácidos aumentaram rapidamente, atingindo 97% da corrente 

estacionária nos tempos de 2,2 (glicina), 2,0 (alanina), 3.1 (leucina), 1,6 (ácido aspártico) e 

1,3 s (ácido glutâmico).  

A resposta do eletrodo modificado é bastante rápida e proporcional à concentração dos 

aminoácidos. As curvas analíticas para alanina e glicina são ilustradas na inserção da Figura 

50. Como pode ser visto na Tabela 12, para os aminoácidos investigados, as correntes de 
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oxidação foram proporcionais às concentrações dos aminoácidos no intervalo de concentração 

de 1,0×10-5 a 1,0×10-3 mol L-1. Foi observada uma boa dependência linear com coeficiente de 

correlação de 0,999 para todos os analitos.  

O AgNPs-RGO/GCE pode ser utilizado como sensor amperométrico, uma vez que 

apresenta elevada sensibilidade para os aminoácidos variando entre 0,8 A mol-1 L (leucina) e 

2,4 A mol-1 L (alanina). Os limites de detecção (LOD, 3×SD/b) e quantificação (LOQ, do 

inglês Limit of Quantitation, 10×SD/b) foram calculados como 3 e 10 vezes o desvio padrão 

(SD) da equação da regressão linear dividido pelo coeficiente angular da curva de 

calibração(b), respectivamente. Os LODs calculados variaram de 7,1×10-6 mol L-1 para o 

ácido glutâmico a 8,7×10-6 mol L-1 para alanina e ácido aspártico, Tabela 12. 

 

 

Figura 50 – (A) Amperogramas obtidos para adições sucessivas de alanina (a) e glicina (b) em 
solução de NaOH 0,10 mol L-1 sob agitação utilizando o AgNPs-RGO/GCE com potencial de detecção 
de 0,90 V.  (B) Inserido: Curvas analíticas de alanina (a) e glicina (b) obtidas a partir dos 
amperogramas (A). 
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Tabela 12 – Parâmetros analíticos obtidos para a oxidação eletrocatalítica dos aminoácidos em uma solução de NaOH 0,10 mol L-1 sob agitação a partir da 
técnica de amperometria utilizando o AgNPs-RGO/GCE com potencial de detecção de 0,90 V. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A repetibilidade das respostas de corrente no AgNPs-RGO/GCE foi estimada por meio do desvio padrão relativo (RSD%) usando 

medidas amperométricas sextuplicadas de aminoácidos 1,0×10-3 mol L-1 em solução de NaOH 0,10 mol L-1 sob agitação, Tabela 12. O RSD 

encontrado variou entre 0,90% (ácido aspártico) e 3,0 (alanina) para as seis medidas realizadas, indicando excelente repetibilidade e precisão. A 

estabilidade do sensor desenvolvido também foi investigada. Após manter o sensor armazenado à temperatura ambiente durante 15 dias, a 

resposta de corrente da solução de glicina 5,0×10-3 mol L-1 apresentou uma diminuição de 3,6% em relação à corrente original.

Aminoácidos 
Faixa linear 

(mol L-1) 

Equação da 

regressão linear 

LOD  

(mol L-1) 

LOQ  

(mol L-1) 

Sensibilidade 

(A mol-1 L) 

Coeficiente de 

correlação linear 

RSD%  

(n= 6) 

Glicina 

1,0×10-5   

a 

1,0×10-3 

y= 2,1x + 5,4×10-5 7,9×10-6 2,6×10-5 2,1 0,999 2,8 

Alanina y= 2,4x + 5,2×10-5 8,7×10-6 2,9×10-5 2,4 0,999 3,0 

Leucina y= 0,8x + 1,9×10-5 8,4×10-6 2,8×10-5 0,8 0,999 2,1 

Ácido aspártico y= 1,1x + 2,4×10-5 8,7×10-6 2,9×10-5 1,1 0,999 0,9 

Ácido glutâmico y= 0,9x + 2,8×10-5 7,1×10-6 2,3×10-5 0,9 0,999 1,7 
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4.4  CONCLUSÕES PARCIAIS  

 

A modificação do eletrodo de carbono vítreo com óxido de grafeno reduzido contendo 

nanopartículas de óxido de prata foi realizada com sucesso. O eletrodo modificado foi 

utilizado com o objetivo de investigar a oxidação eletrocatalítica de aminoácidos incluindo 

glicina, alanina, leucina, ácido aspártico e ácido glutâmico em meio alcalino. O AgNPs-

RGO/GCE exibiu atividade eletrocatalítica através da mediação de Ag(III) como espécies 

ativas para todos os aminoácidos estudados. A elevada atividade catalítica, sensibilidade e 

estabilidade obtidas para o AgNPs-RGO/GCE nessa investigação tornam este eletrodo 

efetivamente promissor e adequado para a detecção confiável de aminoácidos.
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CAPÍTULO V. DETERMINAÇÃO DE AMINOÁCIDOS EM VINHAÇA DE CANA-

DE-AÇÚCAR POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA UTILIZANDO 

ELETRODO MODIFICADO COM ÓXIDO DE GRAFENO REDUZIDO CONTENDO 

NANOPARTÍCULAS DE NÍQUEL 

 

5.1 INTRODUÇÃO 

 

Os aminoácidos podem ser facilmente separados por HPLC, cromatografia de troca 

aniônica de alta eficiência (HPAEC, do inglês High Performance Anion-Exchange 

Chromatography) e eletroforese capilar (16,24–27,130–140). No entanto, a detecção destes 

analitos através de métodos tradicionais como espectrofotometria de absorção UV-VIS ou 

fluorescência, por exemplo, nem sempre é simples de se alcançar, dada a ausência de 

cromóforos e fluoróforos naturais em muitos aminoácidos, respectivamente. Como resultado, 

os métodos mais avançados exigem essencialmente algum tipo de derivatização pré ou pós-

coluna (16,25,26). A derivação é, contudo, muitas vezes afetada pela natureza da 

complexidade da matriz, o que tende a tornar o processo incompleto. 

Os métodos de detecção sem derivatização são conhecidos por usar condutividade, 

índice de refração, espalhamento de luz, nitrogênio quimioluminescente, ressonância 

magnética nuclear e espectrometria de massa (16). A detecção de condutividade não é 

seletiva, como tal, qualquer espécie pode gerar um sinal incluindo o eluente, embora alguns 

casos exijam o uso de supressão química (20). Os detectores índice de refração e dispersão de 

luz possuem menor sensibilidade de detecção, o que explica o uso limitado (16,141). O 

detector de quimioluminescência de nitrogênio inclui alta sensibilidade e especificidade, além 

disso, apresenta pouca seletividade (16).  

A ressonância magnética nuclear e a espectrometria de massas requerem uma 

preparação de amostra mais complexa, além de serem relativamente de alto custo para se 

realizar em comparação às outras técnicas. A detecção eletroquímica (ECD), geralmente 

operada em modo amperométrico, é combinada com HPAEC para determinação de 

aminoácidos sem derivatização (24–27,130–135). É importante ressaltar que os grupos amino 

dos aminoácidos podem ser desprotonados em meio básico. Assim, a aplicação de HPAEC 

com o uso direto de uma solução alcalina forte como fase móvel pode atender 

simultaneamente os requisitos de ECD e separação cromatográfica. 
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Os eletrodos convencionais, tais como platina e ouro, geralmente são empregados na 

detecção eletroquímica (24,131–135). No entanto, esses eletrodos podem ser lixiviados pela 

fase móvel e perder a atividade catalítica devido às espécies de adsorção na superfície. 

Alternativamente, eletrodos quimicamente modificados (CMEs) surgiram para superar essas 

falhas. Geralmente, os CMEs possuem maior área superficial, sensibilidade, seletividade e, o 

mais importante, estabilidade em comparação com eletrodos convencionais de metais quando 

se trata de análise HPAEC de aminoácidos em meio alcalino (25,26,31,130).  

Os metais de transição não nobres e seus óxidos, tais como cobalto (104,110), ferro 

(103), cobre (26,30) e níquel (25,31,130) têm atraído considerável interesse como materiais 

modificadores como resultado de suas propriedades eletrocatalíticas em meio alcalino em 

relação à oxidação de aminoácidos. 

Entre os vários materiais utilizados na modificação de eletrodos, o grafeno tem gerado 

uma maior atenção devido às suas propriedades ópticas, químicas e eletrônicas, além de sua 

ampla gama de aplicações em nanomateriais, nanotecnologia e sensores eletroquímicos 

(52,53). O grafeno é essencialmente uma monocamada bidimensional de átomos de carbono 

num favo de mel bem embalado. É dotado de muitas vantagens, incluindo propriedades 

térmicas e mecânicas excepcionais, excelente condutividade elétrica, capacidade rápida de 

transporte de elétrons e uma área de superfície grande que permite a imobilização de grandes 

quantidades de substâncias e nanopartículas (53–55,141).  

Além disso, as nanopartículas metálicas e seus óxidos foram amplamente estudados, 

devido às suas propriedades químicas e físicas, como melhor transporte de massa, catálise, 

maior área de superfície e controle efetivo do microambiente do eletrodo em comparação com 

eletrodos metálicos tradicionais (56–59).  

Em virtude de suas propriedades únicas, grafeno e nanopartículas de metais de 

transição não nobres têm sido considerados atraentes como novos materiais para o 

desenvolvimento de sensores eletroquímicos visando à detecção de aminoácidos. Até o 

momento, vários tipos de materiais funcionais, como nanopartículas de cobalto (CoNPs) 

(110), CoNPs em GO (104)  e nanopartículas de ferro em GO (103) foram aplicados para a 

determinação de aminoácidos. As nanopartículas de níquel (NiNPs) combinadas com 

eletrodos modificados com RGO podem fornecer um meio de melhorar a detecção de 

aminoácidos, e contribuir para aprimorar nosso conhecimento sobre este assunto no campo 

dos sensores e detectores. 
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No presente estudo, foi investigado o desempenho analítico do eletrodo de carbono 

vítreo modificado com óxido de grafeno reduzido contendo nanopartículas de níquel (NiNPs-

RGO/GCE) para a detecção de aminoácidos sem derivatização por HPAEC. A aplicação do 

novo método estabelecido usando a eletro-oxidação direta de aminoácidos sem derivatização 

na vinhaça de cana-de-açúcar foi realizada com NiNPs-RGO/GCE. 
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5.2 PARTE EXPERIMENTAL 

 
5.2.1 Reagentes e soluções 

 

Todas as soluções utilizadas nos experimentos eletroquímicos foram preparadas com 

reagentes de alto grau de pureza analítico e água deionizada ultrapura (MILLI-Q). Óxido de 

grafeno (GO, 4 mg mL-1), sulfato de níquel (II) hexahidratado (NiSO4.6H2O, 99%), ácido L- 

aspártico (C4H7NO4, ≥ 98%), ácido L-glutâmico (C5H9NO4, ≥ 99%), L-alanina (C3H7NO2, ≥ 

98%), glicina (C2H5NO2, ≥ 99%), L-leucina (C6H13NO2, ≥ 98%), hidróxido de sódio (NaOH, ≥ 

98%) e sulfato de sódio (Na2SO4, ≥ 99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, e ácido nítrico 

(HNO3, ≥ 65%) da Merck. 

 

5.2.2 Instrumentação 

 

Um potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT-30 controlado pelo software 

NOVA 1.11 foi utilizado para as medidas eletroquímicas, e as medidas de IES foram 

realizadas usando o módulo FRA. Os experimentos de CV e EIS foram realizados com uma 

célula eletroquímica convencional empregando o eletrodo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L-1) 

como eletrodo de referência, um fio de platina (0,3 mm × 4,0 cm) como eletrodo auxiliar e um 

eletrodo de carbono vítreo com 3,0 mm de diâmetro (GCE, área geométrica de 0,07 cm2) 

modificado com RGO contendo NiNPs (NiNPs-RGO/GCE) como eletrodo de trabalho. 

As espectroscopias Raman, XPS e EDX, e a SEM foram realizadas de acordo com a 

Seção 3.2.2 do Capitulo III.  As análises de microscopia eletrônica de transmissão (TEM, do 

inglês Transmission Electron Microscopy) e TEM de alta resolução (HRTEM, do inglês 

High-Resolution Transmission Electron Microscopy) foram realizadas em um microscópio 

eletrônico de transmissão (PHILIPS; modelo CM 200 SUPER TWIN). 

As medidas amperométricas pulsadas em fluxo contínuo foram realizadas utilizando 

um detector amperométrico Modelo IC (Metrohm) e uma célula eletroquímica Wall-Jet 

composta de um NiNPs-RGO/GCE (3,0 mm de diâmetro), eletrodo de referência (REF) de 

paládio (Pd) e um eletrodo de platina como eletrodo auxiliar (Esquema 3). Um 

microcomputador equipado com um software MagIC Net™, versão 3.1, possibilitou a 

aquisição e processamento dos cromatogramas.  

Experimentos cromatográficos foram realizados por um cromatógrafo de íons 850 

Professional IC Cation-HP-Gradient (Metrohm) com modulo extensor 872 (bomba C, pós-
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coluna) com um loop de 20 µL e um amostrador Compact Autosampler 863 (Metrohm). As 

separações cromatográficas dos aminoácidos foram realizadas em uma coluna de troca iônica 

Dionex®™ CarboPac™ PA1 (250 × 4 mm I. D., 10 µm, 10 Å) acoplada com uma pré-coluna 

CarboPac™ PA1 (50 × 4 mm I. D., 10 µm, 10 Å). A temperatura utilizada no forno da coluna 

foi de 32 ºC e no detector 36 ºC.  

 

 

Esquema 3 – Célula eletroquímica Wall-Jet utilizada nas medidas cromatográficas. 

 

5.2.3 Limpeza do eletrodo de carbono vítreo 

 

O GCE modificado foi imerso em ácido nítrico 20% por 5 min. Posteriormente, a 

superfície do GCE foi polida em uma suspensão de pó de alumina 0,3 μm e lavada 

abundantemente com água ultrapura. 

 

5.2.4 Modificação eletroquímica do eletrodo de carbono vítreo contendo óxido de grafeno 

com nanopartículas de níquel 

 

O GCE foi modificado com RGO a partir de uma suspensão de GO 0,50 mg mL-1 em 

Na2SO4 0,10 mol L-1 aplicando potencial de -1,4 V por 500 s. O eletrodo modificado obtido 

foi lavado com água ultrapura e seco à temperatura ambiente por 10 min. Em seguida, a 

eletrodeposição das NiNPs sobre a superfície do RGO/GCE foi otimizada. 

As NiNPs foram formadas em duas etapas. Na primeira, as NiNPs foram 

eletrodepositadas utilizando a técnica de amperometria a partir de uma solução de 

NiSO4.6H2O em Na2SO4 0,10 mol L-1. O potencial, o tempo e a concentração da solução de 

níquel utilizados na eletrodeposição foram otimizados.  

Glicina 



131 
 

 
 

Após a eletrodeposição, os eletrodos foram lavados com água ultrapura, secos e 

submetidos a varreduras sucessivas em uma solução de NaOH 0,10 mol L-1 no intervalo de 

potencial de 0,10 a 0,75 V com velocidade de varredura de 100 mV s-1 durante 30 ciclos. A 

resposta eletrocatalítica das modificações do RGO/GCE com NiNPs (NiNPs-RGO/GCE) foi 

avaliada com uma solução de glicina 1,0×10-3 mol L-1 em NaOH 0,10 mol.L-1 por CV. 

 

5.2.5 Condições cromatográficas  

 

As fases móveis foram preparadas a partir da mistura das soluções de NaOH e 

CH3COONa com água ultrapura. A força da eluição isocrática dos solventes e a velocidade do 

fluxo foram investigadas. As soluções estoques dos aminoácidos (1,3×10-1 mol L-1) foram 

preparadas nas concentrações das fases móveis otimizadas, e as curvas analíticas foram 

construídas. O LOD foi avaliado como uma relação sinal/ruído igual a 3 (S/N = 3) da menor 

concentração injetada. A faixa linear, sensibilidade amperométrica, coeficiente de correlação 

e repetibilidade dos analitos também foram avaliadas. A validação do método foi realizada 

através do método de adição padrão conforme descrito na Seção 5.2.6. 

 

5.2.6 Preparação da amostra 

 

A amostra de vinhaça de cana-de-açúcar foi obtida a partir de uma indústria de açúcar 

e álcool. Inicialmente, a amostra foi centrifugada a 4000 rpm durante 20 min visando à 

remoção das partículas sólidas presentes na mesma. Em seguida, o sobrenadante foi recolhido 

e filtrado (filtros 5,0, 0,47 e 0,22 μm da Millipore).  

Antes de ser injetada na coluna, a amostra foi diluída com água ultrapura nas 

proporções de 1:100 para a determinação de alanina, leucina e glicina, e de 1:10 para a 

quantificação dos ácidos aspártico e glutâmico. O método de adição padrão foi utilizado para 

determinar a concentração dos aminoácidos presentes nas amostras. Três concentrações 

diferentes de alanina, glicina, leucina (2,5×10-4, 5,0×10-4 e 7,5×10-4 mol L-1), ácido aspártico e 

ácido glutâmico (2,5×10-5, 5,0×10-5 e 7,5×10-5 mol L-1) foram injetadas nas amostras. 
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.3.1 Comportamento eletroquímico do níquel sobre a superfície do eletrodo modificado 

com óxido de grafeno reduzido 

 

Inicialmente, foi realizado um estudo acerca do comportamento do níquel sobre a 

superfície do RGO/GCE. O eletrodo modificado foi imerso em uma solução de sulfato de 

níquel 5,0×10-3 mol L-1 em sulfato de sódio 0,10 mol L-1. Uma varredura cíclica foi realizada 

na faixa de potencial entre -1,6 e 0,75 V com velocidade de varredura de 10 mV s-1. O 

voltamograma resultante é apresentado na Figura 51.  

No voltamograma cíclico, foram observados dois picos, um catódico na varredura 

direta (P1) e um anódico na varredura reversa (P2), Figura 51. O pico catódico é referente à 

eletrodeposição do níquel metálico na superfície do RGO/GCE em -1,0 V com corrente de 

pico de 159,9 µA, Equação 17. O pico anódico em aproximadamente -0,52 V com corrente de 

pico anódico de 8,6 µA é referente à oxidação do níquel (0) metálico em oxidação de níquel 

(II) na superfície do eletrodo em meio de sulfato de sódio, Equação 18 (142).  

𝑁𝑖ଶା +  2𝑒ି  → 𝑁𝑖଴                                  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (17)  

𝑁𝑖 +  𝐻ଶ𝑂 → 𝑁𝑖𝑂 + 2𝐻ା + 2𝑒ି           𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (18)  

 

Figura 51 – (A) Voltamograma cíclico de uma solução de sulfato de níquel 5,0×10-3 mol L-1 em 
sulfato de sódio 0,10 mol L-1 sobre a superfície do RGO/GCE com velocidade de varredura de 10 mV 
s-1. (B) Inserido: Ampliação do voltamograma. 
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5.3.2 Otimização da eletrodeposição de níquel 

 

A formação das NiNPs na superfície do eletrodo é influenciada diretamente pelo 

potencial (E), tempo e concentração do sal (CNiSO4) utilizados na eletrodeposição. Estes fatores 

influenciam diretamente no tamanho, características morfológicas, atividade eletrocatalítica 

das nanopartículas e propriedades físico-químicas das NPs. O potencial de redução afeta a 

forma das nanopartículas preparadas. O tempo permite a possibilidade de controlar o tamanho 

e a cobertura de nanoestruturas eletrodepositadas. A concentração do sal de níquel na solução 

influência diretamente o tamanho, assim como o tempo e a quantidade de NPs 

eletrodepositadas na superfície do eletrodo (56,121). Além disso, para conduzir a nucleação 

homogênea das NPs em solução após a eletrodeposição é importante produzi-las em uma 

elevada concentração de hidroxilas, evitando, assim, a agregação das NPs durante a etapa de 

conversão (oxidação) das NPs metálica em NPs oxidadas. 

  A quantidade de NiNPs na superfície do RGO/GCE pode ser estimada através do 

excesso superficial (Γ) calculado a partir do amperograma da carga (Q) eletrodepositada de 

níquel sobre a superfície do RGO/GCE, Equação 19. 

Γ =
𝑄

𝑛𝐹𝐴௘
                                  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (19) 

em que o excesso superficial (Γ) foi calculado como uma concentração em mol cm-2, o 

número de elétrons (n) envolvidos na reação é 2 (Equação 17), área superficial efetiva (Ae) do 

RGO/GCE de 1,2 cm2 (Cálculo apresentado na Seção 3.3.5), constante de Faraday (F) 96485 

(C mol-1), e a carga (Q) em Coulomb (C) foi obtida a partir do amperograma da carga 

eletrodepositada de níquel. 

A Figura 52 apresenta a otimização do processo de eletrodeposição das NiNPs na 

superfície do RGO/GCE. Nas Figuras 52 (A-C), são apresentados os Γ (-■-) na superfície do 

RGO/GCE e as respostas eletrocatalíticas (ΔI= corrente do pico anódico na presença de 

glicina – corrente de pico anódico na ausência de glicina) das modificações (-●-) em função 

do potencial de eletrodeposição (E), tempo de eletrodeposição e concentração do sulfato de 

níquel (CNiSO4). 

Na Figura 52 (A), foi avaliado o efeito do potencial de eletrodeposição sobre a 

quantidade de nanopartículas de níquel depositadas na superfície do RGO/GCE. As 

nanopartículas foram eletrodepositadas na superfície do RGO/GCE a partir de uma solução 

precursora de NiSO4 2,0×10-2 mol L-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1, tempo de eletrodeposição de 

120 s e os potenciais estudados foram de -1,0 a -1,6 V. A Figura 52 (A – Curva a) mostra a 
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variação do Γ com o potencial de redução. Foi observado que à medida que o potencial de 

eletrodeposição aumenta de -1,0 a -1,6 V, a quantidade de NiNPs depositado na superfície do 

RGO/GCE aumenta de 4,3×10-5 a 1,1×10-3 mol cm-2, ou seja, há um aumento na espessura do 

filme de NiNPs eletrodepositado na superfície do RGO/GCE. 

A fim de elucidar a relação entre a atividade eletroquímica das NiNPs e a eletro-

oxidação dos aminoácidos, foi investigada a oxidação eletroquímica da glicina na superfície 

NiNPs-RGO/GCE preparados nos diferentes potenciais avaliados. A CV foi utilizada para 

estudar a oxidação da glicina no intervalo de potencial entre 0,20 a 0,75 V com velocidade de 

varredura de 100 mV s-1. Primeiro, foi registrado um voltamograma do NiNPs-RGO/GCE na 

solução de NaOH 0,10 mol L-1 (eletrólito suporte); posteriormente, foi registrado outro 

voltamograma em uma solução de glicina 1,0×10-3 mol L-1 em NaOH 0,10 mol L-1. A 

diferença da corrente (ΔI) entre o pico anódico na ausência e na presença de glicina foi 

considerada a resposta das modificações, Figura 53.  

 

 

Figura 52 – Otimização da eletrodeposição das NiNPs na superfície do RGO/GCE (n= 3). Curvas do 
excesso superficial (Γ, -■-) e as respostas eletrocatalíticas (ΔI, -●-) das modificações na presença de 
glicina 1,0×10-3 mol L-1 em função do (A) potencial de eletrodeposição, (B) tempo de eletrodeposição 
e (C) concentração de sulfato de níquel (CNiSO4). 
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Figura 53 – Voltamogramas cíclicos na (a) ausência e (b) presença de glicina 1,0×10-3 mol L-1 em 
NaOH 0,10 mol L-1 empregando o NiNPs-RGO/GCE com velocidade de varredura de 100 mV s-1. 

 

A Figura 52 (A – Curva b) mostra a variação da resposta dos eletrodos modificados 

em função do potencial de redução. Diferentemente do que ocorre na superfície do 

RGO/GCE, onde a glicina não apresenta nenhuma resposta, na superfície do NiNPs-

RGO/GCE a glicina foi facilmente oxidada, e uma corrente de oxidação foi observada, 

indicando que as NiNPs exibem atividade eletrocatalítica para a oxidação da glicina. Foi 

observado que a corrente de oxidação da glicina aumenta consideravelmente quando os 

potenciais mudam de -1,0 a -1,1 V. Quando os potenciais são reduzidos ainda mais de -1,2 a -

1,6 V, a corrente de oxidação da glicina diminuí drasticamente e permanece praticamente 

estável. Assim, o potencial de -1,1 V utilizado para a eletrodeposição das NiNPs apresentou a 

melhor performance para oxidação da glicina devido, provavelmente, ao menor tamanho e ao 

melhor arranjo espacial das NiNPs na superfície do RGO/GCE. 

A influência do tempo de eletrodeposição sobre a quantidade das NiNPs depositadas 

na superfície do RGO/GCE e a resposta da atividade eletroquímica dos eletrodos modificados 

são apresentadas na Figura 52 (B). As modificações foram realizadas a partir de uma solução 

precursora de NiSO4 2,0×10-2 mol L-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1, potencial de -1,1 V e os 

tempos de eletrodeposição estudados foram de 5 a 240 s. A Figura 52 (B – Curva c) apresenta 

o Γ em função do tempo de eletrodeposição. Foi observada uma linearidade na quantidade de 

NiNPs depositada com o tempo de eletrodeposição de 5 a 180 s, indicando o aumento da 
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quantidade de NiNPs de 2,1×10-5 a 1,2×10-4 mol cm-2, respectivamente. A partir de 180 s, a 

quantidade de NiNPs eletrodepositada na superfície do RGO/GCE permanece constante. 

A corrente de oxidação da glicina em função do tempo de eletrodeposição das NiNPs 

na superfície do RGO/GCE é apresentada na Figura 52 (B – Curva d). Foi observado que a 

corrente de oxidação da glicina tem um ganho considerável quando o tempo de 

eletrodeposição aumenta de 5 a 120 s. Estes resultados indicam uma elevada atividade 

eletroquímica dos eletrodos modificados nesses tempos de eletrodeposição. A partir de 120 s, 

a corrente de oxidação da glicina na superfície do NiNPs-RGO/GCE permanece praticamente 

constante até 240 s. Isso ocorre porque as NiNPs formadas a partir de 120 s aumentam de 

tamanho e começam a perder as propriedades de NPs. Consequentemente, a atividade 

eletroquímica das NiNPs na oxidação da glicina deixa de ser evidente, podendo até diminuir a 

atividade eletroquímica a partir de 240 s (56). As NiNPs formadas em 120 s apresentaram a 

melhor atividade eletroquímica para oxidação da glicina. Contudo, as NPs formadas nesse 

tempo de eletrodeposição podem estar no limite de formação das NPs e deixando de ser NPs. 

Sendo assim, foi selecionado o tempo de eletrodeposição de 90 s para garantir que haja a 

formação das NiNPs na superfície do RGO/GCE.  

O efeito da concentração da solução de NiSO4 utilizada como solução precursora das 

NiNPs e a resposta da corrente de oxidação da glicina nos eletrodos modificados são 

apresentados na Figura 52 (C). As modificações foram realizadas aplicando potencial de -1,1 

V, tempo de eletrodeposição de 90 s, e as concentrações de NiSO4 utilizadas foram de 1,0×10-

2 a 4,0×10-2 mol L-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1. O Γ em função da concentração da solução de 

NiSO4 são apresentadas na Figura 52 (C – Curva e). Foi observado que o aumento da 

concentração da solução de NiSO4 de 1,0×10-2 a 3,0×10-2 mol L-1 proporcionou um 

crescimento linear do Γ de 5,1×10-5 a 1,1×10-4 mol cm-2, respectivamente. Após a 

concentração de 3,0×10-2 mol L-1, o crescimento das NiNPs permaneceu praticamente estável 

sobre a superfície do RGO/GCE.  

A resposta da oxidação da glicina para as NiNPs eletrodepositadas em diferentes 

concentrações de NiSO4 é apresentada na Figura 52 (C – Curva f). A corrente de oxidação da 

glicina aumenta significativamente com o aumento da concentração de NiSO4 de 1,0×10-2 a 

2,0×10-2 mol L-1; a partir de 3,0×10-2 mol L-1, a resposta do analito permanece constante. 

Esses resultados indicam que as NiNPs preparadas sobre a superfície do RGO/GCE até a 

concentração de NiSO4 2,0×10-2 mol L-1 possuem alta atividade eletroquímica sobre a 

oxidação da glicina devido às propriedades de nanomaterial. Concentrações acima 2,0×10-2 
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mol L-1 propiciam a formação de NiNPs maiores, o que provoca a diminuição das 

propriedades do nanomaterial. Portanto, a solução de NiSO4 2,0×10-2 mol L-1 foi selecionada 

como a melhor solução precursora para o preparo das NiNPs na superfície do RGO/GCE.  

Após a determinação das melhores condições para a eletrodeposição das NiNPs sobre 

a superfície do RGO/GCE, um voltamograma cíclico do NiNPs-RGO/GCE em NaOH 0,10 

mol L-1 foi registrado no intervalo de potencial entre 0,75 e -1,6 V com velocidade de 

varredura de 10 mV s-1, Figura 54. No voltamograma, foram observados um pico anódico 

(PA) e dois picos catódicos (PC) no intervalo de potencial estudado. Os PC1 e PC2 são 

atribuídos à redução das espécies de Ni(III) a Ni(II) em 0,42 V e de Ni(II) a Ni(0) em -0,42 V, 

respectivamente. O PA1 é atribuído à oxidação das espécies de Ni(II) a Ni(III) em 0,54 V, 

Figura 54. 

 

 

Figura 54 – Voltamograma cíclico do NiNPs-RGO/GCE em NaOH 0,10 mol L-1 com 
velocidade de varredura de 10 mV s-1. 

 

O NiNPs-RGO/GCE otimizado foi submetido a sucessivos voltamogramas cíclicos no 

intervalo de potencial entre 0,10 e 0,75 V com velocidade de varredura de 100 mV s-1 em 

solução de NaOH 0,10 mol L-1 a fim de investigar a oxidação das NPs metálicas de níquel 

sobre a superfície do RGO/GCE, Figura 55. No primeiro voltamograma cíclico, inicia-se o 

processo de oxidação das nanopartículas, Figura 55 (Curva a). O pico observado em 0,62 V é 

referente à oxidação de Ni (II) a Ni (III) e o pico em 0,38 V é da redução de Ni (III) a Ni (II).  
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Figura 55 – Voltamogramas cíclicos sucessivos da passivação do NiNPs-RGO/GCE em 
NaOH 0,10 mol L-1 com velocidade de varredura de 100 mV s-1: (a) 1º Ciclo; (b) 2º Ciclo; (c) 
5º Ciclo; (d) 10º Ciclo; (e) 15º Ciclo; (f) 20º Ciclo; (g) 25º Ciclo; e (h) 30º Ciclo. 

 

O crescimento do óxido/hidróxido de níquel continua nos ciclos subsequentes, e os 

picos anódicos e catódicos se estabilizam em 0,58 e 0,38 V, respectivamente. Além disso, as 

intensidades das correntes dos picos anódico e catódico foram se estabilizando com a 

realização dos ciclos sucessivos de potencial, sendo necessários 30 ciclos até atingir a 

estabilização das correntes. Foi observado, também, que a razão entre as correntes de pico 

anódico e pico catódico (Ipa/Ipc) aumenta com o número de cíclicos realizados, e a variação 

dos potenciais (ΔEp) catódicos (Epc) e anódicos (Epa) fica estável a partir do décimo ciclo, 

Tabela 13.  

Assim, é possível concluir que as melhores condições para a modificação do 

RGO/GCE com NiNPs foram potencial de -1,1 V, tempo de eletrodeposição de 90 s, 

concentração de NiSO4 de 2,0×10-2 mol L-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1 e 30 voltamogramas 

ciclos sucessivos no intervalo de potencial entre 0,10 e 0,75 V em solução de NaOH 0,1 mol 

L-1, uma vez que são necessários para oxidação e para estabilizar as NiNPs na superfície do 

RGO/GCE. 
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Tabela 13 – Parâmetros eletroquímicos dos voltamogramas cíclicos sucessivos da oxidação das 
NiNPs-RGO/GCE em NaOH 0,10 mol L-1 com velocidade de varredura de 100 mV s-1. 

Voltamograma Epa/V Ipa/µA Epc/V Ipc/µA Ipa/Ipc ΔEP 

1º 0,62 395,9 0,38 -422,2 0,94 0,24 

2º 0,59 472,3 0,38 -415,1 1,1 0,21 

5º 0,59 521,9 0,38 -388,9 1,3 0,21 

10º 0,58 520,5 0,38 -366,4 1,4 0,20 

15º 0,58 521,4 0,38 -361,6 1,4 0,20 

20º 0,58 521,8 0,38 -358,1 1,5 0,20 

25º 0,58 524,6 0,38 -355,2 1,5 0,20 

30º 0,58 525,9 0,38 -351,8 1,5 0,20 

 

5.3.3 Caracterização eletroquímica do eletrodo modificado com óxido de grafeno 

reduzido contendo nanopartículas de níquel  

 

A EIS é amplamente utilizada para obter informações sobre a transferência de elétrons 

entre o eletrólito e a superfície do eletrodo. A caracterização por EIS foi realizada com uma 

solução de K3[Fe(CN)6] 1,0×10-2 mol L-1 em KCl 0,10 mol L-1, que foi empregado como 

sonda redox no intervalo de frequência de 0,10 Hz a 100 kHz, sob amplitude de 5,0 mV e 

potencial aplicado de 0,22 V, Figura 56. 

A Figura 56 (A) apresenta os diagramas EIS dos GCE sem modificação e NiNPs-

RGO/GCE.  Os diagramas apresentam uma região linear na região de baixa frequência, 

indicando que há resistência Warburg limitando a difusão no processo eletroquímico, e um 

semicírculo de transferência de elétrons na região de alta frequência que podem ser usados 

para descrever as propriedades de interface do eletrodo. 

O circuito de Randles foi utilizado como circuito equivalente para os dados de EIS. O 

circuito consiste em uma resistência à solução (Rs), resistência à transferência de carga (Rct), 

elemento de fase constante (CPE) e impedância de Warburg (W) em paralelo, Figura 56 (B).  

Na Figura 56 (A), foi observado que a resistência à transferência de elétrons na 

superfície do NiNPs-RGO/GCE (Rct= 153 Ω) diminuiu aproximadamente 4,8 vezes em 

comparação com o GCE não modificado (Rct= 738 Ω). Os resultados obtidos confirmam o 

sucesso da modificação do eletrodo com RGO e NiNPs, além da melhoria observada na 

transferência de elétrons. 
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Figura 56 – (A) Diagramas de EIS dos GCE sem modificação (a) e NiNPs-RGO/GCE (b) com as 
linhas solidas vermelha (a) e preta (b) correspondentes as simulações dos dados experimentais. (B) 
Circuito eletroquímico equivalente utilizado para ajustar os diagramas de EIS. 
 

5.3.4 Caracterização superficial do eletrodo modificado com óxido de grafeno reduzido 

contendo nanopartículas de níquel 

 

As morfologias do GCE sem modificação, RGO/GCE e NiNPs-RGO/GCE foram 

caracterizadas por SEM, EDX, Raman, XPS, TEM e HRTEM. Na Figura 57, são 

apresentadas as imagens de SEM dos eletrodos sem modificação e modicados. A modificação 

do GCE com RGO e NiNPS foi confirmada por imagens de SEM, como mostrado na Figura 

57. 

A Figura 57 (A) apresenta o GCE sem modificação, e as Figuras 57 (B-F) apresentam 

a modificação da superfície do GCE com RGO (Figura 57, C), NiNPs metálicas (NiMNPs, 

Figura 57, C e D) e nanopartículas de níquel oxidadas (NiNPs, Figura 57, E e F) nas 

condições otimizadas em baixa e alta resolução. Na Figura 57 (B), é observada a natureza 

rugosa das folhas de RGO em uma distribuição aleatória que é altamente favorável a 

modificações com as NiNPs, além de contribuir com o aumento da área superficial do GCE. 

Ainda, nas Figuras 57 (C-F), são observados pontos claros sobre a superfície do RGO, 

indicando que as NiMNPs e as NiNPs estão dispersas de forma homogênea sobre toda a 

superfície e ocupam densamente as folhas de RGO. 



141 
 

 
 

C D 

E F 

A B 

 

 
Figura 57 – Imagens de SEM do (A) GCE sem modificação, (B) RGO/GCE, RGO/GCE modificado 
com nanopartículas metálicas (NiMNPs) de níquel em (D) baixa e (E) alta resolução, e RGO/GCE 
modificado com nanopartículas de níquel oxidadas (NiNPs) em (F) baixa e (G) alta resolução.  

 

A partir das imagens de SEM (Figura 57, D e E), foram obtidos histogramas das 

NiMNPs e NiNPs sobre a superfície do eletrodo modificado com RGO, os quais são 

apresentados na Figura 58. As NiMNPs eletrodepositadas sobre a superfície do RGO/GCE 

exibem tamanhos entre 1 e 76 nm (300 nanopartículas foram contadas), e diâmetro médio de 
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32 ± 16 nm, Figura 58 (A). Foi observado que as nanopartículas aumentaram de tamanho após 

passarem pelo processo de oxidação em meio alcalino e apresentaram tamanhos de 11 a 121 

nm, com tamanho médio de 46 ± 20 nm (300 nanopartículas foram contadas), Figura 58 (B).  

 

 

Figura 58 – Histogramas apresentando as destruições das (A) NiMNPs e (B) NiNPs sobre a superfície 
do RGO/GCE. 
 

Foram realizadas análises de EDX para verificar a composição do RGO/GCE 

modificado com NiMNPs e NiNPs. Os espectros obtidos são apresentados na Figura 59. Picos 

de carbono (C), oxigênio (O) e níquel (Ni) foram observados nas superfícies dos eletrodos 

modificados. Esses resultados confirmam a modificação do RGO/GCE com NiNPs. 

 

 

Figura 59 – Espectros de EDX do eletrodo de carbono vítreo modificado com óxido de grafeno 
reduzido contendo (A) NiMNPs e (D) NiNPs. 
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A superfície do RGO/GCE modificado com NiMNPs e NiNPs foi caracterizada por 

espectroscopia Raman para demonstrar o efeito das modificações na superfície do eletrodo. 

Os espectros de espalhamento Raman para os eletrodos modificado com NiMNPs e NiNPs 

são apresentados na Figura 60. Os espectros dos eletrodos modificados apresentam um pico 

de banda D em ~1328 cm-1 correspondente à presença de defeitos, tais como a ruptura na 

ligação sp2, a formação de rugas e a presença de grupos funcionais, e outro pico de banda G 

em ~1600 cm-1 atribuída à desordem no sistema de carbono hibridizado sp2. 

Outras bandas menos intensas em ~2659 e ~2930 correspondentes às bandas 2D 

(processo de dupla ressonância que conecta fônons a estrutura da banda eletrônica) e D+G 

(defeitos pontuais plano basal das arestas do grafeno), respectivamente (82,99,143). 

A razão ID/IG do eletrodo modificado com NiMNPs foi de 1,3, quando as 

nanopartículas foram oxidadas. A razão ID/IG aumentou para 1,5 devido ao aumento do 

tamanho das nanopartículas que provocam maior rugosidade superficial ao eletrodo 

modificado, as quais são maiores do que no RGO/GCE (1,1). 

 

Figura 60 – Espectro RAMAN do eletrodo modificado com óxido de grafeno reduzido contendo (A) 
NiMNPs e (D) NiNPs. 

 

A modificação do RGO/GCE com NiNPs foi caracterizada por XPS para estudar a 

oxidação do níquel nessa superfície, Figura 61. O espectro exploratório (0 a 1490 eV) da 

análise é apresentado na Figura 61 (A). No espectro exploratório do NiNPs-RGO/GCE, foram 

observados sinais de oxigênio, carbono e níquel com energias de ligações em 25,6 (O 2s), 

70,1 (Ni 3p), 144,9 (Ni 2s), 285,1 (C 1s), (O 1s), 858,2 (Ni 2p3/2) e 879,0 (Ni 2p1/2) eV.  

A análise de XPS mostrou a presença Ni 3p, C 1s e O 1s com proporções atômicas de 

8,4, 60,6 e 29,9 %, respectivamente, confirmando a modificação da superfície do GCE com 
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RGO e NiNPs. No decorrer deste estudo, as regiões de Ni 2p3/2, O 1s e C 1s foram coletadas e 

analisadas individualmente.  

 

Figura 61 – (A) Espectros exploratório e de alta resolução de XPS das regiões de (B) O 1s, (C) C 1s 
e (D) Ni 2p3 com suas deconvoluções para o NiNPs-RGO/GCE. 

 

O espectro de alta resolução da região de O 1s pôde ser deconvoluído em quatro 

componentes correspondentes aos átomos de oxigênio com energias de ligações em 530,6 (C-

O-Ni), 531,4 (C=O/Ni-O), 533,1 (C-O) e 534,5 (O-C=O) eV, e uma componente Auger Na 

sobreposta com O 1s em 535,6 (Na KLL) eV que pode ser do NaOH utilizado na oxidação 

das NiNPs, Figura 61(B). O pico localizado em 530,6 eV é atribuído à formação da ligação de 

C-O-Ni a partir da quebra das ligações dos grupos epóxi (C-O-C) e hidroxila (C-OH) para 

formar uma ligação entre as NiNPs e o RGO (144).  

O espectro de alta resolução da região de C 1s foi deconvoluído em seis componentes, 

Figura 61 (C), que foram associadas a diferentes formas de oxidação e hibridizações do 

carbono com energias de ligações em 284,4 (CCaromático; 39,4 %), 285,4 (C-H; 10,4 %), 286,5 
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(C-O,19,0 %), 287,9 (C=O; 14,7 %), 289,1 (O-C=O; 10,7 %) e 291,2 (pico satélite shake-up 

π→π*; 5,9 %) eV com suas respectivas proporções atômicas (82,88).  

A energia de ligação do pico Ni 2p3/2 (858,2 eV) é diferente de outras reportadas para 

Ni(OH)2 (855,6 eV), NiO (853,7 eV), NiS (853,1 eV) e Ni (852,6 eV) (99,145). A 

deconvolução do espectro de alta resolução da região de Ni 2p3/2 apresentou uma estrutura 

complexa e gerou três picos com energias de ligações em 854,9, 856,1 e 857,9 eV, e picos 

satélites com altas energias de ligações em 859,8, 863,1 e 865,7 eV, respectivamente, Figura 

61 (D). Esses picos satélites podem ser atribuídos a excitações multielétrons (picos shake-up). 

O espectro não apresentou um pico ombro em 852,6 eV, atribuído a níquel metálico 

(99,145,146),  logo, está espécie não está presente na superfície do eletrodo modificado. Os 

picos com energias de ligações em 854,9 eV são atribuídos, respectivamente, a NiO (145) e 

NiOOH (147). O pico com energia de ligação em 856,1 eV possui energia de ligação diferente 

do que em níquel metálico (855,3 eV) (145), filme de níquel (855,7 eV) (147), níquel em GO 

(855,5 e 855,7 eV) (101,148), níquel em esferas de GO (854,2 eV) (146) e níquel em RGO 

(855,2 eV) (99). Portanto, esse resultado sugere que as nanopartículas de níquel sobre a 

superfície do eletrodo modificado podem ser de Ni2O3 (856,1 eV) (149,150).  

A análise quantitativa de XPS a partir dos espectros de alta resolução na região de C1s 

do NiNPs-RGO/GCE mostrou que a concentração de oxigênio aumentou de 21,2 at.% 

(RGO/GCE) para 44,4 at.% (NiNPs-RGO/GCE), e a concentração de carbono diminuiu de 

78,8 at.% (RGO/GCE) para 55,6 at.% (NiNPs-RGO/GCE). A razão atómica O/C do NiNPs-

RGO/GCE (0,80 %) aumentou aproximadamente três vezes em comparação com RGO/GCE 

(0,27 %) após a modificação do RGO/GCE com as NiNPs. Esses resultados indicam que o 

aumento da concentração de oxigênio na superfície do RGO/GCE deve provir, 

principalmente, da mistura dos óxidos NiO e Ni2O3.  

Para elucidar a estrutura e morfologia da superfície do NiNPs-RGO/GCE, foram 

realizadas análises de TEM e HRTEM, Figura 62. A partir da imagem de TEM, foi observado 

que as nanopartículas de níquel estão ancoradas no RGO, Figura 62 (A). Além disso, a 

imagem de HRTEM indica claramente que as NiNPs estão envolvidas pelo RGO formando 

uma espécie de nanopartículas core-shell, Figura 62 (B). A natureza cristalina das NiNPs foi 

confirmada utilizando padrões de difração de elétrons da área selecionada, Figura 62 (C). A 

imagem ampliada da Figura 62 (C) revela franjas de rede cristalina com espaçamento 

interplanar de 0,19 nm correspondente aos planos (112) do Ni2O3(151). Esses resultados 
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indicam que as nanopartículas formadas na superfície do RGO/GCE é predominantemente 

formada por NPs de Ni2O3 corroborando com os resultados obtidos nas análises de XPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 62 – Imagens de (A) TEM e (B) imagens HRTEM do composto NiNPs/RGO, (C) imagem 
ampliada da área quadrada e (D) padrão de difração cristalina de uma NiNPs. 
 

5.3.5 Estudo do comportamento dos aminoácidos em solução alcalina 

 

Um estudo comparativo sobre o comportamento eletroquímico de diferentes eletrodos 

foi realizado, usando CV, em solução aquosa de NaOH 0,10 mol L-1 no intervalo de potencial 

de 0,10 a 0,80 V com velocidade de varredura de 100 mV s-1 . Os voltamogramas cíclicos 

resultantes são apresentados na Figura 63. 

 Na Figura 63, não foram observados picos redox na GCE sem modificação (Curva a) 

e RGO/GCE (Curva c). No entanto, RGO/GCE apresentou maior corrente de fundo, 

indicando que a área superfície ativa aumentou devido ao RGO. Quando GCE (Figura 63, 

curva b) e RGO/GCE (Figura 63, curva d) foram modificados com NiNPs, um par de picos 

redox bem definidos foi obtido nos voltamogramas cíclicos dos eletrodos modificados.  

O potencial do pico anódico (Epa) observado em aproximadamente 0,49 V, e o 

potencial de pico catódico (Epc) em torno de 0,38 V são atribuídos ao par redox Ni(II)/Ni(III) 

NiNPs 

RGO 

0,19 nm 

A B 

C D 
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no NiNPs/GCE em meio alcalino. O par de picos redox apresentou separação de picos (ΔEp) 

de aproximadamente 0,11 V no NiNPs/GCE, Figura 63 (Curva b).  

O NiNPs-RGO/GCE apresentou um par de picos redox com Epa de 0,57 V, Epc de 0,32 

V, ΔEp de 0,25. Os picos apresentaram maiores correntes de pico anódico e catódico, e são 

mais largos do que no NiNPs/GCE, Figura 63 (curva d). A Ipa do NiNPs-RGO/CGE foi 3,2 

vezes mais elevada do que a do NiNPs/GCE, um ganho de corrente que pode ser atribuído a 

maior área superficial, condutividade, uma quantidade de carga aumentada do 

eletrocatalisador (NiNPs) no suporte de RGO e melhores propriedades eletrocatalíticas em 

NiNPs-RGO/GCE. O mecanismo de formação das nanopartículas com as reações químicas e 

eletroquímicas em condições alcalinas foi resumido no esquema a seguir (152,153): 

𝑁𝑖଴ + 𝐻ଶ𝑂 → 𝑁𝑖𝑂 + 2𝐻ା + 2𝑒ି                     𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (20) 

𝑁𝑖𝑂 + 𝑂𝐻ି ⇄ 𝑁𝑖𝑂(𝑂𝐻) + 𝑒ି                          𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (21) 

2𝑁𝑖𝑂 + 2𝑂𝐻ି ⇄ 𝑁𝑖ଶ𝑂ଷ + 𝐻ଶ𝑂 + 2𝑒ି                   𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (22) 

 

Figura 63 – Voltamogramas cíclicos obtidos dos (a) GCE sem modificação, (b) NiNPs/GCE, (c) 
RGO/GCE e (d) NiNPs-RGO/GCE em solução de NaOH 0,10 mol L-1 com velocidade de varredura de 
100 mV s−1. 

 

A eletro-oxidação de aminoácidos foi investigada por CV utilizando o NiNPs-

RGO/GCE em NaOH 0,10 mol L-1. Foi observado que o RGO/CGE modificado com NiNPs 

na presença dos aminoácidos 5,0×10-3 mol L-1 apresentou um ganho de corrente significativo 

no pico anódico em comparação com eletrodo modificado na ausência dos aminoácidos 
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(NaOH 0,10 mol L-1). Tal ganho de corrente ocorre devido às NiNPs em meio alcalino 

gerarem eletroquimicamente as espécies NiOOH que apresentam uma elevada atividade 

eletrocatalítica para a oxidação de compostos orgânicos (25,66). Os voltamogramas cíclicos 

típicos para a eletro-oxidação dos aminoácidos alanina, leucina, glicina, ácido glutâmico e 

ácido aspártico em meio alcalino obtidos no intervalo de potencial entre 0,10 e 0,80 V são 

apresentados na Figura 64. 

 

Figura 64 – Voltamogramas cíclicos na ausência (curvas vermelhas) e na presença de alanina (A), 
leucina (B), glicina (C), ácido glutâmico (D) e ácido aspártico (E) em soluções de NaOH 0,10 mol L-1 
sobre a superfície do NiNPs-RGO/GCE com velocidade de varredura de 100 mV s-1 e aminoácidos nas 
concentrações de 5,0×10-3 mol L-1. 
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A Figura 64 (A) mostra o voltamograma cíclico do NiNPs-RGO/GCE na ausência e na 

presença de alanina em solução alcalina. Na ausência de alanina, um par de picos redox bem 

definido foi obtido no NiNPs-RGO/GCE. Após a adição de alanina 5,0×10-3 mol L-1, a Ipa do 

NiNPs-RGO/GCE aumentou significativamente, enquanto a Ipc diminuiu. Esse 

comportamento, de fato, evidencia a oxidação catalítica dos aminoácidos pelas espécies de 

Ni(III). A Ipa de alanina aumenta linearmente com o aumento da concentração até 1,0×10-2 

mol L-1 na região compreendida entre 0,44 e 0,73 V durante a varredura anódica, e os 

potenciais de pico são deslocados para regiões mais positivas.  

Comportamento eletroquímico semelhante foi observado para os aminoácidos leucina, 

glicina e ácido glutâmico, Figura 64 (B), (C) e (D), respectivamente. Na presença de ácido 

aspártico, foi observado que a Ipa apresenta um pico de oxidação na região de potencial de 

0,45 a 0,74V, e a Ipa aumenta linearmente com a concentração do analito até 1,0×10-2 mol L-1, 

Figura 64 (E).  

As espécies de Ni(II)/Ni(III) na superfície do elétrodo atuam como um catalisador para 

a oxidação de aminoácidos. Quando os aminoácidos atingem a superfície do eletrodo, eles são 

rapidamente oxidados em aldeído, dióxido de carbono e amônia pelas espécies de Ni(III) 

sobre o eletrodo modificado. O mecanismo de oxidação eletrocatalítico dos aminoácidos na 

superfície do NiNPs-RGO/GCE pode ser representado através das seguintes reações em 

solução alcalina (31,32,34,130): 

𝑁𝑖ଶା ⇄ 𝑁𝑖ଷା + 𝑒ି                                                  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (23) 

2𝑁𝑖ଷା + 𝑅𝐶𝐻(𝑁𝐻ଶ)𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝑒ି → 2𝑁𝑖ଶା +  𝑅𝐶𝐻 = 𝑁𝐻 +  2𝐻ା +  𝐶𝑂ଶ 𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (24) 

2𝑁𝑖ଷା + 𝑅𝐶𝐻 = 𝑁𝐻 + 𝐻ଶ𝑂 + 2𝑒ି → 2𝑁𝑖ଶା + 𝑅𝐶𝐻𝑂 + 𝑁𝐻ଷ                       𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (25) 

Foram realizados estudos de velocidade de varredura a fim de compreender o 

comportamento eletroquímico dos aminoácidos em solução de NaOH 0,10 mol L-1 sobre a 

superfície do NiNPs-RGO/GCE. As velocidades de varredura estudadas foram de 10 a 350 

mV s-1. Os voltamogramas cíclicos, efeito da velocidade de varredura e da raiz quadrada da 

velocidade de varredura sobre as correntes de pico anódico e catódico do ácido aspártico em 

NaOH 0,10 mol L-1 são apresentados na Figura 65. 

Foi observado que as correntes do picos anódico e catódico são proporcionais às 

velocidades de varredura no intervalo de 10 a 100 mV s-1 com coeficiente de correlação maior 

do que 0,992, indicando a atividade eletroquímica do par redox na superfície do eletrodo 

modificado, Tabela 14. As Ipa e Ipc aumentaram linearmente com a raiz quadrada da 

velocidade de varredura no intervalo de 10 a 350 mV s-1 com coeficiente de relação maior que 
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0,996, Tabela 15. Esse fato indica que as reações de transferência de elétrons dos aminoácidos 

alanina, glicina, leucina, ácido aspártico e ácido glutâmico podem ser controladas pelo 

processo difusional. 

 

 

 

Figura 65 – (A) Voltamogramas cíclicos do estudo da velocidade de varredura do ácido aspártico em 
NaOH 0,10 mol L-1. Efeito da (B) velocidade de varredura (ν) e (C) raiz quadrada da velocidade de 
varredura(ν0,5) nas correntes de pico anódico e catódico.  
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Tabela 14 – Parâmetros obtidos a partir da relação linear entre as correntes de pico anódico (Ipa) e 
catódico (Ipc) com a velocidade de varredura (ν). 

Aminoácido 
Faixa Linear/ 

mV s-1 
Equação Linear 

Coeficiente de 

correlação linear 

Alanina 

10                   

a  

100 

Ipa= -1,7×10-4 + 8,3×10-6  0,995 

Ipc= -5,4×10-5 – 5,3×10-6  0,995 

Glicina 
Ipa= 2,0×10-4 + 8,1×10-6  0,997 

Ipc= -5,4×10-5 – 5,0×10-6  0,993 

Leucina 
Ipa= 1,6×10-4 + 7,6×10-6  0,999 

Ipc= -5,4×10-5 – 5,1×10-6  0,996 

Ácido aspártico 
Ipa= 1,7×10-4 + 8,1×10-6  0,992 

Ipc= -4,5×10-5 – 5,4×10-6  0,994 

Ácido glutâmico 
Ipa= 1,5×10-4 + 8,4×10-6  0,996 

Ipc= -5,1×10-5 – 5,0×10-6  0,994 

 

 

Tabela 15 – Parâmetros obtidos a partir da relação linear entre as correntes de pico anódico (Ipa) e 
catódico (Ipc) com a raiz quadrada da velocidade de varredura (ν0,5). 

Aminoácido 
Faixa Linear/ 

mV0,5 s-0,5 
Equação Linear 

Coeficiente de 

correlação linear 

Alanina 

3,2  

a                

18,7 

Ipa= -1,3×10-4 + 1,1×10-4  0,999 

Ipc= -8,9×10-5 – 5,9×10-5  0,998 

Glicina 
Ipa= -7,2×10-5 + 1,0×10-4  0,999 

Ipc= 7,4×10-5 – 5,4×10-5  0,997 

Leucina 
Ipa= -1,3×10-4 + 1,0×10-4  0,999 

Ipc= 8,8×10-5 – 5,7×10-5  0,998 

Ácido aspártico 
Ipa= -1,7×10-4 + 1,1×10-5  0,998 

Ipc= 8,9×10-5 – 5,7×10-5  0,996 

Ácido glutâmico 
Ipa= -9,8×10-5 + 9,8×10-5  0,998 

Ipc= 7,7×10-5 – 5,5×10-5  0,998 
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5.3.6 Efeito do potencial aplicado e estabilidade do eletrodo  

 

Inicialmente, foi feita uma investigação acerca do potencial de detecção dos ácidos 

aminados. O estudo do potencial aplicado utilizando o NiNPs-RGO/GCE como detector 

amperométrico foi realizado por amperometria. Análises amperométricas foram executadas 

no intervalo de potencial de 0,45 a 0,70 V, em solução de NaOH 0,10 mol L-1 com agitação 

de 1000 rpm, Figura 66.   

A Figura 66 apresenta a resposta do NiNPs-RGO/GCE em solução alcalina contendo 

os aminoácidos. Após um período de 100 s para estabilizar a corrente, 1,0×10-3 mol L-1 de 

amino ácido foi adicionado à solução de NaOH 0,10 mol L-1. Pode ser observado que as 

respostas de corrente dos ácidos aspártico e glutâmico aumentaram no intervalo de potencial 

de 0,45 a 0,50 V. Quando os valores de potencial aumentaram acima de 0,50 V, os sinais 

analíticos desses aminoácidos diminuiram, afetando negativamente a detecção mais sensível 

dos analitos. As respostas de corrente máxima dos aminoácidos alanina, glicina e leucina 

foram observadas em 0,55 V. Após esse potencial, as respostas de corrente dos aminoácidos 

diminuíram com o aumento do potencial de detecção. Portanto, um potencial aplicado de 0,55 

V foi selecionado como o potencial de detecção ótimo por ser mais sensível a um número 

maior de analitos. 

 

Figura 66 – Efeito do potencial aplicado (n= 3) na resposta amperométrica dos aminoácidos (a) 
glicina (b) alanina (c) ácido aspártico (d) ácido glutâmico e (e) leucina em solução de NaOH 0,10 mol 
L-1. Condições: Concentração adicionada do analito de 1,0×10-3 mol L-1 e agitação de 1000 rpm. 
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A estabilidade do NiNPs-RGO/CGE foi investigada através do registro da resposta de 

corrente amperométrica da glicina 1,0×10-3 mol L-1 em NaOH 0,10 mol L-1. Inicialmente, 

esperou-se a corrente ser estabilizada por um período de 300 s. Após esse período, foi 

adicionada glicina na solução alcalina sob agitação. A Figura 67 apresenta a resposta 

amperométrica para adição de glicina 1,0×10-3 mol L-1 em solução de NaOH 0,10 mol L-1 na 

superfície do NiNPs-RGO/GCE com potencial de detecção de 0,55 V, a partir do qual a 

resposta rápida (dentro de 0,38 s) para a adição de glicina foi obtida.  

Os tempos de resposta para os aminoácidos alanina, ácido aspártico, ácido glutâmico e 

leucina foram de 0,92 s, 0,84 s, 0,61 s e 0,57 s, respectivamente. Além disso, foi verificado 

que a resposta amperométrica do eletrodo modificado manteve-se praticamente inalterada e 

diminuiu aproximadamente 0,06%, após 700 s. Os resultados indicam a excelente estabilidade 

desse eletrodo modificado, o NiNPs-RGO/GCE. 

 

Figura 67 – Resposta amperométrica da glicina 1,0×10-3 mol L-1 em NaOH 0,10 mol L-1 por um 
período de 1000 s com potencial de detecção de 0,55 V e agitação de 1000 rpm.  

 

5.3.7 Otimização da separação cromatográfica 

 

Utilizando o NiNPs-RGO/GCE como detector na detecção amperométrica pulsada 

(PAD), investigou-se a melhor sequência de pulsos aplicada na determinação dos 

aminoácidos. A PAD foi selecionada para análise de aminoácidos, porque evita a 

contaminação da superfície de eletrodo modificado por produtos adsorvidos que podem ser 
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gerados a partir da reação de oxidação do analito e também interferir no sinal eletroquímico 

de interesse e afetar a velocidade de transferência de carga entre o eletrodo modificado e os 

analitos. Essa técnica permite que a resposta do eletrodo apresente estabilidade por um longo 

período de tempo devido à limpeza eletroquímica periódica realizada durante as corridas 

cromatográficas, prevenindo ou reduzindo a contaminação da superfície do NiNPs-RGO/GCE 

(154).  

Na PAD, foi utilizada uma sequência de quatro potenciais. O primeiro pulso de 

potencial (E1) é aplicado para condicionar o NiNPs-RGO/GCE e detectar a oxidação dos 

aminoácidos. O segundo potencial (E2) é empregado para reduzir as espécies orgânicas que 

possuem um potencial de oxidação menor do que os aminoácidos. O terceiro potencial (E3) é 

utilizado para oxidar as espécies presentes na superfície do eletrodo modificado que tenham 

potencial de oxidação maior do que o potencial dos analitos. A oxidação das espécies de 

níquel sobre a superfície do eletrodo modificado ocorre no quarto pulso (E4), além disso, 

serve para estabilizar a linha de base do cromatograma. Portanto, os potenciais e períodos de 

tempo para a detecção amperométrica pulsada foram: E1, 0,55 (alanina, glicina e leucina) ou 

0,50 V (ácidos glutâmico e aspártico) por 300 ms; E2, 0,05 V por 30 ms; E3, 0,75 V por 30 ms 

e E4, 0,50 V por 100 ms (Figura 68). 

 

 

Figura 68 – Sequência de pulso aplicada na detecção amperométrica pulsada de aminoácidos. 
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O efeito das concentrações do eluentes sobre os tempos de retenções e resoluções de 

separação dos aminoácidos também foram investigados. Foi observado que os aminoácidos 

possuem uma elevada resposta eletrocatalítica sobre a superfície do NiNPs-RGO/GCE em 

meio alcalino. Tal resultado indica que uma elevada concentração de solução alcalina é 

necessária para ionizar e oxidar o grupo amino dos aminoácidos. Além disso, eluentes 

alcalinos são necessários para separação e detecção dos analitos por meio de cromatografia 

iônica. 

 Soluções de NaOH são capazes de atender esses requisitos para os aminoácidos 

alanina, glicina e leucina, Figura 69. A concentração de NaOH foi investigada para avaliar o 

comportamento do tempo de retenção dos aminoácidos dependentes da concentração desse 

eluente. Com o aumento da concentração de NaOH, o tempo de retenção dos aminoácidos 

diminuiu, e as respostas de corrente ficaram mais intensas, pois esses aminoácidos são mais 

facilmente oxidados em pH elevado devido aos grupos α-amino estarem completamente em 

suas formas ionizadas.  

 

Figura 69 – Cromatograma de uma mistura de alanina (1), glicina (2) e leucina (3) 5,0×10-4 mol L-1. 
Condições: Eluição isocrática com NaOH 0,18 mol L-1 como fase móvel, potencial de detecção de 
0,55 V versus Pd e velocidade da fase móvel de 0,30 mL min-1. 

 

A separação cromatográfica isocrática dos aminoácidos alanina, glicina e leucina foi 

completada em 15 min utilizando uma solução de NaOH 0,18 mol L-1. Um cromatograma 

típico de uma mistura de solução padrão dos aminoácidos detectados no NiNPs-RGO/GCE é 

apresentado na Figura 69. Foi obtida uma boa separação cromatográfica dos três aminoácidos 
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com picos simétricos em um curto tempo de análise. No entanto, para a eluição mais rápida 

dos ácidos aspártico e glutâmico, a adição de CH3COONa na fase móvel é necessária, uma 

vez que esses aminoácidos interagem mais fortemente com a fase estacionária da coluna. 

O efeito da concentração de CH3COONa sobre os tempos de retenções dos 

aminoácidos (ácidos aspártico e glutâmico) foi investigado no intervalo de 0,10 a 0,30 mol L-1 

em NaOH 0,10 mol L-1, Tabela 16. Observou-se que os tempos de retenção dos analitos 

diminuíram com o aumento da concentração de íons de acetato, pois esses íons interagem 

preferencialmente com a fase estacionária, e a ordem de eluição dos analitos permaneceu a 

mesma do que utilizando eluição isocrática.  

 

Tabela 16 – Efeito do hidróxido e acetato de sódio no tempo de retenção (tr) e fator de retenção (k) 
dos ácidos aspártico e glutâmico.a 

Analito 
Acetato de sódio/mol L-1 

Acetato de sódio em hidróxido de 

sódio/mol L-1 (1:1) 

0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,12 0,16 0,20 0,30 0,40 

Ácido 

aspártico 

tr 65,5 39,8 26,5 19,1 15,2 51,0 29,9 20,3 11,3 8,64 

k 12,2 6,98 4,35 2,83 1,93 9,30 5,00 3,08 1,23 0,71 

Ácido 

glutâmico 

tr 70,6 42,2 27,7 19,5 15,2 48,0 28,5 19,9 11,3 8,64 

k 13,3 7,51 4,58 2,91 1,93 8,68 4,72 3,00 1,23 0,71 

a Condições experimentais: potencial de detecção de 0,55 V versus Pd, velocidade da fase móvel de 
0,20 mL min-1 e ácidos aspártico e glutâmico1,2×10-4 mol L-1 cada.  

 

Contudo, verificou-se que a adição de CH3COONa na fase móvel provoca a coeluição 

dos analitos. A concentração de NaOH e CH3COONa na proporção de 1:1 foi avaliada com 

uma mistura de solução padrão de ácidos aspártico e glutâmico 1,2×10-4 mol L-1 preparada 

com a composição da fase móvel para a eluição isocrática no intervalo de 0,12 a 0,40 mol L-1.  

Foi observado que a concentração da fase móvel provoca a redução dos tempos de retenção e 

coeluição dos analitos devido a uma maior interação entre a fase móvel e a fase estacionária, 

além de contribuir com o aumento do ruído da linha base.  

Os resultados, resumidos na Tabela 16, indicaram que a melhor separação dos ácidos 

aspártico e glutâmico é promovida pela fase móvel composta de CH3COONa 0,10 mol L-1 em 

NaOH 0,10 mol L-1 na proporção de 1:1. O efeito da velocidade do fluxo nos tempos de 

retenção dos analitos foi avaliado, verificando-se que a diminuição da velocidade do fluxo da 

fase móvel provoca o aumento dos tempos de retenção sem inverter a ordem de eluição. A 
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Figura 18 apresenta o cromatograma da separação dos ácidos aspártico e glutâmico obtido 

utilizando CH3COONa 0,10 mole L-1 em 0,10 mol L-1 de NaOH como fase móvel. 

 

Figura 70 – Cromatograma de uma mistura de ácido glutâmico (1) e ácido aspártico (2) 2,5×10-4 mol 
L-1. Condições: Eluição isocrática com CH3COONa 0,10 mol L-1 em NaOH 0,10 mol L-1 como fase 
móvel, potencial de detecção de 0,50 V versus Pd e velocidade da fase móvel de 0,80 mL min-1. 

 

A fim de avaliar o potencial de separação da coluna, alguns parâmetros 

cromatográficos foram determinados a partir de dados experimentais obtidos em um 

cromatograma típico, como os apresentados nas Figuras 69 e 70. O tempo de retenção do 

analito, tr, é o tempo gasto desde o momento da injeção até a detecção máxima da banda 

cromatográfica. O tempo de retenção de um composto não retido ou tempo morto, tm, é o 

tempo gasto por ele para percorrer todo o sistema cromatográfico desde a injeção até a saída 

da coluna e representa o tempo gasto para a fase móvel fazer o percurso.  

Esses valores são obtidos diretamente do cromatograma quando se tem um integrador 

ou softwares apropriados. O tempo de retenção ajustado, tr’, é o tempo real que as moléculas 

ou íons do analito ficam retidas na fase estacionária, calculado através da equação tr’= tr – tm. 

O fator de retenção, k, é determinado pela razão dos tempos em que as moléculas ou íons do 

analito ficam retidas na fase estacionária ou percorrendo a coluna através da fase móvel. 

Valores de 2 < k < 10 são considerados ideais, mas valores de 1 < k < 20 também podem ser 

considerados.  

A resolução, Rs, é a medida quantitativa do grau de separação entre dois picos 

adjacentes e pode ser calculada de acordo com a equação Rs= 1,177 [tr1 - tr2/Wh1 + Wh2], na 
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qual Wh1 e Wh2 são as larguras dos picos à meia altura, com a largura medida em unidades de 

tempo. Quanto maior o valor de Rs, melhor será a separação entre picos de substâncias 

adjacentes. O fator de separação, α, entre dois picos adjacentes é calculado pela razão entre k2 

(do soluto mais retido) e k1 (do soluto menos retido) e deve ser sempre superior a 1, α= k1/ k2. 

A eficiência, medida pelo número de pratos teóricos, N, representa o número de etapas de 

equilíbrio do analito entre a fase móvel e a fase estacionária, calculada por meio da equação 

N= 5,545 [tr/Wh]2 (20,155).  

Os parâmetros cromatográficos, tais como tm, tr, tr’, Rs, N, α e k, foram todos 

encontrados dentro dos resultados esperados para um bom desempenho cromatográfico, como 

pode ser visto na Tabela 17. 

 

Tabela 17 – Parâmetros cromatográficos para a separação de aminoácidos. 

Analito tm tr tr’ Rs N k α 

Alaninaa 4,97 

4,97 

4,97 

10,6 5,62 2,13 10182 1,13 1,16 

Glicinaa 11,5 6,53 2,85 11548 1,31 1,20 

Leucinaa 12,8 7,80 3,82 11986 1,57 - 

Ácido glutâmicob 1,86 24,9 23,0 1,86 10111 12,4 1,08 

Ácido aspárticob 1,86 26,7 24,8 4,41 10550 13,3 - 

a Condições experimentais como na Figura 69. 
b Condições experimentais como na Figura 70. 
 

O desempenho analítico para o NiNPs-RGO/GCE usado como detector 

amperométrico foi avaliado de acordo com as condições cromatográficas e PAD ótimas 

descritas anteriormente. As soluções padrão foram preparadas com concentrações na faixa de 

1,0×10-6 a 1,0×10-3 mol L-1.  As curvas analíticas foram avaliadas através da análise das 

concentrações das soluções padrão (x, mol L-1) com as respectivas áreas de pico (y, nA min). 

O intervalo linear, LOD, sensibilidade amperométrica, coeficiente de correlação e o desvio 

padrão relativo (RSD) estão resumidos na Tabela 18.  

As áreas dos picos variam linearmente com a concentração ao longo de um intervalo 

com aproximadamente 2 a 3 ordens de grandeza para estes cinco aminoácidos e um 

coeficiente mínimo de correlação de 0,9997. O LOD foi determinado através da razão 

sinal/ruído (S/N= 3) a partir da menor concentração injetada. Os limites de determinação 

variaram de 8,7×10-7 mol L-1 para o ácido aspártico a 2,0×10-5 mol L-1 para leucina, Tabela 18.  
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O NiNPs-RGO/GCE utilizado como detector amperométrico apresentou elevada sensibilidade para os analitos variando de 3,3×105 a 

5,3×106 para leucina e glicina, respectivamente. A repetibilidade foi expressa como uma porcentagem de RSD% de doze injeções 

cromatográficas sucessivas com uma concentração de 1,0×10-4 mol L-1 de cada analito. O RSD encontrado foi de 1,1 (leucina) a 2,6% (ácido 

aspártico) para as doze medidas sucessivas realizadas, indicando excelente repetibilidade, Tabela 18. 

 

Tabela 18 – Desempenho analítico do NiNPs-RGO/GCE utilizado como detector amperométrico na detecção dos aminoácidos (n= 3). 

Analito 
Faixa linear         

(mol L-1) 

Equação linear da 

regressão 

LOD 

(mol L-1) 

Sensibilidade 

 (nA mol-1 L) 

Coeficiente de 

correlação 

RSD 

(%) 

Alaninaa 1,0×10-5 a 7,5×10-4 y= 1,1×106x + 4,2  4,3×10-6 1,1×106 ± 4,6×103 0,9999 1.8 

Glicinaa 1,0×10-5 a 7,5×10-4 y= 5,3×106x + 3,6 1,9×10-6 5,3×106 ± 4,3×104 0,9998 1.4 

Leucinaa 5,0×10-5 a 1,0×10-3 y= 3,3×105x +9,6 2,0×10-5 3,3×105 ± 1,1×104 0,9997 1.1 

Ácido aspárticob 2,5×10-6 a 7,5×10-4 y= 2,9×106x + 2,6 8,7×10-7 2,9×106 ± 9,2×103 0,9999 2.6 

Ácido glutâmicob 5,0×10-6 a 7,5×10-4 y= 1,3×106x + 4,1 3,0×10-6 1,3×106 ± 1,2×104 0,9997 1.5 

a Condições experimentais como na Figura 69. 
b Condições experimentais como na Figura 70. 

 
A estabilidade do NiNPs-RGO/GCE foi investigada utilizando o método desenvolvido ao longo de um período de 24 h, empregando um 

único eléctrodo modificado e soluções de aminoácidos 5,0×10-4 mol L-1. Os resultados mostraram que a resposta inicial poderia ser mantida em 

98 ± 1,3% (alanina, glicina e leucina) e 93 ± 2,0% (ácidos aspártico e glutâmico) mesmo após 24 h de detecção contínua, sendo assim, o NiNPs-

RGO/GCE apresenta uma boa estabilidade a longo prazo. 
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5.3.8 Determinação de aminoácidos em amostra de vinhaça de cana-de-açúcar 

 

Para demonstrar a aplicabilidade do NiNPs-RGO/GCE como sensor amperométrico na 

cromatográfica iônica com detecção amperométrica pulsada, foi realizada a determinação de 

aminoácidos em vinhaça de cana-de-açúcar de uma usina de açúcar e álcool.  Primeiramente, 

a amostra foi centrifugada a 4000rpm durante 20 min, devido à grande quantidade de 

impurezas minerais presentes nela. Em seguida, o sobrenadante foi recolhido e filtrado (filtros 

de 5,0, 0,47 e 0,22 µm da Millipore). Antes de ser injetada na coluna, a amostra foi diluída 

com água ultrapura na proporção de 1:100 para a determinação de alanina, leucina e glicina, e 

1:10, para a quantificação dos ácidos aspártico e glutâmico.  

A identificação dos picos foi baseada no tempo de retenção específico dos analitos, 

sendo confirmada pela adição de padrões dos analitos nas amostras diluídas. Cromatogramas 

representativos das amostras de vinhaça de cana-de-açúcar são apresentados nas Figuras 71 e 

72.  

 

Figura 71 – Separação cromatográfica da amostra de vinhaça de cana-de-açúcar diluída 1:100 com 
água ultrapura. Picos: alanina (1), glicina (2) e leucina (3). Condições: Eluição isocrática com NaOH 
0,18 mol L-1 como fase móvel, potencial de detecção de 0,55 V versus Pd e velocidade da fase móvel 
de 0,30 mL min-1. 
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Os aminoácidos foram quantificados na amostra utilizando o método de adição de 

padrão. Três concentrações diferentes de soluções padrão dos aminoácidos foram adicionadas 

à amostra. A análise foi efetuada em triplicata, e a curva analítica foi obtida pela área do pico 

de cada aminoácido em função da concentração adicionada relacionada. Os resultados 

quantitativos são expostos na Tabela 19. Como pode ser visto, a amostra de vinhaça cana-de-

açúcar contém na sua composição alanina, glicina, leucina e ácido aspártico. O ácido 

glutâmico não foi detectado, e a leucina apresentou a concentração mais elevada na amostra 

analisada. Os bons coeficientes de correlação (≥0.993) das curvas analíticas confirmam a 

ausência de produtos absorvidos que podem afetar o desempenho catalítico do NiNPs-

RGO/GCE.  

 

Figura 72 – Separação cromatográfica da amostra de vinhaça de cana-de-açúcar diluída 1:10 com 
água ultrapura. Pico: ácido aspártico (1). Condições: Eluição isocrática com CH3COONa 0,10 mol L-1 
em NaOH 0,18 mol L-1 como fase móvel, potencial de detecção de 0,50 V versus Pd e velocidade da 
fase móvel de 0,80 mL min-1. 

 

As recuperações médias obtidas por três injeções cromatográficas de cada amostra 

enriquecida variaram de 94,8% para alanina a 99,6% para glicina, indicando a exatidão do 

método desenvolvido. A precisão foi estimada a partir do RSD através dos experimentos 

cromatográficos realizados em triplicata das amostras enriquecidas em três níveis de 
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concentração e foi compreendida entre 1,7% e 4,9% para todos os compostos determinados. 

As concentrações encontradas foram comparadas estatisticamente com as concentrações 

nominais usando o test- t de Student não pareado. Os resultados com nível de confiança de 

95% apresentaram tvalor menor do que tteórico para os aminoácidos analisados, indicando que o 

NiNPs-RGO/GCE pode ser utilizado como detector amperométrico para a determinação de 

aminoácidos. 

 

Tabela 19 – Teores de aminoácidos em vinhaça de cana-de-açúcar. 

Analito 
Determinado  

(mol  L-1) 

Recuperação 

(%) 

RSD  

(n= 3) 
tvalor

c 

Alaninaa 1,5×10-3 ± 2,3×10-5 95 ± 5 4,9 1,9 

Glicinaa 1,4×10-2 ± 4,0×10-4 100 ± 2 1,7 1,1 

Leucinaa 2,4×10-2 ± 4,5×10-4  98 ± 5 4,9 0,9 

Ácido aspárticob 3,2×10-4 ± 3,3×10-6 99 ± 2 1,9 1,1 

Ácido glutâmicob Não detectado 99 ± 4 3,7 0,6 

a Condições experimentais como na Figura 71. 
b Condições experimentais como na Figura 72. 
c tteório= 4,3 com nível de confiança de 95%. 
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5.4 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

O eletrodo de carbono vítreo modificado com óxido de grafeno reduzido contendo 

nanopartículas de níquel apresentou atividade eletrocatalítica para a oxidação de aminoácidos 

com reprodutibilidade, precisão e estabilidade. O emprego de fase móvel composta de  

CH3COONa 0,10 mol L-1 em NaOH 0,10 mol L-1 na proporção de 1:1 como eluente permitiu 

a separação isocrática dos ácidos aspártico e glutâmico em menos de 30 min com boa 

resolução de pico e sensibilidade analítica. O eletrodo modificado foi aplicado com sucesso 

como um detector amperométrico para a determinação de alguns aminoácidos utilizando 

cromatografia iônica combinada com detecção amperométrica pulsada, com elevada 

sensibilidade, boas recuperações, livre de interferentes e precisão na amostra de vinhaça de 

cana-de-açúcar. O método proposto foi eficaz para a determinação prática de rotina dos 

aminoácidos comuns em matrizes reais complexas sem qualquer processo de derivatização ou 

extração. Além disso, a boa estabilidade confirmou a potencial utilização desse eletrodo 

modificado como sensor amperométrico em aplicações analíticas. 
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CAPÍTULO VI. DETECÇÃO AMPEROMÉTRICA DE AMINOÁCIDOS EM 

VINHAÇA DE CANA-DE-AÇÚCAR POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IÔNICA 

UTILIZANDO ELETRODO MODIFICADO COM ÓXIDO DE GRAFENO 

REDUZIDO CONTENDO NANOPARTÍCULAS DE COBRE  

 

6.1 INTRODUÇÃO 

 

A análise de aminoácidos é de interesse contínuo devido à grande importância 

biotecnológica, industrial, nutricional e clínica desses compostos. Além disso, exercem 

importantes papeis em diversos processos biológicos, tais como síntese de proteínas e vias 

metabólicas (16,26,31). Essas moléculas estão presentes em alimentos, bebidas, remédios e 

suplementos alimentares. A sua determinação indica possíveis adulterações e transformações 

que ocorrem durante os procedimentos de processamento e armazenamento de alimentos (26). 

A determinação de aminoácidos através de métodos cromatográficos está disponível 

na literatura há muitos anos (24). Todavia, o progresso recente em tais determinações pode ser 

atribuído a vantagens tecnológicas com cromatografia líquida e detectores diversos (26). 

Nestes esforços, diferentes técnicas instrumentais, como absorção UV-VIS, fluorescência e 

espectrometria de massa, por exemplo, foram utilizadas para a detecção desses compostos 

após a separação cromatográfica empregando HPLC (25,27,156). Apesar disso, ainda há 

carência de detectores simples e sensíveis que não requerem formação prévia de derivados 

para aumentar a absortividade, a volatilidade, etc. dos aminoácidos originais (27,156). 

Nos últimos anos, o desenvolvimento de detectores amperométricos para identificação 

direta de compostos alifáticos empregando FIA e HPLC com detecção eletroquímica tem 

atraído bastante atenção devido a sua elevada sensibilidade, ampla faixa linear de trabalho e 

seletividade (130,156,157). No entanto, o número de aminoácidos sem derivatização que 

podem ser detectados por eletrodos de carbono clássicos é limitado, visto que muitas espécies 

não são eletroativas nessas superfícies (156,158,159).  

Eletrodos de metais nobres, como ouro (24,131–134,157), prata (157) e platina 

(135,157) foram empregados para detecção dos aminoácidos, porém esses eletrodos possuem 

a tendência de perda do sinal analítico devido à adsorção de intermediários ou produtos das 

reações eletroquímicas que bloqueiam a superficial dos eletrodos (130,159). Como 

alternativa, vários eletrodos baseados em metais de transição,  como cobre (27,157,160) e 

níquel (130,157,161) foram propostos como sensores amperométricos para determinação 
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direta de aminoácidos não derivatizados aplicando potencial constante  devido à oxidação 

eletrocatalítica desses analitos em solução alcalina (158).  

Recentemente, o desenvolvimento de novos materiais de eletrodos baseados em metais 

de transição com par redox reversíveis fornece uma via que permite a detecção amperométrica 

direta desses compostos alifáticos eletroativos (25,159). A esse respeito, a modificação da 

superfície dos eletrodos tradicionais (CMEs) proporciona uma maneira atrativa de confinar 

espécies catalíticas ativas à região espacial efetiva, tornando esses eletrodos mais 

competitivos em relação aos eletrodos metálicos nobres e não nobres convencionais (25,141). 

CMEs baseados em metais de transição e seus óxidos, tais como cobre 

(26,30,108,156), níquel (25,31,102,130,162), cobalto (104,109,110,157) e ferro (103,118), 

têm sido empregados para detecção de aminoácidos devido às suas propriedades 

eletrocatalíticas em meio alcalino para a oxidação de aminoácidos. Atualmente, materiais à 

base de grafeno atraíram um interesse considerável em virtude de suas características 

inovadoras, como grande área superficial específica, propriedades térmicas e mecânicas 

elevadas (53,54) para o desenvolvimento de sensores e detectores eletroquímicos. 

Eletrodos modificados com grafeno contendo nanopartículas metálicas e seus óxidos, 

a saber  cobalto (104), ferro (103) (118), níquel (162), ouro (120) e titânio (119) foram 

utilizados para detecção de aminoácidos sem derivação devido às suas atividades 

eletrocatalíticas. Assim, no presente estudo, foi investigado o desempenho analítico do 

eletrodo de carbono vítreo modificado com óxido de grafeno reduzido contendo 

nanopartículas de cobre (CuNPs-RGO/GCE) para a detecção de aminoácidos sem 

derivatização por HPAEC. A aplicação do novo método usando a eletro-oxidação direta de 

aminoácidos sem derivatização na vinhaça de cana-de-açúcar foi realizada com o CuNPs-

RGO/GCE. 
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6.2 PARTE EXPERIMENTAL 

 

6.2.1 Reagentes e soluções 

 

Todas as soluções utilizadas nos experimentos eletroquímicos foram preparadas com 

reagentes de alto grau de pureza analítico e água deionizada ultrapura (MILLI-Q). Óxido de 

grafeno (GO, 4 mg mL-1), sulfato de cobre (II) pentahidratado (CuSO4.5H2O,  ≥ 98 %),  L-

alanina (C3H7NO2, ≥ 98%), glicina (C2H5NO2, ≥ 99%), L-leucina (C6H13NO2, ≥ 98%), L-lisina 

hidratada (C6H14N2O2, ≥ 97%), L-serina C3H7NO2, ≥ 99%), hidróxido de sódio (NaOH, ≥ 

98%) e sulfato de sódio (Na2SO4, ≥ 99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, e ácido nítrico 

(HNO3, ≥ 65%) da Merck. 

 

6.2.2 Instrumentação 

 

Um potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT-30 controlado pelo software 

NOVA 1.11 foi utilizado para as medidas eletroquímicas, e as medidas de IES foram 

realizadas usando o módulo FRA. Os experimentos de CV e IES foram realizados com uma 

célula eletroquímica convencional empregando o eletrodo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L-1) 

como eletrodo de referência, um fio de platina como eletrodo auxiliar, e um eletrodo de 

carbono vítreo com 3,0 mm de diâmetro (GCE, área geométrica de 0,07 cm2) modificado com 

RGO contendo CuNPs (CuNPs-RGO/GCE) como eletrodo de trabalho. 

As espectroscopias Raman, XPS e EDX, e a SEM foram realizadas de acordo com a 

Seção 3.2.2 do Capitulo III.  As análises de TEM e HRTEM foram realizadas de acordo com 

a Seção 5.2.2 do Capitulo V. 

Os experimentos cromatográficos foram realizados utilizando o cromatógrafo de íons 

com detecção amperométrica de acordo com a Seção 5.2.2 do Capitulo V. O CuNPs-

RGO/GCE foi empregado como eletrodo de trabalho.   

 

6.2.3 Limpeza do eletrodo de carbono vítreo 

 

O GCE modificado foi imerso em ácido nítrico 20% por 5 min. Posteriormente, a 

superfície do GCE foi polida em uma suspensão de pó de alumina 0,3 μm e lavada 

abundantemente com água ultrapura, sendo, em seguida, ultrassonicado em água por 3 min.   
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6.2.4 Modificação eletroquímica do eletrodo de carbono vítreo contendo óxido de grafeno 

com nanopartículas de cobre 

 

O GCE foi modificado com RGO a partir de uma suspensão de GO 0,50 mg mL-1 em 

Na2SO4 0,10 mol L-1 aplicando potencial de -1,4 V por 500 s. O eletrodo obtido foi lavado 

com água ultrapura e seco à temperatura ambiente por 10 min. Em seguida, foi otimizada a 

eletrodeposição das CuNPs sobre a superfície do RGO/GCE. 

As CuNPs foram formadas em duas etapas. Na primeira etapa, as CuNPs foram 

eletrodepositadas utilizando a técnica de amperometria a partir de uma solução de 

CuSO4.5H2O em Na2SO4 0,10 mol L-1. O potencial, o tempo e a concentração da solução de 

cobre utilizados na eletrodeposição foram otimizados.  

Após a eletrodeposição, os eletrodos foram lavados com água ultrapura, secos e 

submetidos a varreduras sucessivas em uma solução de NaOH 0,10 mol L-1 no intervalo de 

potencial de -0,40 a 0,30 V com velocidade de varredura de 50 mV s-1 durante 25 ciclos. A 

resposta eletrocatalítica das modificações do CuNPs (CuNPs-RGO/GCE) foi avaliada com 

uma solução de glicina 1,0×10-3 mol L-1 em NaOH 0,10 mol.L-1 por CV. 

 

6.2.5 Condições cromatográficas  

 

As fases móveis foram preparadas a partir da mistura das soluções de NaOH com água 

ultrapura. Foi realizado o estudo da força da eluição isocrática dos solventes e da velocidade 

do fluxo. As soluções estoques dos aminoácidos (0,25 mol L-1) foram preparadas nas 

concentrações das fases móveis otimizadas, e curvas analíticas foram construídas. O LOD foi 

avaliado como uma relação S/N= 3 da menor concentração injetada. Foram estudadas a faixa 

linear, a sensibilidade amperométrica, o coeficiente de correlação e a repetibilidade dos 

analitos. A validação do método foi realizada através do método de adição padrão, conforme 

descrito na Seção 6.2.6. 

 

6.2.6 Preparação da amostra 

 

A amostra de vinhaça de cana-de-açúcar foi obtida a partir de uma indústria de açúcar 

e álcool da região de Araraquara. Inicialmente, essa amostra foi centrifugada a 4000 rpm 
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durante 20 min visando à remoção das partículas sólidas presentes. Em seguida, o 

sobrenadante foi recolhido e filtrado (filtros 5,0, 0,47 e 0,22 μm da Millipore).  

Antes de ser injetado na coluna, a amostra foi diluída com água ultrapura nas 

proporções de 1:1000 para a determinação da alanina e de 1:100 para a quantificação dos 

aminoácidos lisina, glicina, leucina e serina. O método de adição padrão foi utilizado para 

determinar a concentração dos aminoácidos presentes nas amostras. Três concentrações 

diferentes de lisina, alanina, glicina, serina (1,0×10-6, 2,5×10-6 e 5,0×10-6 mol L-1) e leucina 

(5,0×10-6, 7,5×10-6 e 1,0×10-6 mol L-1) foram injetadas. 
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.3.1 Comportamento eletroquímico do cobre sobre a superfície do eletrodo modificado 

com óxido de grafeno reduzido 

  

O comportamento eletroquímico do cobre sobre a superfície do RGO/GCE foi 

investigado por CV. O eletrodo modificado foi imerso em uma solução de Na2SO4 0,10 mol    

L-1 contendo sulfato de cobre 2,0×10-3 mol L-1. A varredura cíclica foi realizada no intervalo 

de potencial de -1,0 a 1,0 com velocidade de varredura de 25 mV s-1. O voltamograma do 

comportamento eletroquímico é apresentado na Figura 73. 

No voltamograma cíclico, foram observados três picos: um catódico na varredura 

direta (PA1) e dois anódicos na varredura reversa (PA1 e PA2), Figura 73. O pico catódico 

(PC1) em -0,018 V com corrente de pico de 17,6 µA é referente à redução de cobre (II) a 

cobre (0), Equação 26. O pico anódico (PA1) em aproximadamente -0,083 V com corrente de 

pico de 32,3 µA corresponde à oxidação do cobre (0) metálico em cobre (I), Equação 27. O 

pico anódico em 0,28 com corrente de pico de 41,8 µA corresponde à oxidação de cobre (I) a 

cobre (II) na superfície do RGO/GCE em meio de sulfato de sódio, Equação 28.  

𝐶𝑢ଶା +  2𝑒ି  → 𝐶𝑢଴                                  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (26)  

𝐶𝑢଴  → 𝐶𝑢ା + 𝑒ି                                       𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (27)  

𝐶𝑢ା  → 𝐶𝑢ଶା + 𝑒ି                                     𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (28)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 73 – Voltamograma cíclico de uma solução de sulfato de cobre 2,0×10-3 mol L-1 em sulfato de 
sódio 0,10 mol L-1 sobre a superfície do RGO/GCE com velocidade de varredura de 25 mV s-1. 
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6.3.2 Otimização da eletrodeposição de cobre 

 

O tempo de eletrodeposição juntamente com o potencial de redução aplicado ao metal 

e a concentração do sal metálico precursor das NPs são de extrema importância na formação 

das nanopartículas (56,121), visto que abrem a possibilidade de controlar o tamanho, a  

extensão da cobertura e a nucleação homogênea das nanoestruturas eletrodepositadas sobre a 

superfície do RGO/GCE.  

A Figura 74 exibe a otimização do método de eletrodeposição das CuNPs sobre a 

superfície do RGO/GCE. A quantidade de CuNPs na superfície do RGO/GCE foi estimada 

através do excesso superficial (Γ) calculado a partir do amperograma da carga (Q) 

eletrodepositada de cobre sobre a superfície do RGO/GCE, Equação 19 (apresentada no 

Capítulo V, Seção 5.3.2). 

Nas Figuras 74 (A-C), são apresentados os valores dos Γ (-■-) calculados na superfície 

do RGO/GCE e as respostas eletrocatalíticas das modificações (-●-) em função do potencial 

de eletrodeposição (E), tempo de eletrodeposição e concentração do sulfato de cobre (CCuSO4). 

A otimização de tais parâmetros buscou encontrar as melhores condições para a 

eletrodeposição das CuNPs e, consequentemente, a melhor resposta para oxidação da glicina 

na superfície do CuNPs-RGO/GCE.  

O potencial de eletrodeposição do cobre foi o primeiro parâmetro avaliado na 

formação das NPs. Os potenciais empregados para eletrodepositar as NPs foram definidos a 

partir do potencial de redução do cobre (II) a cobre (0) obtido na Figura 73. A eletrodeposição 

desse metal se inicia em -0,018 V (Figura 73), logo, o potencial aplicado para a 

eletrodeposição das NPsCu deve ser inferior a -0,018 V. Além disso, quanto mais negativo for 

o potencial de eletrodeposição, maior a taxa de eletrodeposição das NPs, o que 

definitivamente influencia na atividade eletrocatalítica do eletrodo modificado com CuNPs.  

As nanopartículas foram eletrodepositadas na superfície do RGO/GCE a partir de uma 

solução precursora de CuSO4 2,0×10-3 mol L-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1, tempo de 

eletrodeposição de 90 s, e os potenciais estudados foram de -0,10 a -0,70 V. A Figura 74 (A – 

Curva a) apresenta a variação do Γ com o potencial de redução. Foi observado o aumento da 

extensão da cobertura da superfície do RGO/GCE com CuNPs em função do aumento do 

potencial de eletrodeposição de -0,10 (2,1×10-9 mol cm-2) a -0,60 V (6,0×10-9 mol cm-2). A 

partir de -0,60 V, a cobertura da superfície com NPs permaneceu constante, indicando que a 

superfície foi saturada com CuNPs. 
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Na Figura 74 (A – Curva b), pode ser observada a resposta voltamétrica da glicina em 

função do potencial de eletrodeposição. Os resultados foram obtidos a partir da oxidação da 

glicina nos diferentes eletrodos preparados por CV no intervalo de potencial de 0,050 a 0,90 

V com velocidade de varredura de 100 mV s-1. Os voltamogramas cíclicos na ausência e na 

presença de glicina em NaOH 0,10 mol L-1 são apresentados na Figura 75.  Na região anódica, 

não foi observado pico de oxidação ausência de glicina. No entanto, na presença de glicina, 

foi constatado um pico anódico, e a sua corrente foi monitorada nos diferentes eletrodos.  

 

Figura 74 – Otimização da eletrodeposição das CuNPs na superfície do RGO/GCE (n= 3). Curvas do 
excesso superficial (Γ, -■-) e das respostas eletrocatalíticas (ΔI, -●-) das modificações na presença de 
glicina 1,0×10-3 mol L-1 em função do (A) potencial de eletrodeposição, (B) tempo de eletrodeposição 
e (C) concentração de sulfato de cobre (CCuSO4). 

 

Os resultados obtidos indicam que o número de sítios ativos das CuNPs na superfície 

do RGO/GCE exerce papel fundamental na eletrocatálise, Figura 74 (A – Curva b). Contudo, 

a atividade eletrocatalítica é reduzida após atingir o potencial de eletrodeposição de -0,50 V. 

Esse resultado pode ser atribuído ao aumento na resistência do transporte de íons para o 

equilíbrio de carga no processo de oxidação e redução das nanopartículas (163). Sendo assim, 

o potencial de eletrodeposição selecionado foi de -0,50 V.  
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Figura 75 – Voltamogramas cíclicos na (a) ausência e (b) presença de glicina 1,0×10-3 mol L-1 em 
NaOH 0,10 mol L-1 empregando o CuNPs-RGO/GCE com velocidade de varredura de 100 mV s-1. 

 

O efeito do tempo de eletrodeposição na atividade eletrocatalítica do CuNPs-

RGO/GCE é apresentado na Figura 74 (B). As modificações foram realizadas a partir de uma 

solução precursora de CuSO4 2,0×10-3 mol L-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1, potencial de -0,50 V 

com tempos de eletrodeposição de 30 a 150 s. A Figura 74 (B – Curva c) apresenta o Γ em 

função do tempo de eletrodeposição. Foi observado que a quantidade de CuNPs 

eletrodepositadas na superfície do RGO/GCE é inversamente proporcional à resposta 

eletrocatalítica da glicina. Além disso, é possível perceber que as NPs crescem na superfície 

do RGO/GCE até 120 s; após esse tempo, o crescimento das NPs permanece constante na 

superfície do eletrodo, Figura 74 (B – Curva c). 

A resposta voltamétrica da glicina alcançou o seu valor máximo em 60 s e, em tempos 

maiores, a corrente diminuí em função do tempo de eletrodeposição das CuNPs, Figura 74 (B 

– Curva d). Em tempos de eletrodeposição menores do que 60 s, a superfície do RGO não 

seria completamente recoberta com as CuNPs, causando insuficiência de sítios ativos para a 

eletrocatálise da glicina. Entretanto, tempos maiores de eletrodeposição favorecem o 

crescimento das NPs, podendo formar partículas maiores e aglomeradas, reduzindo o efeito 

eletrocatalítico das CuNPs. Consequentemente, exclui a vantagem da elevada área superficial 

eletroativa que possuem as nanopartículas. Assim, o tempo de 60 s foi selecionado para a 

modificação do RGO/GCE com CuNPs. 
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A Figura 74 (C) exibe o efeito da concentração da solução de CuSO4 na eletrocatálise 

da glicina. As modificações foram realizadas aplicando potencial de -0,50 V, tempo de 

eletrodeposição de 60 s, e a concentração da solução precursora de CuSO4 foi estudada no 

intervalo de 1,0×10-3 a 8,0×10-3 mol L-1 em Na2SO4 0,10 mol L-1. A Figura 74 (C – Curva e) 

apresenta o Γ em função da concentração de CuSO4. Foi observado que a camada de 

cobertura das NPs sobre o RGO/GCE aumenta até a concentração de 3,5×10-3 mol L-1. 

Posteriormente, a superfície do eletrodo é saturada com a concentração das CuNPs, 

permanecendo constante em valores maiores do que 3,5×10-3 mol L-1.  

O efeito da concentração de CuSO4 sobre a corrente catalítica da glicina é apresentado 

na Figura 74 (C – Curva f). Foi observado o aumento da corrente de pico anódico até 3,5×10-3 

mol L-1. Tal resultado  revela que a interação combinada entre o número de sítios ativos das 

CuNPs geradas e a resistência do transporte de íons atingiram seu valor máximo. A partir de 

3,5×10-3 mol L-1, notou-se uma diminuição da corrente de pico da glicina, indicando que as 

CuNPs perdem as propriedades nanoeletrocatalíticas. Portanto, as condições ótimas de 

eletrodeposição selecionadas para formação das nanopartículas de cobre sobre a superfície do 

RGO/GCE foram: potencial de eletrodeposição de -0,50 V, tempo de eletrodeposição de 60 s 

e concentração de CuSO4 de 3,5×10-3 mol L-1. 

Após a determinação das melhores condições para a eletrodeposição das CuNPs sobre 

a superfície do RGO/GCE, um voltamograma cíclico do CuNPs-RGO/GCE em NaOH 0,10 

mol L-1 foi registrado no intervalo de potencial de -1,0 a 1,0 V com velocidade de varredura 

de 25 mV s-1, Figura 76. Nesse voltamograma, foram observados quatro picos anódicos e três 

picos catódicos (PC) no intervalo de potencial estudado. Os picos P1, P2 e P3 são atribuídos à 

oxidação do Cu0 em Cu2O e Cu2O/CuOH e desse para CuO, respectivamente. Os picos P6 e 

P7 demonstram a redução do CuO em Cu2O/CuOH e desse novamente para Cu0.  

O possível mecanismo envolvido nas diferentes etapas do processo redox na superfície 

do eletrodo pode ser expresso pelas seguintes equações (164): 

 

Pico P1 

𝐶𝑢଴ +  𝑂𝐻ି →  𝐶𝑢𝑂𝐻 + 𝑒ି                                   𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 29 

2𝐶𝑢𝑂𝐻 +  𝑂𝐻ି →  𝐶𝑢ଶ𝑂 +  𝐻ଶ𝑂                                 𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 30 

Picos P2/P3 

𝐶𝑢𝑂𝐻 +  𝑂𝐻ି → 𝐶𝑢𝑂 + 𝐻ଶ𝑂 + 𝑒ି                        𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 31 

𝐶𝑢ଶ𝑂 + 2𝑂𝐻ି → 2𝐶𝑢𝑂 +  2𝐻ଶ𝑂 + 2𝑒ି                 𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 32 
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Pico P6 

𝐶𝑢𝑂 +  𝐻ଶ𝑂 + 𝑒ି  →  𝐶𝑢𝑂𝐻 +  𝑂𝐻ି                              𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 33 

 2𝐶𝑢𝑂 +  𝐻ଶ𝑂 + 2𝑒ି  →  𝐶𝑢ଶ𝑂 +  2𝑂𝐻ି                             𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 34 

 

Pico P7 

  

𝐶𝑢𝑂𝐻 +  𝑒ି  →  𝐶𝑢଴ +  𝑂𝐻ି                                   𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 35 

𝐶𝑢ଶ𝑂 + 2𝐻ଶ𝑂 + 2𝑒ି  →  2𝐶𝑢଴ + 2𝑂𝐻ି                               𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 36 

 

Figura 76 – Voltamograma cíclico do CuNPs-RGO/GCE em solução de NaOH 0,10 mol L-1 com 
velocidade de varredura de 25 mV s-1. 

 

O pico P4 no potencial de 0,74 V mostra a oxidação de Cu(II)/Cu(III); já o pico P5 em 

0,66 V indica a redução. Esses resultados são coerentes com a literatura que indica que tais 

reações de oxirredução ocorrem no intervalo de potencial de 0,40 V e 0,80 V (108). Nesta 

janela de potencial, também ocorre a oxidação da glicina (Figura 75), mostrando que o cobre 

na forma de Cu(III) promove a eletro-oxidação dos aminoácidos na superfície do eletrodo 

modificado. O mecanismo envolvido na conversão de Cu(II)/Cu(III) é apresentado a seguir: 

𝐶𝑢(𝑂𝐻)ଶ + 2𝑂𝐻ି  →  𝐶𝑢𝑂ଶ
ି +  2𝐻ଶ𝑂 + 𝑒ି                    𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 37 

2𝐶𝑢𝑂 + 2𝑂𝐻ି  →  𝐶𝑢ଶ𝑂ଷ +  𝐻ଶ𝑂 +  2𝑒ି                    𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 38 
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Na Figura 77, são apresentados os voltamogramas cíclicos sucessivos da oxidação das 

CuNPs sobre a superfície do RGO/GCE em solução de NaOH 0,10 mol L-1 no intervalo de 

potencial de -0,40 a 0,40 V com velocidade de varredura de 50 mV s-1 durante 25 ciclos de 

potencial. No primeiro voltamograma cíclico, foram observados três picos característicos das 

reações de oxirredução do cobre, como já apresentados na Figura 76. Conforme foram 

realizadas as varreduras sucessivas, as intensidades das correntes dos picos diminuíram, 

indicando a estabilização da oxidação e formação de óxido de cobre sobre a superfície do 

eletrodo modificado. Os pares redox P1/P7 e P4/P5 não foram observados durante a oxidação 

das NPs no intervalo de potencial utilizado. Além disso, foram necessários 25 ciclos de 

potenciais para atingir a estabilização das correntes dos picos.  

 

 

Figura 77 – Voltamogramas cíclicos sucessivos da oxidação das nanopartículas de cobre na superfície 
do RGO/GCE em solução de NaOH 0,10 mol L-1 com velocidade de varredura de 50 mV s-1. 
 

6.3.3 Caracterização eletroquímica do eletrodo modificado com óxido de grafeno 

reduzido contendo nanopartículas de níquel 

 

Para obter informações sobre a transferência de elétrons entre o eletrólito e a superfície 

do eletrodo foi empregada a EIS.  A caracterização por EIS foi realizada com uma solução de 
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K3[Fe(CN)6] 1,0×10-2 mol L-1 em KCl 0,10 mol L-1, a qual foi empregada como sonda redox 

no intervalo de frequência de 0,10 Hz a 100 kHz, sob amplitude de 5,0 mV e potencial 

aplicado de 0,22 V, Figura 78. 

A Figura 78 (A) retrata os diagramas EIS dos GCE sem modificação e CuNPs-

RGO/GCE.  Os diagramas apresentam uma região linear na região de baixa frequência, 

indicando que há uma resistência Warburg limitando a difusão no processo eletroquímico, e 

um semicírculo de transferência de elétrons na região de alta frequência que podem ser usados 

para descrever as propriedades de interface do eletrodo; o diâmetro equivale à resistência à 

transferência de elétrons (Rct). 

 

 

Figura 78 – (A) Diagramas de EIS dos GCE sem modificação (a) e CuNPs-RGO/GCE (b) com as 
linhas solidas preta (a) e vermelha (b) correspondentes às simulações dos dados experimentais. (B) 
Circuito eletroquímico equivalente utilizado para ajustar os diagramas de EIS. 
 

O circuito equivalente para os dados de EIS foi baseado no circuito de Randles. O 

circuito consiste em resistência à solução (Rs), resistência à transferência de carga (Rct), 

elemento de fase constante (CPE) e impedância de Warburg (W) em paralelo, Figura 78 (B).  

Na Figura 78 (A), foi observado que a resistência à transferência de elétrons na 

superfície do CuNPs-RGO/GCE (Rct= 223 Ω) é cerca de 3,3 vezes menor em comparação 

com o GCE não modificado (Rct= 738 Ω). A partir dessas observações, pode-se concluir que o 

GCE modificado com RGO e CuNPs pode ser uma plataforma promissora para detecção dos 

aminoácidos. 
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6.3.4 Caracterização superficial do eletrodo modificado com óxido de grafeno reduzido 

contendo nanopartículas de cobre 

 

As superfícies morfológicas do GCE modificado com RGO e CuNPs foram 

caracterizadas por SEM, EDX, Raman, XPS, TEM e HRTEM. Na Figura 79 são, 

apresentadas as imagens de SEM dos eletrodos sem modificação e modicados com RGO e 

CuNPs. Comparando com a imagem do GCE sem modificação (Figura 79A), o RGO possui 

característica de folhas amassadas e enrugadas, provocando uma mudança na topografia 

superficial do GCE (Figura 79B) e, consequentemente, proporcionando um aumento da área 

superficial.   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 79 – Imagens de SEM do (A) GCE sem modificação, (B) RGO/GCE e (C) CuNPs-RGO/GCE. 
Histograma da distribuição das CuNPs sobre a superfície do RGO/GCE (D). 

 

Na Figura 79 (C), pode ser observado que as CuNPs estão uniformemente distribuídas 

sobre a superfície do RGO/GCE.  O histograma da distribuição das CuNPs sobre a superfície 

do RGO/GCE é retratado na Figura 79 (D).  As CuNPs produzidas apresentaram diâmetros de 

15 a 180 nm (300 nanopartículas foram contadas) e diâmetro médio de 82 ± 31 nm. 

A B 

C 
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A superfície do RGO/GCE modificado com CuNPs foi analisada através de EDX para 

verificar sua composição. O espectro de EDX do eletrodo modificado com RGO e CuNPs é 

apresentado na Figura 80. No espectro superficial do CuNPs-RGO/GCE, foram observados 

picos correspondentes aos elementos carbono (C), oxigênio (O) e cobre (Cu). Esses resultados 

confirmam a presença das CuNPs sobre a superfície do RGO/GCE. 

 

 

Figura 80 – Espectros de EDX do eletrodo de carbono vítreo modificado com óxido de grafeno 
reduzido contendo CuNPs. 
 

A espectroscopia Raman foi utilizada para caracterizar a superfície do CuNPs-

RGO/GCE e demonstrar o efeito da modificação nela. O espectro de espalhamento Raman 

para o eletrodo modificado com CuNPs no intervalo de 600 a 3600 cm-1 é apresentado na 

Figura 81.  

O espectro apresentou picos de bandas D (~1325 cm-1) e G (~1594 cm-1) 

correspondentes à presença de defeitos (tais como a ruptura na ligação sp2, a formação de 

rugas e a presença de grupos funcionais), e à  respiração dos fônons de ponto K da simetria 

A1g devido aos defeitos nas bordas, respectivamente, Figura 81. Além disso, notou-se o 

deslocamento da banda G em 10 cm-1 de ~1584 (RGO, Figura 29C) para 1584 cm-1 (CuNPs-

RGO/GCE, Figura 81). Essa mudança é referente ao transporte de carga entre o carbono e 

outros compostos presentes (144), indicando a presença de uma transferência de carga do 

RGO para as CuNPs. 
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Além dos dois picos observados, existem dois picos de menor intensidade em ~2643 

cm-1  e ~2896 cm-1 correspondentes às bandas 2D (processo de dupla ressonância que conecta 

fônons a estrutura da banda eletrônica) e D+G (defeitos pontuais plano basal das arestas do 

grafeno), respectivamente (82,99,143). 

A razão ID/IG calculada para o RGO/GCE foi de 1,1, quando esse eletrodo é 

modificado com CuNPs, aumenta para 1,8. Essa razão ID/IG reflete o grau de grafitização dos 

materiais carbonosos e a densidade do defeito. Assim, o aumento do valor de ID/IG pode ser 

atribuído à modificação do RGO/GCE com CuNPs que provoca o aumento da rugosidade 

superficial do eletrodo. 

 

 

Figura 81 – Espectro RAMAN do eletrodo modificado com óxido de grafeno reduzido contendo 
CuNPs. 

 

A análise de XPS do CuNPs-RGO/GCE foi realizada para investigar o nível de 

oxidação e a natureza de ligação química da superfície do eletrodo modificado, Figura 61. O 

espectro exploratório (0 a 1490 eV) da análise é apresentado na Figura 82 (A). No espectro 

exploratório, podem ser observados sinais de oxigênio, carbono e cobre com energias de 

ligações em 25,6 (O 2s), 77,9 (Cu 3p), 134,9 (Cu 2s), 285,1 (C 1s), 532,6 (O 1s), 934,7 (Cu 

2p3/2) e 954,8 (Cu 2p1/2) eV. O espectro não demonstrou pico na região de 918,8 eV, atribuído 

a cobre metálico(165). Sendo assim, é possível concluir que todo o cobre eletrodepositado foi 

oxidado sobre a superfície do RGO/GCE. 
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A análise de XPS mostrou picos predominantes de Cu 3p, C 1s e O 1s com proporções 

atômicas de 3,0, 75,3 e 19,6 %, respectivamente. A presença desses picos confirma a 

modificação bem-sucedida da superfície do GCE com RGO e CuNPs. A partir deste estudo, 

as regiões de Cu 2p3/2, O 1s e C 1s foram coletadas e analisadas individualmente.  

 

 

Figura 82 – (A) Espectros exploratório e de alta resolução de XPS das regiões de (B) O 1s, (C) C 1s 
e (D) Cu 2p3 com suas deconvoluções para o CuNPs-RGO/GCE. 

 

O espectro de alta resolução da região de O 1s pode ser claramente deconvoluído em 

quatro componentes correspondentes aos átomos de oxigênio em diferentes grupos funcionais 

com energias de ligações em 530,5 (O-Cu; 9,1 %), 531,6 (C=O; 28,2 %), 532,7 (C-O; 42,5 %) 

e 533,7 (O-C=O; 15,1 %) eV com suas respectivas proporções atômicas, e uma componente 

Auger Na sobreposta com O 1s em 535,6 (Auger Na; 5,1 %) eV que poder ser do NaOH 

utilizado na oxidação das CuNPs, Figura 82(B). O pico localizado em 530,5 eV é atribuído à 

presença do Cu2O na superfície do eletrodo modificado (166).  
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O espectro de alta resolução da região de C 1s foi deconvoluído em cinco 

componentes, Figura 82 (C). As componentes identificadas foram associadas a diferentes 

formas de oxidação e hibridizações do carbono com energias de ligações em 284,5 

(CCaromático; 55,4 %), 285,4 (C-H; 8,7 %), 286,4 (C-O, 19,8 %), 287,7 (C=O; 10,8 %), 289,1 

(O-C=O; 4,2 %) e 290,6 (pico satélite shake-up π→π*; 5,9 %) eV com suas respectivas 

proporções atômicas (82,88). 

Na Figura 82 (D), é apresentado o espectro de alta resolução da região de Cu 2p3/2. A 

deconvolução do espectro gerou três picos associados a diferentes espécies de cobre com 

energias de ligações em 933,0 eV, 934,7 e 936,5 eV e dois picos satélites (pico shake-up) com 

energias de ligações em 940,5 e 943,9 eV. O pico com energia de ligação em 833,0 eV é 

atribuído ao Cu2O, e o pico em 934,7 eV corresponde ao CuO, sendo esse pico confirmado 

pela presença dos picos satélites característicos desse composto em 943,9 eV (167). O pico 

com energia de ligação em 936,5 eV diz respeito ao Cu(OH)2 (168).  

O pico satélite em 940,5 eV confirma a predominância do CuO sobre a superfície do 

eletrodo modificado. A diferença de 20,1 eV entre os picos de Cu 2p3/2 (934,7 eV) e Cu 2p1/2 

(954,8 eV) está de acordo com o espectro padrão de CuO, Figura 82 (A) (169–171). Portanto, 

esses resultados confiram que o CuO existe como fase principal no material híbrido entre duas 

formas de óxido de cobre.  

A análise quantitativa de XPS a partir dos espectros de alta resolução na região de C1s 

do CuNPs-RGO/GCE mostrou que a concentração de oxigênio aumentou de 21,2 at.% 

(RGO/GCE) para 34,8 at.% (CuNPs-RGO/GCE), e a concentração de carbono diminuiu de 

78,8 at.% (RGO/GCE) para 64,1 at.% (CuNPs-RGO/GCE). A razão atómica O/C do NiNPs-

RGO/GCE (0,54 %) aumentou cerca de duas vezes em comparação com RGO/GCE (0,27 %) 

após a modificação com as CuNPs. Os resultados indicam que o aumento da concentração de 

oxigênio na superfície do RGO/GCE deve resultar, principalmente, da mistura dos óxidos 

Cu2O e CuO.  

Foram realizadas análises de TEM e HRTEM para esclarecer a estrutura e a 

morfologia da superfície do CuNPs-RGO/GCE, Figura 83. Na Figura 83 (A), foi observado 

que as CuNPs estão ancoradas no RGO. Além disso, a imagem de HRTEM indica que as 

CuNPs estão envolvidas pelo RGO, Figura 83 (B). A natureza cristalina das CuNPs foi 

confirmada utilizando padrões de difração de elétrons da área selecionada, Figura 83 (C). A 

imagem ampliada da Figura 83 (C) revela franjas de rede cristalina com espaçamento 

interplanar de 0,25 nm correspondente aos planos (002) do CuO (172). A partir do padrão de 
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difração, foi observado que os anéis de difração podem ser indexados à fase monoclínica do 

CuO que possui pontos de difração ao longo do eixo da zona, tais como (200),  (011) e (110), 

nos planos do cristal (172). Esses resultados indicam que as nanopartículas formadas na 

superfície do RGO/GCE são predominantemente formadas por NPs de CuO, concordando 

com os resultados obtidos nas análises de XPS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 83 – Imagens de (A) TEM e (B) imagens HRTEM do composto CuNPs/RGO, (C) imagem 
ampliada da área quadrada e (D) padrão de difração cristalina de uma CuNPs. 
 

6.3.5 Estudo do comportamento dos aminoácidos em solução alcalina 

 

A eletro-oxidação dos aminoácidos (Esquema 4) sobre a superfície do CuNPs-

RGO/GCE foi investigada por CV em meio alcalino no intervalo de potencial de 0,30 a 1,1 V 

com velocidade de varredura de 100 mV s-1. Os voltamogramas cíclicos na ausência e na 

presença dos aminoácidos são apresentados na Figura 84. 

Nos voltamogramas, foi observado um aumento na corrente de pico anódico na 

presença dos aminoácidos 1,0×10-2 mol L-1 na superfície do CuNPs-RGO/GCE em relação ao 

observado para a superfície modificada na ausência desses aminoácidos. Tal resultado aponta 

CuNPs 

RGO 

B A 

0,25 nm 

C D 
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para um processo típico de eletro-oxidação catalítica dos aminoácidos através do estado de 

alta valência do Cu(OH)2 (Equação 37) e CuO (Equação 38) que, em meio alcalino, geram as 

espécies CuOO- e Cu2O3. Cabe ressaltar, entretanto que, nas análises de TEM e HRTEM, foi 

encontrado apenas o CuO. Sendo assim, pode-se concluir que o processo de oxidação 

eletrocatalítico é realizado predominantemente por Cu2O3. Os voltamogramas cíclicos típicos 

para a eletro-oxidação dos aminoácidos alanina, glicina, leucina, lisina e serina em meio 

alcalino são apresentados na Figura 84. 
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Esquema 4 – Estrutura molecular dos aminoácidos estudados utilizando o CuNPs-RGO/GCE. 

 

A Figura 84 (A) apresenta o voltamograma cíclico do CuNPs-RGO/GCE na ausência e 

na presença de alanina em solução de NaOH 0,10 mol L-1. Na ausência da alanina, não foi 

observado nenhum pico de oxidação ou redução na superfície do eletrodo modificado com 

RGO e CuNPs. Após a adição de alanina 1,0×10-2 mol L-1, notou-se o aumento significativo 

da corrente de pico (380,8 µA) na região de potencial de 0,52 a 0,95 V durante a varredura 

anódica, evidenciando a oxidação eletrocatalítica dos aminoácidos pelas espécies de Cu(III). 

O ganho de corrente de pico anódico foi observado até 2,0×10-2 mol L-1. Além disso, foi 

observado o deslocamento de potencial para regiões mais positivas com o aumento da 

concentração do aminoácido de 0,66 (1,0×10-3 mol L-1) para 0,87 V (2,0×10-2 mol L-1). 

 Comportamento eletroquímico similar ao da alanina foi percebido para os 

aminoácidos glicina, leucina, lisina e serina, Figura 84 (B-E), respectivamente. Foi observado 

o deslocamento dos potenciais de oxidação da lisina (0,89 V), serina (0,87 V), glicina (0,86 

V) e leucina (0,90 V) em comparação com a alanina (0,87).  
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Figura 84 – Voltamogramas cíclicos na ausência (curvas vermelhas) e na presença de alanina (A), 
glicina (B), leucina (C), lisina (D) e serina (E) em soluções de NaOH 0,10 mol L-1 sobre a superfície 
do CuNPs-RGO/GCE com velocidade de varredura de 100 mV s-1 e aminoácidos nas concentrações de 
1,0×10-2 mol L-1. 

 

As espécies de Cu(II)/Cu(III) presentes na superfície do elétrodo modificado atuam 

como eletrocatalisador para a oxidação de aminoácidos. Quando os aminoácidos atingem a 

superfície do eletrodo, são rapidamente oxidados em aldeído, dióxido de carbono e amônia 

pelas espécies de Cu(III). O mecanismo de oxidação eletrocatalítica dos aminoácidos na 
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superfície do CuNPs-RGO/GCE pode ser representado através das seguintes reações em meio 

alcalino (31,32,34,130): 

𝐶𝑢ଶା ⇄ 𝐶𝑢ଷା + 𝑒ି                                                  𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (39) 

2𝐶𝑢ଷା + 𝑅𝐶𝐻(𝑁𝐻ଶ)𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝑒ି → 2𝐶𝑢ଶା + 𝑅𝐶𝐻 = 𝑁𝐻 + 2𝐻ା + 𝐶𝑂ଶ 𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (40) 

2𝐶𝑢ଷା + 𝑅𝐶𝐻 = 𝑁𝐻 + 𝐻ଶ𝑂 + 2𝑒ି → 2𝐶𝑢ଶା + 𝑅𝐶𝐻𝑂 + 𝑁𝐻ଷ                       𝐸𝑞𝑢𝑎çã𝑜 (41) 

Foram realizados estudos de velocidade de varredura para compreender o 

comportamento eletroquímico dos aminoácidos sobre a superfície do CuNPs-RGO/GCE em 

solução alcalina. As velocidades de varredura estudadas foram de 10 a 500 mV s-1. Os 

voltamogramas cíclicos e o efeito da velocidade de varredura sobre as correntes de pico 

anódico e catódico da alanina em NaOH 0,10 mol L-1 são apresentados na Figura 85.  

Notou-se que as correntes do pico anódico aumentaram linearmente com a raiz 

quadrada da velocidade de varredura no intervalo de 10 a 300 mV s-1 com coeficiente de 

relação maior que 0,999, Tabela 20. Estes resultados indicam que as reações de transferência 

de elétrons dos aminoácidos alanina, glicina, leucina, lisina e serina em meio alcalino podem 

ser controladas pelo processo difusional. 

 

Figura 85 – (A) Voltamogramas cíclicos do estudo da velocidade de varredura da alanina 5,0×10-3 
mol L-1 em NaOH 0,10 mol L-1. Efeito da (B) velocidade de varredura (ν) e (C) raiz quadrada da 
velocidade de varredura(ν0,5) nas correntes de pico anódico.  



186 
 

 
 

Tabela 20 – Parâmetros obtidos a partir da relação linear entre as correntes de pico anódico (Ipa) e 
catódico (Ipc) com a raiz quadrada da velocidade de varredura (ν0,5). 

Aminoácido 
Faixa Linear/ 

mV0,5 s-0,5 
Equação Linear 

Coeficiente de 

Correlação Linear 

Alanina 

3,2  

a  

18,7 

Ipa= 1,0×10-5 + 1,8×10-5  0,999 

Glicina Ipa= 3,7×10-6 + 1,0×10-5  0,999 

Leucina Ipa= 4,3×10-5 + 1,1×10-5  0,998 

Lisina Ipa= -4,4×10-5 + 2,7×10-5  0,999 

Serina Ipa= 3,2×10-4 + 1,1×10-4  0,998 

 

6.3.6 Otimização da separação cromatográfica 

 

Os aminoácidos podem ser detectados a partir da corrente gerada pela sua oxidação na 

superfície do CuNPs-RGO/GCE. Assim, inicialmente foram investigados o potencial de 

detecção e a melhor sequência de pulsos aplicada na determinação dos aminoácidos. Os 

produtos dessa reação de oxidação podem contaminar a superfície do eletrodo modificado 

através da adsorção e, como tal, devem ser limpos entre as medidas para não interferir no 

sinal analítico. A técnica de PAD resolve esse problema e permite que a resposta do eletrodo 

modificado apresente estabilidade por um período longo, devido à limpeza eletroquímica 

periódica realizada durante as corridas cromatográficas durante a aplicação dos pulsos 

(154,173). 

Para a PAD dos aminoácidos foi aplicada uma sequência de três pulsos baseada em 

relatos da literatura (173,174).  No primeiro pulso de potencial (E1), ocorre a ativação da 

superfície do CuNPs-RGO/GCE nos primeiros 100 ms, e nos outros 200 ms sucede a 

detecção da oxidação dos aminoácidos. O segundo potencial (E2) é utilizado para oxidar todas 

as espécies orgânicas presentes na superfície do eletrodo modificado e impedir que sejam 

adsorvidas. O terceiro potencial (E3) é aplicado para reduzir a superfície oxidada do eletrodo e 

aumentar a estabilidade do sinal eletroquímico, além disso, esse potencial não deve ser menor 

do que -0,05 V devido às espécies de oxido de cobre presente na superfície do eletrodo, que 

podem ser reduzidas a cobre (0). Portanto, os potenciais e períodos de tempo para a PAD 

foram: E1, 0,45 V por 300 ms; E2, 0,65 V por 30 ms; e E3, -0,05 V por 50 ms (Figura 86). 
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Figura 86 – Sequência de pulso aplicada na detecção amperométrica pulsada dos aminoácidos. 

 

O estudo do potencial aplicado empregando o CuNPs-RGO/GCE como detector 

amperométrico foi realizado após a separação cromatografia dos aminoácidos com fase móvel 

alcalina no intervalo de potencial de 0,0 a 0,60 V. A Figura 87 apresenta a resposta 

amperométrica do CuNPs-RGO/GCE. Pode ser observado que as respostas de corrente dos 

aminoácidos aumentaram no intervalo de potencial de 0,0 a 0,45 V. Potenciais acima de 0,45 

V provocaram a diminuição das correntes de oxidação dos aminoácidos, pois esses potenciais 

estavam em valores maiores do que os potenciais máximos de oxidação do cobre (III) no 

sistema em fluxo, causando uma diminuição na sensibilidade da detecção dos analitos. A 

lisina apresentou maior sensibilidade ao eletrodo modificado em comparação com os outros 

aminoácidos. Desse modo, o potencial aplicado de 0,45 V foi selecionado como o potencial 

de detecção ótimo devido a maior sensibilidade dos aminoácidos sobre a superfície do 

CuNPs-RGO/GCE. 

O efeito das concentrações do eluentes sobre os tempos de retenções e resoluções de 

separação dos aminoácidos também foi investigado. Foi observado que os aminoácidos 

possuem uma elevada resposta eletrocatalítica sobre a superfície do NiNPs-RGO/GCE em 

meio alcalino. Tal resultado indica que é necessária uma elevada concentração de solução 

alcalina para ionizar e oxidar o grupo amino dos aminoácidos. Em geral, eluentes alcalinos 

são necessários para separação e detecção dos analitos por meio de cromatografia iônica. 
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Figura 87 – Efeito do potencial aplicado (n= 3) na resposta amperométrica dos aminoácidos (a) lisina, 
(b) alanina, (c) glicina, (d) leucina e (e) serina em solução alcalina. Condições: Eluição isocrática com 
NaOH 4,0×10-2 mol L-1 como fase móvel, velocidade da fase móvel de 0,30 mL min-1 e aminoácidos 
5,0×10-6 mol L-1 cada. 
 

O efeito das concentrações dos eluentes sobre os tempos de retenções e resoluções de 

separação dos aminoácidos foi investigado com base nos resultados apresentados na Seção 

5.3.7 (Capítulo V), os quais indicam que é necessária uma elevada concentração de solução 

alcalina para ionizar e oxidar o grupo amino dos aminoácidos devido à elevada resposta 

eletrocatalítica dos aminoácidos sobre a superfície do CuNPs-RGO/GCE em meio alcalino.  

Eluentes alcalinos são necessários para separação e detecção dos analitos por meio de 

cromatografia iônica, portanto, soluções de NaOH são capazes de atender a esses requisitos 

para a separação e detecção dos aminoácidos. Na tabela 21, são apresentados os resultados do 

efeito do hidróxido no tempo de retenção (tr) e fator de retenção (k) dos aminoácidos. Foi 

observado que o aumento da concentração de NaOH promove a diminuição do tempo de 

retenção dos aminoácidos. As respostas de corrente ficaram mais intensas, porque esses 

aminoácidos são mais facilmente oxidados em pH elevado em virtude de os grupos α-amino 

estarem completamente em suas formas ionizadas (162).  

Além disso, pode ser verificado que os picos da alanina e glicina, e leucina e serina 

coeluem quando soluções alcalinas muito concentradas são empregadas na separação 

cromatográfica. O aumento da concentração de NaOH também provoca a diminuição dos 
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fatores de retenção, principalmente, para a lisina, que é mais afetada. No entanto, fatores de 

retenções ideais devem ficar entre 1 e 20. Por conseguinte, os resultados indicaram que a 

melhor separação dos aminoácidos lisina, alanina, glicina, leucina e serina é promovida pela 

fase móvel composta de NaOH 4,0×10-2 mol L-1; os resultados são apresentados na Tabela 21.   

 

Tabela 21 – Efeito do hidróxido no tempo de retenção (tr) e fator de retenção (k) dos aminoácidos.a 

Analito 
 Hidróxido de sódio/×10-2 mol L-1 

4,0 5,0 5,6 6,0 6,6 7,0 8,0 10,0 

Lisina 
tr (min) 10,7 9,1 8,7 8,3 8,0 7,9 7,9 6,7 

k 1,1 1,2 1,1 1,0 0,97 0,94 0,92 0,64 

Alanina 
tr (min) 17,1 14,4 13,9 12,8 12,3 12,0 11,7 10,7 

k 2,4 2,6 2,4 2,2 2,0 1,9 1,9 1,4 

Glicina 
tr (min) 19,4 16,3 15,8 14,3 13,8 13,4 12,9 10,7 

k 2,9 3,0 2,8 2,5 2,4 2,3 2,1 1,6 

Leucina 
tr (min) 21,6 18,0 17,1 15,9 15,2 14,8 14,1 11,7 

k 3,3 3,5 3,2 2,9 2,7 2,6 2,4 1,9 

Serina 
tr (min) 23,0 19,2 18,8 16,8 16,4 15,6 15,2 12,4 

k 3,6 3,7 3,6 3,1 3,0 2,8 2,7 2,0 

a Condições experimentais: potencial de detecção de 0,45 V versus Pd, velocidade da fase 
móvel de 0,40 mL min-1 e aminoácidos 5,0×10-6 mol L-1 cada.  

 

O efeito da velocidade da fase móvel nos tempos de retenção dos analitos foi 

investigado, Figura 88. Verificou-se que o aumento da velocidade da fase móvel provoca a 

diminuição dos tempos de retenções dos aminoácidos e também a coeluição dos aminoácidos 

leucina e serina. Desse modo, a velocidade de 0,40 mL min-1 foi selecionada como ótima para 

a separação dos aminoácidos.  

A Figura 89 apresenta o cromatograma da separação dos aminoácidos lisina, alanina, 

glicina, leucina e serina obtidos utilizando potencial de detecção de 0,45 V, velocidade da fase 

móvel de 0,40 mL min-1, eluição isocrática com NaOH 4,0×10-2 mol L-1 como fase móvel e 

aminoácidos 5,0×10-6 mol L-1 cada. 
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Figura 88 – Efeito da velocidade da fase móvel sobre os tempos de retenções dos aminoácidos. 
Condições experimentais: Potencial de detecção de 0,45 V versus Pd, eluição isocrática com NaOH 
4,0×10-2 mol L-1 como fase móvel e aminoácidos 5,0×10-6 mol L-1 cada. 

 

 
Figura 89 – Cromatograma de uma mistura 5,0×10-6 mol L-1 de lisina (1), alanina (2), glicina (3), 
leucina (4) e serina (5). Condições: Eluição isocrática com NaOH 4,0×10-2 mol L-1 como fase móvel, 
potencial de detecção de 0,45 V versus Pd e velocidade da fase móvel de 0,40 mL min-1. 
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Alguns parâmetros cromatográficos, tais como, tm, tr, tr’, Rs, N, α e k (definições e 

formulas apresentadas na Seção 5.3.7, Capítulo V) foram determinados afim de avaliar o 

potencial de separação da coluna, ,. Os cálculos foram realizados a partir de dados 

experimentais obtidos na separação cromatográfica apresentada na Figura 89. Os parâmetros 

cromatográficos encontrados estão dentro dos resultados esperados para um bom desempenho 

cromatográfico, como pode ser visto na Tabela 22. 

 

Tabela 22 – Parâmetros cromatográficos para a separação de aminoácidos.a 

Analito tm (min) tr (min) tr’ (min) Rs N k α  

Lisina 4.95 

4.95 

4.95 

10.7 5.75 7.45 2636 1.16 2.16 

Alanina 17.4 12.4 1.85 5221 2.50 1.17 

Glicina 19.4 14.5 1.70 2752 2.93 1.49 

Leucina 4.95 21.6 16.7 1.17 6176 4.36 0.84 

Serina 4.95 23.0 18.1 0.88 5662 3.66 - 

a Condições experimentais como na Figura 89. 
 

O desempenho analítico do CuNPs-RGO/GCE foi avaliado como detector 

amperométricos após a otimização dos parâmetros de separação e detecção dos aminoácidos. 

Soluções padrões contendo os aminoácidos lisina, alanina, glicina, leucina e serina foram 

preparadas com concentrações no intervalo de concentração de 1,0×10-7 a 1,0×10-3 mol L-1. 

As curvas analíticas foram avaliadas através da análise das concentrações das soluções 

padrões (x, mol L-1) com as respectivas correntes de pico anódico (y, nA min). O intervalo 

linear, LOD, sensibilidade amperométrica, coeficiente de correlação e o RSD estão 

apresentados na Tabela 23.  

As áreas dos picos dos aminoácidos variam linearmente com as concentrações no 

intervalo de 5,0×10-7 a 1,0×10-3 mol L-1 com um coeficiente de correlação ≥ 0,9990, Figura 

90. O LOD foi determinado através da razão S/N= 3 a partir da concentração mais baixa 

injetada. Os limites de determinação variaram de 1,0×10-7 mol L-1 para a lisina a 1,0× 10-6 mol 

L-1 para leucina, Tabela 23. O CuNPs-RGO/GCE empregado como detector amperométrico 

apresentou alta sensibilidade para os analitos que variaram de 6,1×106 (Leucina) a 2,1×107 nA 

mol-1 L (Serina). 
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Figura 90 – Curvas analíticas para detecção dos aminoácidos lisina (A), alanina (B), glicina (C), 
leucina (D) e serina (E) utilizando o CuNPS-RGO/GCE. Condições experimentais como na Figura 89. 

 

A repetibilidade expressa como porcentagem de RSD% de nove injeções 

cromatográficas sucessivas com uma concentração de 5,0×10-5 mol L-1, de cada analito 

resultou no RSD encontrado que variou de 0,80% para a lisina e 3,9% para a leucina para as 

noves medidas sucessivas realizadas, indicando excelente repetibilidade, Tabela 23. 

A estabilidade do CuNPs-RGO/GCE foi investigada utilizando o método desenvolvido 

ao longo de um período de 24 h, empregando um único elétrodo modificado e soluções de 

aminoácidos 5,0×10-5 mol L-1. Os resultados mostraram que a resposta inicial pode ser 

mantida em 93 ± 3,3 após 24 h de detecção contínua, logo, o CuNPs-RGO/GCE possui boa 

estabilidade a longo prazo. 



193 
 

 
 

Tabela 23 – Desempenho analítico do CuNPs-RGO/GCE empregado como detector amperométrico na detecção dos aminoácidos (n= 3).a 

Analito 
Faixa linear    

(mol L-1) 

Equação linear da 

regressão 

LOD 

(mol L-1) 

Sensibilidade 

(nA mol-1 L) 

Coeficiente de 

correlação linear 

RSD 

(%) 

Lisina 5,0×10-7 a 5,0×10-5 y= 1,9×107x + 2,6  1,0×10-7 1,9×107 ± 1,5×105 0,9999 0,80 

Alanina 1,0×10-6 a 1,0×10-4 y= 1,2×107x + 4,1 5,0×10-7 1,2×107 ± 9,7×104 0,9999 2,4 

Glicina 1,0×10-6 a 1,0×10-4 y= 1,7×107x + 2,6 5,0×10-7 1,7×107 ± 4,1×105 0,9991 0,96 

Leucina 5,0×10-6 a 1,0×10-4 y= 6,1×106x + 0,12 1,0×10-6 6,1×106 ± 2,3×105 0,9990 3,9 

Serina 1,0×10-6 a 1,0×10-4 y= 2,1×107x + 3,3 5,0×10-7 2,1×107 ± 3,3×105 0,9997 3,0 

                 a Condições experimentais como na Figura 89. 
 

6.3.7 Determinação de aminoácidos em amostra de vinhaça de cana-de-açúcar 

 

A aplicabilidade do CuNPs-RGO/GCE como detector amperométrico na cromatográfica iônica com PAD foi demonstrada através da 

quantificação de aminoácidos em vinhaça de cana-de-açúcar de uma usina de açúcar e álcool.  O preparo da amostra foi realizado conforme o 

apresentado na Seção 5.3.8 (Capítulo V). A amostra foi diluída com água ultrapura na proporção de 1:1000 para a determinação de alanina e 

1:100 para quantificar lisina, glicina, leucina e serina, antes de ser injetada na coluna.  

A identificação dos picos foi baseada no tempo de retenção específico dos analitos e foi confirmada pela adição de padrões dos analitos 

nas amostras diluídas. Cromatogramas representativos das amostras de vinhaça de cana-de-açúcar são apresentados nas Figuras 91 e 92.  

Os aminoácidos foram quantificados na amostra utilizando o método de adição de padrão. Três concentrações diferentes de soluções 

padrão dos aminoácidos foram adicionados à amostra. A análise foi efetuada em triplicata, e a curva de calibração foi obtida através da área do 

pico de cada aminoácido em função das concentrações adicionadas e relacionadas. Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 24. 
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Figura 91 – Separação cromatográfica da amostra de vinhaça de cana-de-açúcar diluída 1:100 com 
água ultrapura (a) e padrões de aminoácidos  1,0×10-6 mol L-1 (b). Picos: lisina (1), alanina (2), glicina 
(3), leucina (4) e serina (5). Condições experimentais como na Figura 89. 

 

Através dos resultados obtidos, a amostra de vinhaça de cana-de-açúcar contém em 

sua composição lisina, alanina, glicina, leucina e serina. Os aminoácidos alanina e lisina 

foram encontrados em maior quantidade na amostra analisada em comparação com os 

aminoácidos glicina, leucina e serina. Os coeficientes de correlação (≥0.997) das curvas de 

calibração confirmam a ausência de produtos absorvidos que poderiam afetar o desempenho 

catalítico do NiNPs-RGO/GCE.  

 

Tabela 24 – Teores de aminoácidos em vinhaça de cana-de-açúcar. 

Analito Determinado (mol L-1) Recuperação (%) RSD (n= 3) 

Lisinaa 1,1×10-5 ± 3,5×10-7 98 ± 4 3,7 

Alaninab 1,2×10-5 ± 2,1×10-8 98 ± 4 4,3 

Glicinaa 7,0×10-6 ± 8,8×10-9  97 ± 3 3,0 

Leucinaa 1,8×10-6 ± 6,7×10-8 102 ± 5 4,5 

Serinaa 5,6×10-6 ± 9,7×10-8 102 ± 3 3,2 

a Condições experimentais como na Figura 91. 
b Condições experimentais como na Figura 92. 
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Figura 92 – Separação cromatográfica da amostra de vinhaça de cana-de-açúcar diluída 1:1000 com 
água ultrapura (a) e padrão de alanina 5,0×10-6 mol L-1 (b). Pico: alanina (1). Condições experimentais 
como na Figura 89. 

 

As recuperações médias obtidas por três injeções cromatográficas de cada amostra 

enriquecida variam de 97% para glicina a 102% para leucina e serina, indicando a exatidão do 

método desenvolvido. A precisão foi estimada a partir do RSD, através dos experimentos 

cromatográficos realizados em triplicado das amostras enriquecidas com três níveis de 

concentrações e está compreendida entre 3,0% (glicina) e 4,5% (leucina). Os resultados 

indicam que o CuNPs-RGO/GCE pode ser utilizado como detector amperométrico para a 

determinação de aminoácidos. 
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6.4 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

Um detector amperometrico foi desenvolvido através da modificação de um eletrodo 

de carbono vítreo com óxido de grafeno reduzido contendo nanopartículas de cobre a partir de 

um método eletroquímico. O eletrodo modificado apresentou elevada atividade 

eletrocatalítica para a oxidação dos aminoácidos estudados em meio alcalino. O eletrodo 

modificado foi aplicado com sucesso como detector amperométrico acoplado à cromatografia 

iônica para detecção de aminoácidos. O método descrito é simples de realizar, não envolve 

preparação complexa da amostra e é altamente eficiente para a separação e quantificação 

simultânea dos aminoácidos lisina, alanina, glicina, leucina e serina em amostra de vinhaça de 

cana-de-açúcar. O desempenho analitico do método foi demonstrado através da linearidade, 

sensibilidade, precisão, seletividade, especificidade em uma ampla faixa de concentração, e 

limites de detecção e quantificação. A  análise de vinhaça de cana-de-açúcar demonstra a 

aplicabilidade do método em matriz complexa para a separação e determinação de 

aminoácidos. 
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CAPÍTULO VII. CONCLUSÕES  

 
O eletrodo de carbono vítreo foi modificado eletroquimicamente com óxido de 

grafeno reduzido utilizando um método simples de eletrodeposição através da técnica de 

amperometria, empregando uma suspensão aquosa contendo óxido de grafeno em sulfato de 

sódio. O eletrodo modificado não revelou nenhuma atividade eletroquímica na presença de 

aminoácidos, embora se apresente como um excelente substrato para modificação com 

nanopartículas metálicas e seus óxidos.     

Eletrodos de carbono vítreo contendo óxido de grafeno reduzido foram modificados 

com nanopartículas de óxidos metálicos de prata, níquel e cobre por amperometria, com 

sucesso. Os aminoácidos apresentaram picos de oxidação irreversíveis em meio alcalino no 

intervalo de potencial estudado nos eletrodos modificados. Os potenciais de oxidação dos 

aminoácidos foram menores no eletrodo modificado com nanopartículas de óxidos de níquel 

em comparação com os eletrodos modificados com óxidos de prata e cobre. 

A eletro-oxidação dos aminoácidos glicina, alanina, leucina, ácido aspártico e ácido 

glutâmico foi investigada empregando o eletrodo modificado com nanopartículas de óxido de 

prata. A oxidação eletrocatalítica dos aminoácidos em meio alcalino foi realizada através da 

mediação de prata (III). O eletrodo modificado apresentou elevada atividade eletrocatalítica, 

sensibilidade e estabilidade, tornando-se um excelente candidato a detector amperométrico.  

Os eletrodos modificados com óxido de grafeno reduzido contendo nanopartículas de 

óxidos metálicos de níquel e cobre foram utilizados como detectores amperométricos 

acoplados à cromatografia líquida de alta eficiência. Os aminoácidos apresentaram intervalo 

linear de concentração de duas a três ordens de grandeza, utilizando eluição isocrática com 

hidróxido e acetato de sódio como fase móvel. O eletrodo modificado com nanopartículas de 

óxidos de cobre apresentou limite de detecção e sensibilidade melhores em comparação com 

eletrodo modificado com nanopartículas de óxidos de níquel que demonstrou maior 

estabilidade. Os eletrodos foram empregados com sucesso na detecção e quantificação de 

aminoácidos em amostras de vinhaça de cana-açúcar utilizando os métodos com 

cromatografia líquida. 

Os desafios futuros para a continuidade das pesquisas em vinhaça de cana-de-açúcar 

podem ser direcionados ao desenvolvimento de novos métodos de análise de um número 

maior de aminoácidos utilizando os eletrodos modificados com nanopartículas de óxido de 

prata e óxidos de ferro acoplados à cromatografia líquida de alta eficiência, e o 

desenvolvimento de sensores eletroquímicos para detecção de aminoácidos. 
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