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RESUMO

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

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



ABSTRACT

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

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

1.1 VINHACA DE CANA-DE-ACUCAR

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

da composicio quimica desse residuo.

1.2 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

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

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

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

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

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

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

comumente utilizados na HPLC.

1.2.1 Determinacio cromatografica de aminoacidos com detec¢ao eletroquimica

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

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

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

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

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

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

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

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

1.3 ANALISE POR INJECAO EM FLUXO COM DETECCAO ELETROQUIMICA
DE AMINOACIDOS

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

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

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

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

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

14 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO E DETERMINACAO DE
AMINOACIDOS

1.4.1 Eletrodos nao modificados

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.4.2 Eletrodos quimicamente modificados

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

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

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

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

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

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

eletrodo (51).

1.4.2.1 Eletrodos quimicamente modificados com grafeno

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

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

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

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

para as técnicas eletroanaliticas (56-58).

1.4.2.2 Eletrodos quimicamente modificados com nanoparticulas metalicas

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

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

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

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

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

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

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

eletroatividade de varias moléculas organicas em meio alcalino foi avaliada. Entre essas



46

moléculas, foram encontrados alguns aminoacidos, os quais apresentaram picos de oxidacao
em +0,50 V. A faixa linear de concentracdo dos aminodcidos ficou compreendida entre
2,0x10% € 1,6x10 mol L' (65).

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

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

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

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

eletroquimica.
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CAPITULO I1. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver detectores nanoestruturados de 6xido de grafeno reduzido contendo
nanoparticulas de 6xidos metalicos de niquel, cobre e prata para deteccdo e determinagdo de
aminoacidos em vinhaga de cana-de-agucar utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia

acoplada a deteccao eletroquimica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar eletrodos modificados com o6xido de grafeno reduzido contendo
nanoparticulas de 6xidos metalicos de niquel, cobre e prata.

Caracterizar através de espectroscopica e microscopica os eletrodos modificados com
oxido de grafeno reduzido contendo nanoparticulas de 6xidos metalicos niquel, cobre e prata.

Estudar o comportamento eletroquimico dos aminoacidos em eletrodos modificados
com o6xido de grafeno reduzido decorado com nanoparticulas de 6éxidos metalicos de niquel,
cobre e prata.

Desenvolver metodologias analiticas para deteccio de aminoacidos utilizando
eletrodos modificados com 6xido de grafeno reduzido decorado com nanoparticulas de 6xidos
metélicos de niquel, cobre e prata como detector amperométrico acoplado a cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Determinar aminodcidos em amostras de vinhaca de cana-de-agucar utilizando os
eletrodos modificados com 6xido de grafeno reduzido contendo nanoparticulas de 6xidos
metélicos de niquel, cobre e prata como detector amperométrico acoplado a cromatografia

liquida de alta eficiéncia.
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CAPITULO III. MODIFICACAO DO ELETRODO DE CARBONO VITREO COM
OXIDO DE GRAFENO REDUZIDO

3.1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o grafeno (GR) tem atraido a atencdo cientifica, tecnologica e
comercial devido a sua estrutura molecular Unica, que apresenta uma monocamada
rigorosamente bidimensional de atomos de carbono em espessura, interligados por ligacdes
quimicas do tipo sp? altamente conjugada (69—72). Consequentemente, o GR apresenta
propriedades quimicas e fisicas excepcionais, tais como grande 4rea superficial (2630 m? g!),
maior condutividade elétrica conhecida a temperatura ambiente (6000 S m™'), excelente
resisténcia mecanica (modulo de Young de ~ 1 TPa e for¢ga maxima de 130 GPa,
aproximadamente duas ordens de magnitude maior do que o ago) e flexibilidade, mobilidade
superior de elétrons (25 000 cm? V! s7), forte efeito de campo elétrico ambipolar, alta
transparéncia, excelente condutividade térmica (~5000 W m™ K!), alta estabilidade térmica e
quimica (69,73-75).

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés
International Union of Pure and Applied Chemistry), o GR ¢ definido como uma unica
camada de carbono da estrutura de grafite, descrevendo sua natureza por analogia com um
hidrocarboneto aromatico policiclico de tamanho quase infinito (73,76). No entanto, ¢
importante notar que a definicdo de GR nao ¢ 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 hibridiza¢do sp*® ou buracos fisicos na
estrutura que diferem devido aos diferentes métodos de preparacdo e consequentemente, na
estrutura quimica (geralmente o nivel de oxidacdo), forma, tamanho e nimero de camadas
(73,75). Portanto, no presente estudo, sera adotada essa tendéncia de referir a todos os
materiais relacionados ao grafeno pristino (sem defeitos) como GR ao discutir os materiais.

Ha varios métodos de preparacao de grafeno, cada um com caracteristicas especificas
de dimensodes, forma, quantidade e qualidade, os quais devem ser cuidadosamente
selecionados de acordo com o objetivo e mecanismo de detec¢do especificos a serem
utilizados, com uma considera¢do equilibrada sobre os desempenhos (por exemplo, LOD e

faixa linear), reprodutibilidade, custo e fabricacao (69,75). De um modo geral, esses métodos
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podem ser classificados como esfoliagdo, decomposigdo térmica, deposicao quimica de vapor,
abertura de nanotubos de carbono, redu¢do térmica ¢ oxidagao-redugao, entre outros (69).

Entre estes métodos, a redugdo quimica do 6xido de grafeno (GO, do inglés Graphene
Oxide) obtida a partir de esfoliacdo ultrassonica de grafite oxidada ¢ a maneira mais barata de
produzir grandes quantidades de folhas de grafeno (77). No entanto, ¢ bastante dificil produzir
GR relativamente puro, pois os produtos quimicos envolvidos no método de preparagdo do
GR sdo téxicos e limitam a sua aplicacao (78).

O GO ¢ uma substancia que consiste em uma Unica camada polimerizada de 4&tomos
de carbono cuidadosamente embalada em uma rede bidimensional em forma de favo de mel
derivada do GR (79,80), cujos planos basais e bordas sdo abundantes com vérios grupos
contendo oxigénio, tais como epoxi, carboxilas e hidroxilas (81). Esses grupos oxigenados
nao s6 podem atuar como centros ativos cataliticos no processo eletroquimico, mas também
oferecem locais de ancoragem para a funcionaliza¢do covalente ou ndo covalente (73). O GO
ndo s6 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 oxigénio, multiplas por¢des de oxigénio e propriedades
eletronicas controlaveis (80,81). Todavia, a principal limitagdo do uso de GO ¢ a formacao de
defeitos estruturais e buracos que perturbam a rede sp’ e pioram drasticamente as
propriedades eletronicas, consequentemente, o GO possui a tendéncia de isolar devido a
interrupgdo das redes de ligagdo sp? (73,75).

Recentemente, a reducao eletroquimica de GO para GO reduzido (RGO, do inglés
Reduced Graphene Oxide) tem atraido grande atencdo devido a sua natureza simples, rapida,
barata, verde e nao toxica (77,78,82). Este procedimento ¢ um tratamento de desoxigenacao
requerido para recuperar as propriedades originais e atingir materiais que se assemelham, até
certo ponto, ao GR pristino (73,83). E importante notar que esses procedimentos de reducio
eletroquimica ndo podem remover completamente os grupos funcionais de oxigénio de GO
(83). Embora os materiais de GR eletroquimicamente reduzidos exibam caracteristicas
melhores do que o GO, ele permanece mais baixo do que o GR pristino devido a presenga de
grupos funcionais oxigenados residuais e a alta densidade de defeitos ou buracos irreversiveis
criados durante a oxidagao do grafite (75,83). Nesse sentido, o RGO reune caracteristicas 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 redugdo
eletroquimica de 6xido de grafeno em superficie de eletrodo de carbono vitreo para ser

empregado como substrato de nanoparticulas de 6xido metalicos eletrodepositadas.
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3.2 PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1 Reagentes e soluc¢oes

Todas as solugdes utilizadas nos experimentos eletroquimicos foram preparadas com
reagentes de alto grau de pureza analitica e 4gua deionizada ultrapura (MILLI-Q). Oxido de
grafeno (GO, 4 mg mL™"), sulfato de niquel (II) hexahidratado (NiSO4.6H,0, 99%), glicina
(C2HsNO2, > 99%), hidroxido de sodio (NaOH, > 98%) e sulfato de sdédio (NaxSOa, > 99%)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich, 4cido nitrico (HNOs, > 65%) da Merck, fosfato de
potassio monobasico anidro (KH2PO4, 99,0%) e fosfato de potassio bibasico anidro (K;HPOs,
98,0%) da Synth.

3.2.2 Instrumentacio

As medidas eletroquimicas foram realizadas com um potenciostato/galvanostato
PGSTAT-30 AUTOLAB utilizando uma célula eletroquimica convencional de 25 mL
contendo trés eletrodos controlados pelo software Nova 1.11. O eletrodo de referéncia
utilizado foi o de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl, KCI 3,0 mol L), e o eletrodo auxiliar de
um fio de platina (0,3 mm x 4,0 cm). O eletrodo de trabalho foi preparado com a modificagao
de um GCE com diametro de 3,0 mm (4rea aproximadamente igual a 0,07 cm?).

As suspensdes de GO foram submetidas ao ultrassonico (Eco-Sonics, modelo
Q3.0/25A com frequéncia de 25 kHz).

A caracterizacdo morfoldgica dos eletrodos modificados foram realizadas utilizando
substratos de carbono vitreo com 4rea recoberta de 0,07 cm?. Foi realizada microscopia
eletronica de varredura (SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy) para caracterizagao
morfolégica da superficie dos eletrodos modificados. Nas andlises, foi utilizado um
microscopio eletronico de varredura com canhao de emissdo 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 inglés Energy Dispersive X-ray Spectroscopy), Thermo
Scientific, modelo NORAN System 7.

Os espectros de Raman foram obtidos num LabRAM RH espectrometro confocal de
microscopia RAMAN (Horiba Jobin Yvon S.A.S.) empregando um feixe de laser de 632,8

nm, sendo a posi¢ao do sinal calibrada com silicone.
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Foram realizadas andlises de espectroscopia de fotoemissao de raios X (XPS, do inglés
X-Ray Photoelectron Spectroscopy) utilizando-se um espectrometro comercial UNI-SPECS
UHV System com pressdo menor que 5107 Pa. A linha Mg Ka foi utilizada (hv = 1253,6
eV) como fonte de ionizacdo, e a energia de passagem do analisador foi ajustada para 10 eV.
O ruido inelastico dos espectros de alta resolucdo C Is e O 1s foi subtraido utilizando o
método de Shirley. A composi¢do em porcentagem atomica da camada da superficial (<5 nm)
foi determinada pelas proporcdes relativas das areas dos espectros corrigidas pelos fatores de
sensitividade atdmica de Scofield, com uma precisdo de + 5%. A escala da energia de ligacao
dos espectros foi corrigida usando a componente de hidrocarbonetos fixa em 285,0 eV. Os
espectros foram deconvoluidos utilizando fungdo do tipo Voigtiana, com combinagdes
Gaussianas (70%) e Lorentzianas (30%). A largura a meia altura variou entre 1,2 ¢ 2,1 eV, e a

posicao dos picos foi determinada com uma precisao de = 0,1 eV.

3.2.3 Limpeza do eletrodo de carbono vitreo

O GCE foi imerso em acido nitrico 20% por 5 min. Posteriormente, a superficie do
GCE foi polida em uma suspensao de pé de alumina 0,3 pm e lavada abundantemente com

agua ultrapura.

3.2.4 Modificacio do eletrodo de carbono vitreo com oOxido de grafeno reduzido

eletroquimicamente

3.2.4.1 Método 1

Uma suspensdo de GO 1,0 mg L™! foi preparada em 4gua utilizando ultrassom durante
4 h. Antes de ser utilizada, a suspensao foi homogeneizada por 30 minutos em ultrassom. Em
seguida, 5,0 uL de GO 1,0 mg L' foram depositados sobre a superficie do GCE e esperando-
se secar a temperatura ambiente. Posteriormente, o eletrodo modificado com GO foi imerso
em uma solugdo de Na,SO4 0,10 mol L' 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 superficie do GCE modificado
com GO reduzido (RGO) através uma solugdo de NiSO4 5,0x10° mol L' em tampdo fosfato
0,1 mol L! (pH 6,5), aplicando potencial de -1,5 V por 30 s empregando amperometria. As
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NiNPs foram oxidadas em uma solugdo de NaOH 0,10 mol L! no intervalo de potencial de

0,102 0,70 V a 100 mV s™!' durante 30 ciclos utilizando CV.

3.2.4.2 Método 2

GCEs foram modificados com GO de acordo com o método amperométrico 1 (Se¢do
3.2.4.1). Posteriormente, os eletrodos modificados com GO foram imersos em uma solugdo de
Na2S04 0,10 mol L! contendo NiSO4 5,010 mol L! 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 solu¢io de NaOH 0,10 mol L' e foram aplicados potenciais no
intervalo de 0,10 a 0,70 V a 100 mV s durante 30 ciclos utilizando CV para oxidar as

NiNPs.

3.2.4.3 Método 3

Suspensdes de GO 0,50 mg L' foram preparadas em 4gua e dispersas usando
ultrassom por 4 h. Em seguida, 5,0 uL de GO 0,50 mg L' foram depositados sobre a
superficie do GCE e esperando-se secar a temperatura ambiente. Posteriormente, o GCE
modificado com GO foi submetido a reducdo eletroquimica em NaxSOs 0,50 mol L no
intervalo de potencial de -0,20 a -1.6 V a 50 mV s™! por 40 ciclos utilizando CV (85).

As NiNPs foram eletrodepositadas sobre as superficies dos GCEs com GO reduzido
(GCE/RGO) através de uma solucdo de NiSO4 5,0x10 mol L' em tampdo fosfato 0,10 mol
L (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 solu¢cdo de NaOH 0,10 mol L' no
intervalo de potencial de 0,10 a 0,70 V a 100 mV s’ durante 30 ciclos utilizando CV para
oxidar as NiNPs.

3.2.4.4 Método 4

GO 1,0 mg L' foi preparado de acordo com metodologia da Se¢do 3.2.4.3. Em
seguida, suspensdes contendo GO 0,50 mg L' e NiSO4 5,010 mol L! foram preparadas em
meio de Na;SOs 0,10 e 0,50 mol L. As NiNPs e RGO foram eletrodepositados
simultaneamente sobre a superficie de GCE através da técnica de CV aplicando potencial de

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

3.2.4.5 Método 5

Uma suspensio de GO 1,0 mg L foi preparada em 4gua, dispersa através de
ultrassom por 4 h e foi diluida a 0,50 mg L' em Na,SO4 0,10 mol L!. Em seguida, GCE foi
imerso nessa suspensao 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
a temperatura ambiente.

Posteriormente, NiNPs foram eletrodepositadas sobre a superficie do RGO/GCE a
partir de uma soluco de NiSO4 2,0x102 mol L™! em NaxSO4 0,10 mol L! aplicando potencial
de -1,3 V por 120 s utilizando a amperometria. E as NiNPs foram oxidadas em NaOH 0,10
mol L' no intervalo de potencial de 0,10 2 0,70 V a 100 mV s por 30 ciclos utilizando CV.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Comportamento eletroquimico dos aminoacidos em eletrodo de carbono vitreo

Os grupos amino e carboxila dos aminoacidos, juntamente com os grupos laterais (R)
ionizaveis de alguns aminoécidos, funcionam como bases e 4acidos fracos. Quando um
aminoacido sem um grupo R ionizavel ¢ dissolvido em 4gua em pH neutro, ele passa a existir
em solu¢cdo como um ion dipolar (zwitterion), o qual pode atuar tanto como um 4cido quanto
como uma base (anfotero) (86).

O comportamento anfotero dos aminoacidos ¢ ditado pelo pH da solugdo, ou seja, os
grupos a-carboxilicos (pK= 2,2) e a-amino (pK= 9,4) encontram-se quase completamente em
suas formas protonadas em pH 3,5; e estes dois grupos estdo quase completamente em suas

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

HO 0o 0. o} 0. o}
= = =
+ —— ———
H3N H HaN- H H,N H
R R R

pH écido pH neutro pH bésico

Esquema 1 — Forma predominante dos aminoacidos em diferentes meios.

Os aminoécidos alanina, leucina e glicina ndo possuem cadeias laterais ionizaveis. Os
aminoacidos aspartico e glutdmico t€ém um grupo carboxilico ionizavel nas cadeias laterais, no
entanto, em solucdo alcalina encontram-se na forma nao ionizada. As estruturas destes
aminodcidos sao apresentados no Esquema 2.

O comportamento eletroquimico dos aminoacidos aspartico, glutdmico, alanina,
glicina e leucina foi investigado sobre a superficie do GCE com CV no intervalo de potencial
entre -1,50 e 1,50 V com velocidade de varredura de 50 mV s™! em solucdo alcalina de NaOH
0,10 mol L. Os voltamogramas ciclicos resultantes do estudo sio apresentados na Figuras 1.
Nos voltamogramas ciclicos dos aminoacidos em solug¢do alcalina (pH= 13,5), ndo foram
observados picos de oxidacao ou redugao no intervalo de potencial estudado na superficie do
GCE sem modificagdo. Portanto, ¢ necessaria a modificagdo do GCE com matérias que

promovam a oxidacdo ou redu¢do dos aminoacidos em sua superficie.
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Esquema 2 — Estrutura molecular dos aminoacidos.
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Figura 1 — Voltamogramas ciclicos do GCE em solug¢des de NaOH 0,10 mol L™ na auséncia (a; curva
vermelha) e presenga de aminoacidos 1,0x107 (b; curva preta) e 1,5x102 mol L' (c; curva azul) com
velocidade de varredura de 50 mV s™': 4cido aspartico (A), acido glutdmico (B), alanina (C), glicina
(D) e leucina (E).
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3.3.2 Comportamento eletroquimico do oxido de grafeno

Inicialmente, foi investigada a eletrorreducdo de GO por CV no intervalo de potencial
de -0,20 a -1,6 V em solugiio de sulfato de sodio 0,50 mol L', Figura 2. Na realizacdo do
experimento, uma aliquota de 5,0 pL de uma suspensdo 1,0 mg mL"' de GO em 4gua
ultrapura foi aplicada na superficie do GCE e esperando-se secar a temperatura ambiente.
Posteriormente, o GCE contendo GO foi imerso na solucio de NaySOs 0,50 mol L' ¢ a

medida voltamétrica foi realizada (85).

0,0+

0,5

-1,01

I/mA

-1,51

2.0-

‘2,5 | T T T T T T T T T I T I ' I
1,60 -140 -120 -1,00 -0,80 -0,60 -0,40 -0,20

E/V
Figura 2 — Voltamogramas ciclicos do éxido de grafeno 1,0 mg mL"! em sulfato de sodio 0,50 mol
L. (A) 1° Ciclo; (B) 2° Ciclo; (C) 3° Ciclo; (D) 4° Ciclo; (E) 5° Ciclo; (F) 10° Ciclo; (G) 20° Ciclo;
(H) Sulfato de sodio 0,50 mol L', Condigdes: velocidade de varredura de 50 mV s™'.

No primeiro voltamograma do GO, foi observado um pico catédico em -1,43 V com
potencial inicial de reducdo do GO iniciando-se em -0,60 V, Figura 2 (curva A). O pico
observado ¢ atribuido a reducao dos grupos funcionais presentes nas folhas de grafeno, tais
como éteres, epoxidos, ésteres, aldeido, acidos carboxilicos, alcoois e fenois (82,85,88).

A partir do segundo ciclo voltamétrico, ndo se observou mais o pico catddico da
reducdo do GO, Fig. 2 (B) - (G). Este resultado indica que o GO foi reduzido de forma
irreversivel na superficie do GCE e a reagao de reducdo ¢ rapida. Com base nestes resultados,
foram realizados os estudos de eletrodeposicdio do GO na superficie do GCE por

amperometria e CV.
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3.3.3 Modificacdo do eletrodo de carbono vitreo com oOxido de grafeno reduzido

eletroquimicamente

Afim de investigar a eletro-oxidagdo dos aminodcidos na superficie do GCE
modificado com GO reduzido (RGO/GCE), um GCE foi modificado de acordo com a Se¢do
3.3.2. Em seguida, voltamogramas ciclicos dos aminoacidos com concentra¢io de 1,0x107

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

velocidade de varredura de 50 mV s™! utilizando o eletrodo modificado, Figura 3.
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Figura 3 — Comportamento eletroquimico dos aminoacidos acido aspartico (A), acido glutdmico (B),
alanina (C), glicina (D) e leucina (E) nas concentragdes de 1,0x10° mol L! (curva pretas) em solugdo
de NaOH 0,10 mol L' (curva vermelhas) sobre a superficiec do RGO/GCE com velocidade de
varredura de 50 mV s\,
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Os resultados mostram que os aminoacidos ndo apresentaram picos de oxidagdo e
reducdo no intervalo de potencial estudado sobre a superficie do RGO/GCE em solugao
alcalina, Figura 3. Com base neste resultado, os eletrodos modificados com 6xido de grafeno
reduzido eletroquimicamente desenvolvidos foram modificados com nanoparticulas de niquel
(NiNPs) que exercem o papel de eletrocatalisador na oxidagdo ou redu¢do dos aminoécidos.
No entanto, cabe ressaltar que o foco principal deste capitulo ¢ o estudo e o desenvolvimento
do GCE modificado com RGO para ser utilizado como plataforma de ancoragem das

nanoparticulas metalicas.

3.3.3.1 Método 1

Um GCE foi modificado com GO e esperando-se secar. Em seguida, o eletrodo foi
submetido a reducdo eletroquimica utilizando amperometria a potencial constante.
Posteriormente, as NiNPs foram eletrodepositadas sobre a superficie modificada e oxidadas
em solucdo alcalina. A Figura 4 apresenta os voltamogramas ciclicos da oxidagdo das NiNPs
em meio alcalino com velocidade de varredura de 100 mV s!. Nos voltamogramas, podem ser

observadas a formagdo (curva a) e a estabilizac¢do (curvas b-g) das nanoparticulas.
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Figura 4 — Voltamogramas ciclicos sucessivos da oxida¢do das NiNPs sobre a superficie do GCE
modificado com GO reduzido eletroquimicamente em NaOH 0,10 mol L' com velocidade de
varredura de 100 mV s': (a) 1° Ciclo; (b) 3° Ciclo; (c) 5° Ciclo; (d) 10° Ciclo; (e) 20° Ciclo; (f) 25°
Ciclo; e (g) 30° Ciclo. Inserido: Dependéncia das correntes e potencias de pico anddico (I Epa) €
catddico (Ipe; Epc) com o nimero de ciclos.
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Foi estudada a oxidacdo eletrocatalitica dos aminoacidos alanina, glicina, aspartico,
leucina e glutamico no RGO/GCE contendo NiNPs (NiNPs-RGO/GCE) utilizando a técnica
de CV. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em solu¢des de NaOH 0,10 mol L

contendo aminodcidos 1,0x107 mol L'! no intervalo de potencial de 0,20 a 0,65 V (Figura 5).
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Figura 5 — Voltamogramas ciclicos de um NiNPs-RGO/GCE em solugdes de NaOH 0,10 mol L' na
auséncia (curvas vermelhas) e presenca de aminoacidos 1,0x107 mol L! (curva preta) com velocidade
de varredura de 100 mV s': 4cido aspartico (A), acido glutimico (B), alanina (C), glicina (D) e
leucina (E).
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Nos voltamogramas ciclicos do NiNPs-RGO/GCE em NaOH 0,10 mol™! (Branco), sdo
observados dois picos referentes a oxidac¢ao e a reducdo do niquel na superficie do eletrodo
modificado (Figuras 5 (A) a (E), curvas vermelhas). O primeiro pico ¢ atribuido a oxidagao de
niquel (IT) a niquel (III) em 0,49 V; e o segundo pico refere-se a reducao de niquel (III) a
niquel (II) em 0,38 V. Quando os aminodcidos 1,0x10 mol L' foram adicionados em
solugdo alcalina, foi observado um pequeno ganho de corrente no pico de oxidacdo de niquel
(IT) a niquel (III) com deslocamento de potencial no sentido positivo (Figuras 5 (A) a (E),
curvas pretas), o qual foi atribuido a eletrocatalise dos aminoacidos na superficie do NiNPs-

RGO/GCE (Tabela 1).

Tabela 1 — Parametros da resposta eletroquimica dos aminoacidos em meio alcalino obtidos com o
eletrodo modificado com o método 1 (Figura 5).

Aminoacidos Epa/V Al/pA*
Acido aspartico 0,51 17,8
Acido glutdmico 0,51 17,2
Alanina 0,50 11,6
Glicina 0,51 52,7
Leucina 0,51 20,7

* Al= Corrente de pico anodico dos aminoacidos - corrente de pico anddico do branco

O eletrodo modificado na presenca dos aminoacidos apresenta potenciais de oxidacao
entre 0,50 ¢ 0,51 V com ganhos de corrente entre 11,6 (alanina) e 52,7 pA (glicina) (Tabela
1). Os resultados apresentados indicaram que a modificagdo do GCE com RGO baseado neste
método promoveu a eletrocatalise dos aminoacidos em meio alcalino no intervalo de potencial
estudado frente ao eletrodo de carbono vitreo. No entanto, o pequeno ganho de corrente nao
se mostrou atrativo para a detec¢do dos amianodcidos. Além disso, a aderéncia do RGO na
superficie do GCE foi baixa e a modificacdo era lixiviada com facilidade para o seio da

solugdo. Portanto, este método ndo se mostrou eficiente para a deteccao dos aminodacidos.

3.3.3.2 Método 2

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

seguida, os eletrodos contendo GO foram reduzidos eletroquimicamente e modificados com
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nanoparticulas de niquel simultaneamente aplicando potenciais de -1,1 V por 210 s e -1,5 V
por 500 s utilizando amperometria, € oxidado em NaOH 0,10 mol L' por CV.

Os voltamogramas da oxidagdo das NiNPs eletrodepositadas sobre as superficies
modificadas sob potencial -1,1 e -1,5 V sdo apresentados nas Figuras 6 e 7, respectivamente.
Nos voltamogramas ciclicos, pode ser observado a oxidacdo das nanoparticulas de niquel
sobre a superficie do RGO/GCE. Ainda, pode ser verificado que as nanoparticulas foram

eletrodepositadas com sucesso sobre as superficies dos eletrodos modificados.
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Figura 6 — Voltamogramas ciclicos sucessivos da oxida¢do das NiNPs sobre a superficie do GCE
modificado com GO reduzido eletroquimicamente sob potencial de -1,1 V por 210 s em NaOH 0,10
mol L com velocidade de varredura de 100 mV s': (a) 1° Ciclo; (b) 3° Ciclo; (c) 5° Ciclo; (d) 10°
Ciclo; (e) 20° Ciclo; (f) 25° Ciclo; e (g) 30° Ciclo. Inserido: Dependéncia das correntes e potencias de
pico anoddico (Ips; Epa) € catodico (Ipe; Epe) com o nimero de ciclos.

A oxidacao eletrocatalitica dos aminoacidos 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!. Os voltamogramas ciclicos na presenca e na auséncia dos aminoacidos s3o
apresentados nas Figuras 8 ¢ 9. As NiNPs apresentam um par de picos bem defenidos com
potencial de pico anddico (Epa) de aproximadamente 0,52 V e potencial de pico catddico (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) € 0,33 V (Epc) (Figura 9).
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Figura 7 — Voltamogramas ciclicos sucessivos da oxida¢do das NiNPs sobre a superficie do GCE
modificado com GO reduzido eletroquimicamente sob potencial de -1,5 V por 500 s em NaOH 0,10
mol L' com velocidade de varredura de 100 mV s': (a) 1° Ciclo; (b) 3° Ciclo; (¢) 5° Ciclo; (d) 10°
Ciclo; (e) 20° Ciclo; (f) 25° Ciclo; e (g) 30° Ciclo. Inserido: Dependéncia das correntes e potencias de
pico anddico (Ipa; Epa) € catodico (Ipe; Epc) com o numero de ciclos.

Nos voltamogramas das Figuras 8 ¢ 9 pode ser observado um aumento das correntes
de pico anddico na presenca dos aminoacidos (curvas pretas) em comparacdo com O0S
voltamogramas registrados apenas em NaOH 0,10 mol L (curvas vermelhas). Este aumento
de corrente ocorre devido a oxidagao eletrocatalitica dos aminoacidos sobre as nanoparticulas
de niquel, conforme explicagdo apresentada anteriormente. Os potenciais de pico anodico e as

repectivas correntes anodicas sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Pardametros da resposta eletroquimica dos aminoacidos em meio alcalino obtidos com os
eletrodos modificados com o método 2 (Figuras 8 ¢ 9).

-1,1 V por 210 s -1,5 V por 500 s
Aminoacidos
Epa/V Al/nA* Epa/V Al/nA*

Acido aspartico 0,53 31,0 0,56 60,4
Acido glutamico 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

* Al= Corrente de pico anodico dos aminoacidos - corrente de pico anodico do branco.
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Figura 8 — Voltamogramas ciclicos de um NiNPs-RGO/GCE sob potencial de -1,1 V por 210 s em
solugdes de NaOH 0,10 mol L' (curvas vermelhas) e na presenga de aminoacidos de 1,010 mol L™
(curva preta) com velocidade de varredura de 100 mV s': 4cido aspartico (A), acido glutdmico (B),
alanina (C), glicina (D) e leucina (E).
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Figura 9 — Voltamogramas ciclicos de um NiNPs-RGO/GCE sob potencial de -1,5 V por 500 s em
solugdes de NaOH 0,10 mol L' (curvas vermelhas) e na presenga de aminoacidos de 1,0x10* mol L™
(curva preta) com velocidade de varredura de 100 mV s': acido aspartico (A), acido glutdmico (B),
alanina (C), glicina (D) e leucina (E).
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Na Tabela 2, pode ser observado que os E,. foram deslocados para regides mais
positivas dos voltamogramas na presenca dos aminodcidos em comparagdo com oS
voltamogramas na auséncia dos aminoacidos devido ao processo eletrocatalitico dos
aminoacidos na superficie dos eletrodos modificados. Este deslocamento de potenciais
catodicos fica mais evidente entre as modifica¢des realizadas na superficie do GCE, as quais
sdo influénciadas pelas NiNPs formadas durante a eletrodeposi¢ao e oxidagao.

As correntes de pico anddico (Ips) aumentaram na presenca dos aminoacidos nas duas
modificacdes realizadas. No entanto, quando se compara as I,. obtidas entre as duas
modificacdes, observa-se que a Iy, da alanina diminiu no eletrodo modificado a -1,5 V por
500 s em comparagdo com o eletrodo obtido a -1,1 V por 210 s. Além disso, pode ser
verificado que as Ipa dos aminoécidos aspartico, glutdmico e glicina foram maiores na
modificagao a -1,5 v por 500 s.

Essas variagdes podem ocorrer devido ao tamanho das nanoparticulas que influénciam
no tamanho da érea eletroativa disponivel para oxida¢do dos aminodacidos, e também devido
ao grau de restauracdao das ligagdes 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 modificacdo mais eficiente para oxidacdo dos aminnoécidos. Apesar dos resultados
promissores promovidos por essas modificacdes, nenhuma das duas modicagdes foi levada
adiante porque se apresentavam pouco estaveis com perda dos sinais analiticos e

desprendimento das modificagdes com facilidade da superficie do GCE.

3.3.3.3 Método 3

GCEs foram modificados com GO e esperando-se secar a temperatura ambiente.
Posteriormente, o eletrodo modificado com GO foi imerso em uma solugao Na;SO4 0,50 mol
L, e o GO foi reduzido eletroquimicamente por CV. Na Figura 10, sdo apresentados os
voltamogramas ciclicos da redugdo eletroquimica de GO no intervalo de potencial de -1,6 a
-0,20 V em NaxSO4 com velocidade de varredura de 50 mV s’'. No primeiro voltamograma,
foi observado um pico catédico em -1,4 V devido a reducdo dos grupos oxigenados presentes
nas folhas de GO, Figura 10 (curva A). A partir da segunda curva, ndo foi mais observado o
pico de reducdo presente na primeira curva, indicando que o GO foi reduzido

eletroquimicamente, Figura 10 (curvas B a E).
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Figura 10 — Voltamogramas ciclicos da reducio eletroquimica do GO 0,50 mg mL™! em sulfato de
s6dio 0,50 mol L' com velocidade de varredura de 50 mV s™': (A) 1° Ciclo; (B) 2° Ciclo; (C) 5° Ciclo;
(D) 10° Ciclo; (E) e 20° Ciclo.

Apos a redugdo eletroquimica, os eletrodos foram lavados com agua e foram
modificados com NiNPs eletrodepositadas nos potenciais de -1,0 V por 30, 50 ¢ 100 s, e -1,3
V por 30 s. Em seguida, as nanoparticulas foram oxidadas em meio alcalino usando CV. Sao
apresentados na Figura 11 voltamogramas ciclicos da oxidacao das NiNPs eletrodepositadas
sob potencial de -1,1 V por 30 s em NaOH 0,10 mol L! no intervalo de potencial de 0,10 a
0,70 V com velocidade de varredura de 100 mV s\

No primeiro voltamograma (Figura 11, curva a), ¢ observada a oxidagdo das
nanoparticulas em meio alcalino e consequente estabiliza¢ao do par de picos do niquel (Figura
11, curvas b a g) em 0,52 (pico anddico) e 0,29 V (pico catdédico). O mesmo comportamento
foi observado para as NiNPs eletrodepositadas nos tempos de 50 e 100 s. No entanto, os
eletrodos modificados apresentaram picos anddicos e catddicos estabilizados em 0,45 e 0,34
V no tempo de 50 s, € 0,50 ¢ 0,32 V com 100 s de eletrodeposigao.

Em seguida, a oxidagdo eletrocatalitica dos aminoacidos foi avaliada em solugdo
alcalina empregando os trés eletrodos preparados. Voltamogramas ciclicos foram realizados
no intervalo de potencial de 0,20 a 0,70 V com velocidade de varredura de 100 mV s!. As
Figuras 12 a 14 apresentam os voltamogramas na auséncia e na presenga dos aminoacidos

(1,0x107* mol L3).
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Figura 11 — Voltamogramas ciclicos sucessivos da oxidagdo das NiNPs eletrodepositadas com
potencial de -1,0 V por 30 s sobre a superficie do GCE modificado com GO reduzido
eletroquimicamente em NaOH 0,10 mol L' com velocidade de varredura de 100 mV s': (a) 1° Ciclo;
(b) 3° Ciclo; (c) 5° Ciclo; (d) 10° Ciclo; (e) 20° Ciclo; (f) 25° Ciclo; e (g) 30° Ciclo. Inserido:
Dependéncia das correntes e potencias de pico anddico (Ipa; Epa) € catodico (Ipe; Epe) com o nimero de
ciclos.

Nas Figuras 12 a 14, foi observado um aumento nas I, para os trés eletrodos
modificados na presenga dos aminodcidos em relacdo ao branco. Além disso, foi verificado
um deslocamento dos picos para potenciais mais positivos, indicando que a ocorréncia de
eletrocatalise na superficie do eletrodo modificado. Na Tabela 3, sdo apresentados os

parametros eletroquimicos obtidos a partir das Figuras 12 a 14.

Tabela 3 — Parametros da resposta eletroquimica dos aminoacidos em meio alcalino obtidos com o
eletrodo modificado com o método 3 com NiNPs eletrodepositadas nos tempos de 30, 50 ¢ 100 s
(Figuras 12 a 14).

30s 50s 100 s
Aminoacidos
Epa/V  Al/pA*  Epa/V  Al/pA* Epa/V Al/nA*
Acido aspartico 0,54 85,8 0,48 7,96 0,51 68,7
Acido glutdmico 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

* Al= Corrente de pico anodico dos aminoacidos - corrente de pico anodico do branco.
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Figura 12 — Voltamogramas ciclicos de um NiNPs-RGO/GCE sob potencial de -1,0 V por 30 s em
solugdes de NaOH 0,10 mol L' (curvas vermelhas) e na presenga de aminoacidos de 1,0x107 mol L!
(curva preta) com velocidade de varredura de 100 mV s': acido aspartico (A), acido glutdmico (B),
alanina (C), glicina (D) e leucina (E).

O eletrodo modificado com NiNPs preparadas no tempo de 30 s apresentou maiores
correntes cataliticas em relagdao aos eletrodos modificados nos tempos de 50 e 100 s (Tabela
3). Provavelmente, este ganho de corrente se deve aos menores tamanhos das nanoparticulas

produzidas. Além do mais, foi observado que a glicina apresenta maior sensibilidade as
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modifica¢des realizadas, possivelmente, devido a estereoquimica da molécula que apresenta
dois hidrogénios (grupo menos volumoso) ligados ao carbono, diferentemente dos outros
aminoacidos que possuem um carbono quiral ao qual um atomo de hidrogénio esté ligado e 3
outros grupos ligados mais volumosos do que o hidrogénio, o que facilita a aproximagao da

glicina a superficie modificada e consequentemente, a sua oxidagdo, Esquema 2.
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Figura 13 — Voltamogramas ciclicos do NiNPs-RGO/GCE sob potencial de -1,0 V por 50 s em
solugdes de NaOH 0,10 mol L' (curvas vermelhas) e na presenga de aminoacidos de 1,0x107 mol L
(curva preta) com velocidade de varredura de 100 mV s': acido aspartico (A), acido glutdmico (B),
alanina (C), glicina (D) e leucina (E).
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Figura 14 — Voltamogramas ciclicos de um NiNPs-RGO/GCE sob potencial de -1,0 V por 100 s em
solugdes de NaOH 0,10 mol L' (curvas vermelhas) e na presenga de aminoacidos de 1,0x107 mol L™!
(curva preta) com velocidade de varredura de 100 mV s': 4cido aspartico (A), acido glutdmico (B),
alanina (C), glicina (D) e leucina (E).

Outro fator que pode influenciar nas respostas dos eletrodos modificados ¢ a
quantidade de GO depositado sobre a superficie do GCE que pode ser influenciada pela
concentracdo de GO presente no volume transferido da suspensdo para a modificacdo do

GCE. Como se trata de uma suspensdo, a concentracao de GO presente no volume utilizado
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nas modificagdes pode variar e interferir diretamente no sinal analitico. Tal observacao pode
ser verificada na resposta do eletrodo modificado com nanoparticulas a 50 s para o acido
aspartico, por exemplo (Tabela 3).

Os resultados experimentais indicaram que o eletrodo modificado com GO reduzido
eletroquimicamente empregando voltametria ciclica apresentou boas condi¢des para serem
empregados no desenvolvimento de detectores eletroquimicos para detec¢do dos aminoécidos.
No entanto, assim como nos eletrodos preparados anteriormente, a modificacdo desenvolvida
utilizada no GCE se desprendia facilmente da superficie do eletrodo, tornando-se um

candidato ndo ideal para a detec¢do dos aminoécidos.

3.3.3.4 Método 4

Os eletrodos modificados através da deposicdo de GO e subsequente reducgdo
eletroquimica de GO sobre a superficie do GCE ndo se mostraram estaveis e reprodutiveis.
Dessa forma, GCE foi modificado através da eletrodeposi¢ao direta por CV de GO e NiNPs
na superficie do eletrodo a partir de uma suspensao contendo GO e NiSOs. Posteriormente, as
nanoparticulas foram oxidadas em meio alcalino e a resposta foi avaliada apenas com o
aminodcido glicina devido a maior sensibilidade apresentada durante os estudos anteriores.

Nas Figuras 15 e 16 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos da eletrodeposicao
simultanea de GO e NiNPs, e consequente reducao eletroquimica do GO sobre a superficie do
GCE. Na modificagio em NaxSOs 0,10 mol L', sdo observados dois picos catodicos no
primeiro voltamograma (Figura 15, curva a). O primeiro pico em -1,08 V provavelmente
refere-se a redug¢do do niquel na superficie do GCE que possui potencial de redu¢do menor do
que GO; e o segundo pico observado em -1,19 V ¢ da redugdao de GO. A partir do segundo
ciclo, os picos de reducao de niquel e GO sobre a superficie do GCE ndo sao observados
(Figura 15).

Diferentemente do que ocorre na redugdo em meio de NaxSO4 0,10 mol L™ (Figura
15), em Na2SO4 0,50 mol L! foram observados dois picos catddicos nio definidos em -1,18 e
-1,36 V (Figura 16, curva a), os quais se referem a reducao de niquel e GO na superficie do
GCE, respectivamente. No segundo voltamograma (Figura 16, curva b), foi observado um
pico catodico em -1,23 V referente a redugdo de niquel, o qual estd na mesma regido de
potencial observada na Figura 16 (curva a). Apds o segundo ciclo, nao foi observado mais

nenhum pico de redugao ou oxidagao na superficie do GCE.
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Figura 15 — Voltamogramas ciclicos da eletrodeposi¢do simultdinea de RGO e NiNPs sobre a
superficie do GCE em meio de Na;SO40,10 mol L' com velocidade de varredura de 50 mV s’'. (a) 1°
Ciclo; (b) 2° Ciclo; (c¢) 5° Ciclo; (d) 10° Ciclo; (e) 20° Ciclo.
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Figura 16 — Voltamogramas ciclicos da eletrodeposi¢do simultdinea de RGO e NiNPs sobre a
superficie do GCE em meio de Na;SO4 0,50 mol L' com velocidade de varredura de 50 mV s, (a) 1°
Ciclo; (b) 2° Ciclo; (c) 5° Ciclo; (d) 10° Ciclo; (e) 20° Ciclo. Inserido: Amplia¢des das curvas a e b.
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As nanoparticulas foram oxidadas em NaOH 0,10 mol L' utilizando CV apés a
modificacdo do GCE com RGO e NiNPs. Os voltamogramas ciclicos da oxidagdo das NiNPs
sdo apresentados nas Figuras 17 e 18. O eletrodo modificado em Na>SO4 0,10 mol L™ ficou
estavel apds o vigésimo ciclo (Figura 17, curva f), enquanto o eletrodo modificado em
Na;SOs 0,50 mol L' ndo apresentou estabilidade durante os 30 ciclos utilizados para

oxidacao e estabiliza¢do das nanoparticulas.

I 0.60
1200_ 6004 \.::::;*:l——ngl_o“SS
N 300+ Sy _0'50_
< H45 a
8004 = oo
e o/.\'-"'_"fn.]s
)y i~ \
400 - g
<
S _
~—
o]
0 -
-400 -
8004 =
0,10 0,20 030 040 050 0,60 0,770
E/V
Figura 17 - Voltamogramas ciclicos sucessivos da oxidacdo das NiNPs eletrodepositadas

simultaneamente com RGO em meio de Na,SO4 0,10 mol L! por CV sobre a superficie do GCE em
NaOH 0,10 mol L' com velocidade de varredura de 100 mV s': (a) 1° Ciclo; (b) 3° Ciclo; (¢) 5° Ciclo;
(d) 10° Ciclo; (e) 20° Ciclo; (f) 25° Ciclo; e (g) 30° Ciclo. Inserido: Dependéncia das correntes e
potencias de pico anodico (Ip; Epa) € catodico (Ie; Epe) com o numero de ciclos.

Os eletrodos modificados em meio de NaxSO4 0,10 ¢ 0,50 mol L' foram utilizados
para estudar a eletro-oxida¢@o da glicina em meio alcalino por CV. Nas Figuras 19 e 20, sdo
apresentados os voltamogramas ciclicos das adi¢des sucessivas de glicina em NaOH 0,10 mol
L. Foi observado um aumento da corrente de pico catddico (Ipc) proporcional a
concentracdo de glicina utilizando o eletrodo modificado em Na>SO4 0,10 mol L™ (Figura
19), indicando que o analito ¢ eletroativo na superficie do eletrodo. O mesmo foi observado
para o GCE modificado em Na;SO4 0,50 mol L (Figura 20). No entanto, a intensidade de
resposta foi aproximadamente 5,5 vezes menor do que o eletrodo modificado em Na>SO4 0,10

mol L. Além disso, a resposta do eletrodo ficou estavel apds 3,010 mol L! de glicina.
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Figura 18 - Voltamogramas ciclicos sucessivos da oxidagdo das NiNPs eletrodepositadas
simultaneamente com RGO em meio de Na,SO4 0,50 mol L! por CV sobre a superficie do GCE em
NaOH 0,10 mol L' com velocidade de varredura de 100 mV s': (a) 1° Ciclo; (b) 3° Ciclo; (¢) 5° Ciclo;
(d) 10° Ciclo; (e) 20° Ciclo; (f) 25° Ciclo; e (g) 30° Ciclo. Inserido: Dependéncia das correntes e
potencias de pico anddico (Ips; Epa) € catodico (Ipe; Epe) com o numero de ciclos.
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Figura 19 — Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado em Na,SO4 0,10 mol L' por CV em
solu¢do de NaOH 0,10 mol L (curva a) e na presenca de glicina 1,0x1073 (b), 2,0x107 (c), 3,0x107
(d), 4,0x107 (e), 5,010 (f) e 6,0x10* mol L' (g) com velocidade de varredura de 100 mV s
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Figura 20 — Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado em Na,SO4 0,50 mol L' por CV em
solu¢do de NaOH 0,10 mol L (curva a) e na presenga de glicina 1,0x107 (b), 2,0x107 (c), 3,0x107
(d), 4,0x107 (e), € 5,0x10 mol L™! (f) com velocidade de varredura de 100 mV s™'.

O GCE modificado com RGO e NiNPs eletrodepositados simultaneamente em
Na2S04 0,10 mol L! apresentou melhores resultados para oxidacdo eletrocatalitica da glicina
do que o eletrodo modificado em Na;SO4 0,50 mol L. A partir deste resultado, foram
realizados ensaios de repetitividade do método de modificagdo do GCE desenvolvendo
através da eletro-oxidagdo da glicina no intervalo de concentragdo de 1,010 a 5,0x10™ mol
L

Os resultados obtidos para eletrodos modificados (n= 3) com RGO e NiNPs em
NazS04 0,10 mol L! por CV apresentaram coeficiente de variagdo de 47,0 a 69,1% para as
concentragdes de 2,0x107 a 5,0x10° mol L'!. Ainda, nos ensaios 1 e 2, a superficie do
eletrodo modificado saturou nas concentragdes a partir de 3,0x10> mol L' (Tabela 4).
Portanto, a modificagdo do eletrodo em Na>SO4 0,10 mol L' por CV ndo foi reproduzivel,
consequentemente, ndo foram obtidas respostas similares as obtidas na Figura 19 em outras

tentativas de modificagdo do GCE com este método.
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Tabela 4 — Pardmetros da resposta eletroquimica dos aminoacidos em meio alcalino obtidos com o
eletrodo modificado com o método 4 em Na;SO4 0,10 mol L.

Concentracdo de Ensaiol Ensaio2 Ensaio3

glicina/mol L-! Al/pA*  Al/pA*  Al/pA*

1,0x10 40,9 76,4 101,6
2,0x1073 71,5 111,9 149,7
3,0x1073 74,8 157,2 179,7
4,0x107 69,1 155,4 216,6
5,0x10 64,1 154,7 211,5

* Al= Corrente de pico anodico dos aminoacidos - corrente de pico anodico do branco.

3.3.3.5 Método 5

Finalmente, um GCE foi modificado com RGO a partir de uma suspensdo de GO em
Na>SO04 0,10 mol L utilizando amperometria. O eletrodo modificado com RGO foi lavado e
seco a temperatura ambiente; em seguida, o eletrodo foi modificado com NiNPs em Na>SOg4
0,10 mol L' utilizando amperometria e as nanoparticulas foram oxidadas em meio alcalino
por CV.

Na Figura 21, sdo apresentados os voltamogramas ciclicos da oxida¢ao das NiNPs em
RGO sobre a superficie do GCE registrados no intervalo de potencial de 0,10 a 0,70 V com
velocidade de varredura de 100 mV s™'. Nos voltamogramas, pdde ser observado um par de
picos referentes a oxirreducdo de niquel, os quais ficaram estaveis a partir do vigésimo ciclo
(Figura 21, curva e) nos potenciais de 0,56 (Epa) € 0,38 V (Epc).

Apos a modificagdo do GCE com RGO e NiNPs, o eletrodo modificado foi utilizado
para estudar a eletro-oxidagdo do aminoacido glicina no intervalo de concentragdo de 1,0x1073
a 5,0x10” mol L! 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'. Os voltamogramas ciclicos na auséncia e na
presenca de glicina sdo apresentados na Figura 22. Na auséncia da glicina (Figura 22, curva
a), foi observado um par de picos da oxirreducao de niquel em cerca de 0,56 (Epa) € 0,38 V
(Epc) em meio alcalino. Na presenga da glicina, foi verificado um aumento na I,» com o
aumento da concentragdo até 2,0x10” mol L™!. Em concentracdes mais altas, a superficie do
eletrodo foi saturada e observou-se uma estabilizacdo da corrente com o aumento da

concentracdo de glicina (Tabela 5).
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Figura 21 — Voltamogramas ciclicos sucessivos da oxidacdo das NiNPs em RGO sobre a superficie
do GCE modificado em duas etapas por amperometria em NaOH 0,10 mol L' com velocidade de
varredura de 100 mV s!: (a) 1° Ciclo; (b) 3° Ciclo; (¢) 5° Ciclo; (d) 10° Ciclo; (e) 20° Ciclo; (f) 25°
Ciclo; e (g) 30° Ciclo. Inserido: Dependéncia das correntes ¢ potencias de pico anddico (Ipa; Epa) €
catddico (Ipe; Epe) com o nimero de ciclos.
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Figura 22 — Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com RGO e NiNPs em duas etapas por
amperometria em solu¢do de NaOH 0,10 mol L! (curva a) e na presenca de glicina 1,0x1073 (b), 2,0x
103 (c), 3,0x1073 (d), 4,0x10° (e), e 5,010 mol L (f) com velocidade de varredura de 100 mV s
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Tabela S — Pardmetros da resposta eletroquimica da glicina em meio alcalino obtidos com o eletrodo
modificado com o método 5.

Concentracio de Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Média Coeficiente de

glicina/mol L' AI/pA*  AI/pA*  Al/pA* variacéo (Cv)
1,0x1073 113,3 118,7 111,6 114 +£3 3,2
2,0x103 160,0 167,6 169,7 166 +5 3,1
3,0x1073 164,8 168,7 176,7 170+ 6 3,6
4,0x10 177,2 179,4 187,5 181 £6 3,0
5,0x107 179,2 178,2 186,5 181 £5 2,5

* Al= Corrente de pico anodico dos aminoacidos - corrente de pico anddico do branco

O eletrodo modificado desenvolvido por este método amperométrico de duas etapas se
mostrou promissor para a deteccdo de aminoacidos. A partir dos resultados obtidos com este
método de modificagdo, foram realizados ensaios de repetitividade do método em triplicata
através da eletro-oxidagdo da glicina sobre a superficie do eletrodo modificado (Tabela 5).

Os GCE modificados com RGO e NiNPs por amperometria apresentaram Cv de 2,5
(5,0x103 mol L) a 3,6 % (3,0<10° mol L'). Além disso, foi observado que, em
concentragdes superiores a 3,010~ mol L'! de glicina, a superficie do eletrodo modificado é
saturada. Portanto, estes resultados indicam que o método de modificagao desenvolvido por
amperometria em duas etapas € repetitivo e pode ser aplicado para a modificagdo dos

eletrodos de carbono vitreo com 6xido de grafeno reduzido eletroquimicamente.

3.3.4 Modificacao eletroquimica da superficie do eletrodo de carbono vitreo com éxido

de grafeno reduzido

A fim de investigar a eletro-oxidagdo dos aminoacidos na superficie do GCE
modificado com GO reduzido (RGO/GCE), inicialmente, o GCE foi modificado com uma
suspensdo de GO 0,50 mg mL! em NaxSO4 0,10 mol L™, aplicando tempo de eletrodeposi¢io
de 500 s e potencial -1,5 V, de acordo com o método desenvolvido na Sessdo 3.3.3.5. Os
resultados mostram que os aminoacidos nas concentragdes de 1,010 e 1,5x102 mol L! em
NaOH 0,10 mol L ndo apresentaram picos de oxidacdo ou reducdo no intervalo de potencial
de -1,5a 1,5 V com velocidade de varredura de 50 mV s’ na superficie do RGO/GCE (Figura

23), corroborando com os resultados obtidos na Sessdo 3.3.1.
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Figura 23 — Comportamento eletroquimico dos aminoacidos acido aspartico (A), acido glutamico (B),
alanina (C), glicina (D) e leucina (E) nas concentragdes de 1,0x107 mol L (curvas pretas) e 1,5x107
mol L' (curvas azuis) em solugdo de NaOH 0,10 mol L (curvas vermelhas) sobre a superficie do
RGO/GCE com velocidade de varredura de 50 mV s’

Como os aminoacidos ndo apresentaram picos de oxidagdo e/ou reducgdo na superficie
do RGO/GCE, este eletrodo foi modificado com NiNPs que exercem o papel do
eletrocatalisador na oxidagdo dos aminoacidos. As NiNPs foram eletrodepositadas sobre a

superficie do RGO/GCE de acordo com a metodologia proposta na Sessdo 3.2.4.5.
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A otimizagdo da eletrodeposi¢do do RGO sobre a superficie do GCE foi inicialmente
investigada pelo efeito do potencial catddico aplicado sobre a redugdo eletroquimica do GO
utilizando uma suspensdo de GO 1,0 mg mL™! em NaxSO4 0,10 mol L*! e aplicando tempo de
eletrodeposi¢ao de 500 s (Figura 24). Os potenciais de eletrodeposicao estudados variaram
entre -1,2 e -1,6 V. Estes potenciais de eletrodeposicao foram definidos a partir da Figura 2. A
atividade eletrocatalitica do GCE modificado com GO contendo nanoparticulas de niquel

(NiNPs-RGO/GCE) foi avaliada através de uma solugdo de glicina 1,010 mol L' em

NaOH 0,10 mol L.
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Figura 24 — Otimizagao da eletrodeposi¢do do RGO sobre a superficie do GCE utilizando a técnica de
amperometria. (A) Potencial de eletrodeposicao (E). (B) Tempo de eletrodeposi¢do. (C) Concentragdo
de 6xido de grafeno (Cgo). (D) Concentragdo de sulfato de sodio (Css).

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

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

uma maior quantidade de RGO na superficie do GCE. Além disso, o aumento da espessura do



82

filme eletrodepositado no potencial de -1,4 V promove a melhor oxidagdo da glicina. Neste
potencial foi obtido o melhor ganho de corrente de oxidagdo da glicina. Apds este potencial, o
aumento da espessura do filme eletrodepositado acabou dificultando a eletro-oxidag¢dao da
glicina. Consequentemente, a resposta da corrente de pico diminui, logo, o potencial de
eletrodeposi¢do selecionado para redugdo do GO foi-1.4 V.

O efeito do tempo na reducdo eletroquimica de GO na superficie do GCE foi
inicialmente investigado com uma suspensio de GO 1,0 mg mL™! em Na»SO4 0,10 mol L' e
aplicando potencial de eletrodeposicao de -1,4 V. Os tempos de eletrodeposicao estudados
variaram entre 300 e 700 s. O estudo do tempo de eletrodeposicdo ¢ importante, porque
permite a possibilidade de controlar a quantidade de RGO na superficie do eletrodo. Na
Figura 24 (B), foi observado um ganho na corrente de oxidagdo da glicina com aumento do
tempo de eletrodeposicdo até 500 s; posteriormente, a corrente diminui, permanecendo
praticamente constante. Estes resultados indicam que a transferéncia eletronica ¢ facilitada e
mais pronunciada em filmes mais finos. Contudo, este efeito ndo ¢ observado em filmes muito
finos, como aqueles formados em tempo de 300 s, cujo tempo de eletrodeposicao nado
permitiu a cobertura completa da superficie do GCE com RGO ou a redugao eletroquimica do
GO nao foi adequada. Portanto, foi selecionado o tempo de 500 s para eletrodeposi¢cdo de GO
na superficie do GCE.

Outro efeito avaliado na eletrodeposicdo de GO foi a concentragdo da suspensdo
utilizada na eletrodeposicao de GO. O estudo foi realizado com as suspensdes de GO em
Na,S04 0,10 mol L', aplicando potencial e tempo de eletrodeposi¢io de -1,4 V e 500 s,
respectivamente. As concentragdes das suspensdes estudadas variaram de 0,12 a 1,5 mg mL™.
Na Figura 24 (C), pode ser observado o aumento da corrente de oxidagdo da glicina em
funcdo da concentracdo da suspensio de GO até 0,50 mg mL"!; posteriormente, foi observada
uma diminui¢do da corrente de oxidacao do analito ¢ uma tendéncia a estabilizacdo. Os
resultados observados neste experimento corroboram com os resultados obtidos nos estudos
dos efeitos do potencial e tempo, ou seja, o0 aumento da espessura do filme ¢ favoravel a
eletro-oxidacdo do analito até 0,50 mg mL"!, em que é observado o maior ganho de corrente.
Assim, a concentragio da suspensio de GO utilizada na eletrodeposi¢io foi 0,50 mg mL.

Por ultimo, foi avaliado o efeito do eletrolito suporte na eletrodeposi¢ao do GO, pois a
condutividade do eletrdlito suporte utilizada na suspensdo de GO ¢ de suma importancia na
eletrodeposi¢do de GO. Concentragdes nao ideais de eletrolito podem desestabilizar a

suspensao, o que dificulta a deposicao do GO na superficie do GCE. Segundo Hilder et al
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(2011) (82), o oxido grafeno contém grupos funcionais anidnicos, tais como fenolatos e
carboxilatos, e a dissociacdo parcial destes grupos resulta em cargas negativas ligadas a
superficie da particula. Em suspensdo, essas cargas superficiais sdo responsaveis pela
formac¢do de uma dupla camada eletroquimica que rodeia as particulas. Essa camada estabiliza
as particulas em suspensdo, evitando a aglomeragdo fisica. A espessura da dupla camada
diminui com o aumento da concentragdo do eletrolito. Por conseguinte, a estabilizagdo so
pode ser conseguida em sistemas muito diluidos (82), como observado na Figura 24 (D).
Deste modo, a concentragdao do eletrdlito suporte utilizado na suspensdao de GO foi 0,10 mol
L.

Portanto, os melhores resultados obtidos na otimizagdo da eletrodeposi¢cdo do GO na
superficie do GCE foram: potencial de eletrodeposi¢cdo de -1,4 V, tempo de eletrodeposicao
de 500 s, concentracdo da suspensio de GO de 0,50 mg mL! e concentracio do eletrolito

suporte de 0,10 mol L.

3.3.5 Caracterizacao eletroquimica do eletrodo modificado com oéxido de grafeno

reduzido

A caracterizagdo eletroquimica dos eletrodos de carbono vitreo sem modificacdo e
modificado com RGO foi realizada em solucio aquosa de K3[Fe(CN)s] 1,0x102 mol L' em
KC1 0,10 mol L! 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!. Os voltamogramas ciclicos registrados sio
apresentados na Figura 25.

No voltamograma do GCE, foi observado um par de picos redox nitidos e bem
definidos com E,. de 0,34 V, E,c de 0,20 V, potencial de separacdo entre os picos anddico e
catédico (AEy= Epa - Epe) de 0,14 V e La/lpe 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 € 19 vezes para I,c em comparagdo com o GCE. Além
disso, foram observados os deslocamentos dos Epa (sentido positivo) e Epe (sentido menos
positivo) com AE, de 0,35 V e L,/I,c de 1,51, Figura 8 (curva b). Os valores de Lpa, Ipc, Ipa/Ipc,
Epe, Epa € AEp para o par redox [Fe(CN)s]** obtidos nas superficies dos eletrodos sio
apresentados resumidamente na Tabela 6.

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

ocorre devido a restauracdo das ligacdes sp® na rede de grafite durante a eletrodeposicdo de



84

RGO na superficie do GCE. A transferéncia de elétrons entre a superficie do eletrodo
modificado e as espécies eletroativas na solugdo ¢ facilitada pela alta densidade de sitios
defeituosos nos planos das bordas das folhas de GO reduzidas eletroquimicamente, os quais
oferecem locais favordveis para a transferéncia de elétrons que cineticamente podem ser
determinadas por varios fatores, incluindo tunelamento, efeitos eletrostaticos e

eletrocataliticos (89).
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Figura 25 — Voltamogramas ciclicos do GCE (a) e RGO/GCE (b) na presenca de Ks[Fe(CN)s] 1,0x

102 mol L' em KC1 0,10 mol L' com velocidade de varredura de 50 mV s\

Tabela 6 — ParAmetros voltamétricos para o par redox [Fe(CN)s]*** (n= 3) obtidos sobre as superficies
dos eletrodos modificado com RGO e ndo modificado.

ELETRODO GCE RGO/GCE
Ipa/ A 6,9x10°+2,3x10° 2,1x107 + 7,0x107°
Epa/V 0,34 + 0,00 0,47 +£2,2x10°
Ipc/ A -7,2x10% + 6,5x1077 -1,4x1073 £ 4,3x10°
Epc/V 0,20 + 1,4x107 0,11 +4,8x107
Tpa/ Tpe 0,96 + 0,02 1,5+0,05
AEp/V 0,14 + 0,00 0,35 + 0,02

Ae/ cm? 4,2x103+6,8x10* 1,2 +4,2x107
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Estudos sobre a area superficial efetiva (Ac) foram realizados para investigar a
resposta voltamétrica ciclica dos GCE e RGO/GCE, Tabela 6. As areas superficiais efetivas
dos eletrodos podem ser calculadas em termos de corrente de pico (Ip) e velocidade de
varredura (v) a partir da equacao de Randle-Sevcik, Equacao 1 (90):

Ip = 2,69 x 105A,DY/?n3/2y1/2C Equagio (1)
onde I, ¢ a corrente do pico anddico; n € o nimero de elétrons transferidos (n= 1); v € a
velocidade de varredura (v =50 mV s™); A é a 4rea superficial efetiva do eletrodo em cm?; D
e C sdo o coeficiente de difusdo (D= 7,63x10% cm?s™ (91)); e a concentragio (C= 1,0x107
mol cm™) do K3Fe(CN)s em KC1 1,0 mol L!, respectivamente.

A A. encontrada para o RGO/GCE (1,2 + 4,2x10° cm?) foi aproximadamente 300
vezes maior do que a A. do GCE (4,2x10° £ 6,81x10* c¢m?), indicando um melhor
desempenho eletroquimico para os ions [Fe(CN)s]*/*", Tabela 6. Estes resultados indicam que
o eletrodo modificado com RGO possui uma maior quantidade de sitios eletroativos
disponiveis para a eletro-oxidagdo ou eletrorredugdo do par redox [Fe(CN)s]** na sua
superficie.

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés Electrochemical
Impedance Spectroscopy) foi utilizada para obter informagdes sobre a transferéncia de
elétrons entre o eletrdlito e a superficie dos eletrodos modificados com RGO (RGO/GCE) e
ndo modificados (GCE). Os graficos de EIS normalmente incluem uma parte semicircular da
curva de Nyquist e uma parte linear, Figura 26 (A). A parte semicircular em frequéncias mais
altas corresponde ao processo de transferéncia limitada de elétrons, e o didmetro ¢ equivalente
a resisténcia de transferéncia de elétrons (R¢i). A parte linear em frequéncias mais baixas
corresponde ao processo de difusdo (92,93).

A caracterizacdo por IES foi realizada para estudar as R¢t e outros parametros dos
GCE, e RGO/GCE. Na Figura 26 (A), sdo apresentados os diagramas de Nyquist dos GCE e
RGO/GCE no intervalo de 0,10 Hz a 100 kHz. Os diagramas apresentam uma regiao linear na
regido de baixa, indicando que ha resisténcia Warburg limitando a difusdo no processo
eletroquimico, e um semicirculo de transferéncia de elétrons na regido de alta frequéncia.

O circuito equivalente para um eletrodo que possui transferéncia heterogénea de
elétrons ¢ geralmente descrito com base no modelo de Randles. O circuito equivalente
simulado para o eletrodo sem modificacao (GCE) inclui uma resisténcia da solugdo (Rs); uma
resisténcia de transferéncia de elétrons (Rc¢); um elemento de fase constante (CPE1 — constant

phase element) que estd relacionado com a capacitdncia de dupla camada produzida na
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superficie; e uma resisténcia de Warburg (W) indicando a difusdo linear na superficie do
elétrodo, Figura 26 (B). Um CPE ¢ aplicado no circuito equivalente para simular o
comportamento nao ideal do condensador que pode ser modelado como uma série, refletindo

a falta de homogeneidade da camada superficial.
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Figura 26 — Diagramas de IES dos GCE (a) e RGO/GCE (b) com as linhas solidas preta (a) e
vermelha (b) correspondentes as simula¢des dos dados experimentais (A). Circuitos eletroquimicos
equivalentes utilizados para ajustar os diagramas de EIS (C).

A substitui¢ao da capacitancia de dupla camada por um CPE melhorou a adequagao da
montagem do modelo. Um CPE ¢ definido por Zcpe= Tcre(jw)”, em que Tcpe € n sao
constantes independentes de frequéncias; w ¢ a frequéncia angular. O expoente n ¢ um fator
de corre¢do relacionado com a rugosidade do elétrodo e determina a extensdao do desvio do
modelo de Randle (94,95). Os valores para n; variam entre 0 e 1. Quando o valor de n; ¢ igual
a 1, indicando que o elemento de CPE ¢ um condensador ideal; ao passo que n; igual a 0 e 0,5
indica uma resisténcia e um comportamento Warburg, respectivamente (96,97). Os valores
encontrados para n; estdo entre 0,30 e 0,87 (n; < 1), indicando que o elemento CPE ¢ um
capacitor ndo ideal.

Os valores dos parametros cinéticos ajustados sdo 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 superficie dos GCE modificados com RGO, e neste caso o CPEI corresponde a

interface solugdo/modificagdo do eletrodo, e R¢ a transferéncia eletronica no circuito
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equivalente. O CPE2 corresponde a interface modificacao/GCE e W representa a difusdo por
meio da estrutura de RGO. O valor encontrado de CPE1 ¢ muito menor do que o de CPE2,
deste modo, a capacitancia especifica do eletrodo modificado com RGO ¢ considerada como
sendo o valor aproximado do CPE2. Neste circuito, elementos distribuidos sao utilizados em
vez de um condensador, devido a falta de homogeneidade na superficie do eletrodo, Figura 26
(B).

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

ELEMENTO
ELETRODO Rs/ Ret/ CPE/ CPE2/ W/
ni n2 X?
Qcm? Qcm? pmMho pmMho pnmMho
GCE 43,4 718 2,8 0,87 - - 1,0 7,7x107
RGO/GCE 58,1 80,9 33,9 0,77 195 0,33 788 8,5x107

A aplica¢ao de ondas senoidais de baixa amplitude nos dados experimentais de IES
possibilitou a separagdo de frequéncias entre controle cinético e transporte de massa a

oxirredugio dos ions [Fe(CN)s]*"

, permitindo, assim, uma avaliagdo conveniente de
parametros cinéticos, livre de complicagdes do transporte de massa. Sob essas condigdes, a
constante de velocidade de transferéncia eletronica heterogénea aparente (kapp) da reacdo pode

ser determinada pela Equacgao 2 (98):

RT

Kapp = ———
PP T F2R _CA,

Equacgao (2)

na qual R é a constante fisica dos gases (8,3145 J K™! mol!); T a temperatura em Kelvin (298
K); F a constante de Faraday (96485 C mol!); C a concentragdo do K3;Fe(CN)s em KCI 1,0
mol L (1,0x10”° mol cm™); A. é 4rea superficial efetiva em cm? (Tabela 6) obtido a partir
da Equacdo 1; e Re a resisténcia de transferéncia de carga obtida com a simulagdo dos
circuitos equivalentes (Tabela 7) obtidos a partir da Figura 26 (A).

A Kapp calculada para 0o RGO/GCE (2,7x10*+ 9,1x10”7 ¢cm s!, n= 3) foi menor do que
no GCE (8,9x10* £ 1,5%10”° c¢cm s™!, n= 3) aproximadamente 3,3 vezes, indicando que a
modificacdo do eletrodo com RGO influéncia positivamente na cinética de transferéncia
eletronica da interface eletrodo/solucao.

O GCE modificado com RGO apresentou a menor Rt (80,9 Q cm?) em comparagio

com GCE ndo modificado (718 Q cm?), Tabela 7. Estes resultados indicam que a

transferéncia de elétrons € cerca de 8,9 vezes maior quando o GCE ¢ modificado com RGO,
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concordando com os resultados observados nos experimentos voltamétricos obtidos para a
oxirredugio dos ions [Fe(CN)s]*".

Os resultados obtidos at¢ o momento através da caracterizagdo eletroquimica
demonstram que a modificagdo do eletrodo de carbono vitreo com 6xido de grafeno reduzido
eletroquimicamente melhora consideravelmente a transferéncia de elétrons, a constante de
velocidade de transferéncia eletronica heterogénea aparente e as correntes anddica e catodica
em comparacdo com o eletrodo sem modificacao, indicando que a modificagdo com RGO foi

realizada com sucesso.

3.3.6 Caracterizacdo da superficie do eletrodo modificado com oxido de grafeno

reduzido

A morfologia superficial dos eletrodos modificados com GO, RGO e sem modificagao
(GCE) foi investida por SEM, EDX, Raman e XPS. Na Figura 27, sdo apresentadas as

imagens de SEM dos eletrodos modicados e sem modificagao.

Ll 100nm IQ-UNESP 3/30/20156 10pm IQ-UNESP 12/2/20186

-
X 100,000 2.00kv SEI SEM WD 6.9mm  4:14:04 2.00kv SEI LM WD 10.0mm 10:14:52

t - L S
— 1pm IQ-UNESP 4/1/2015 —-— 100nm IQ-UNESE a/
X 10,000 2.00kv SEL SEM WD 5.9mm 4:48:41 X 50,000 2.00kV SEI SEM WD 5. Smm

Figura 27 — Imagens de SEM do GCE sem modifica¢do (A), GCE modificado com GO (B), GCE
modificado com RGO (RGO/GCE) em (C) baixa e (D) alta resolugdo.
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Na Figura 27 (A), foi observada uma superficie com baixa rugosidade e quase lisa
para o GCE sem modificagdo. Na Figura 27 (B), ¢ apresentada uma imagem do GCE
modificado com GO, o qual foi modificado a partir da deposi¢do de 5 uL de GO 0,50 mg L
em agua e esperando-se secar a temperatura ambiente. Na imagem, foi observada a superficie
densamente modificada com GO, além disso, pode ser verificado que a rugosidade da
superficie aumenta com a modificacao.

A modificacdo do GCE com RGO pode ser observada em baixa e alta resolugdo na
Figura 27 (C e D). Nas imagens, ¢ possivel observar a natureza altamente rugosa das folhas de
RGO sobre a superficie do GCE devido a superposicdo das folhas finas de RGO, em uma
distribuicao aleatéria que produz uma superficie enrugada, a qual ¢ altamente favoravel a
modificagdes com nanoparticulas metalicas. Além disso, em comparacdo com GO e GCE, o
RGO apresenta camadas mais enrugadas em quantidade.

Foram realizadas andlises de espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDX)
para verificar a composi¢ao das modificacdes realizadas sobre a superficie do GCE. Os
espectros obtidos para GCE, GO/GCE e RGO/GCE sao 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 composi¢ao os elementos C, oxigénio (O)
e enxofre (S), Figura 28 (B). Carbono e oxigénio sdo provenientes da estrutura do GO, e
enxofre pode ter origem na sintese do GO que utiliza oxidantes fortes, tais como o acido
sulfirico. Quando o GCE foi modificado com RGO, observou-se no espectro apenas a
presenga 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
superficie do GCE sem modificagdo, ¢ modificado com GO e RGO porque fornece
informagdes sobre os niveis de energia dos materiais estudados. Os espectros de espalhamento
Raman para os eletrodos modificados e ndo modificados sdo apresentados na Figura 29.

No espectros, foram observadas claramente duas bandas intensas nas amostras em
~1328 e ~1585 cm™ associadas a banda D (decorrentes do modo respiragdo dos fonons de
ponto K da simetria A1y devido aos defeitos nas bordas) e banda G (banda de defeito devido a
dispersdo intervale do fonon Ez, de 4tomos de C sp?), respectivamente (82,99). A banda 2D

em ~ 2650 cm™ (ou banda G’) é originada no processo de dupla ressonincia que conecta
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fonons a estrutura da banda eletronica € a banda D+G em ~2911 cm™ é geralmente

relacionada a defeitos pontuais do plano basal das arestas, Figura 29.
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Figura 28 — Espectros de EDX do (A) eletrodo de carbono vitreo sem modificagdo e modificado com
(B) ¢6xido de grafeno (GO/GCE) e (C) 6xido de grafeno reduzido (RGO/GCE).

A intensidade da banda D est4 relacionada ao tamanho dos dominios sp? no plano. O
aumento da intensidade do pico D indica a formac¢do de mais dominios sp?>. Além disso, a
forga relativa da banda D em comparagcdo com a banda G depende fortemente da quantidade
de desordem nos materiais grafiticos (100). O RGO/GCE apresentou uma razdo 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 modificacdo (1,8). Estes resultados indicam que RGO foi reduzido
eletroquimicamente sobre a superficie do GCE devido ao maior predominio das ligagdes sp>

na sua superficie em comparagdo com GO/GCE e GCE, Figura 29.
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Figura 29 — Espectros de RAMAN dos eletrodos de carbono vitreo sem modificagdo (A) e
modificados com (B) ¢xido de grafeno (GO/GCE) e (C) 6xido de grafeno reduzido (RGO/GCE).

As superficies dos GO/GCE e RGO/GCE foram caracterizadas por XPS para
investigar o nivel de oxidacdo e a natureza das ligacdes quimicas. Os espectros exploratorios
de XPS (0 a 1490 eV) para os eletrodos modificados com GO e RGO sao apresentados na
Figura 30. Os espectros apresentaram principalmente espécies de carbono (C 1s) e oxigénio
(O 1s) nas superficies de GO/GCE e RGO/GCE.

No espectro exploratério de XPS do GO, foram observados dois picos com energias de
ligacdo em 287,4 (C 1s) e 533,6 (O 1s) eV, Figura 30 (A). Apds a redugdo eletroquimica de
GO (RGO), os picos foram deslocados e apresentaram energias de ligacdo em 284,9 (C 1s) e
532,6 (O 1s) eV. Além disso, foi observado um pico de so6dio (Na) com energia de ligacdo em
1072 eV, o qual pode ser proveniente do sulfato de sodio utilizado como eletrolito suporte na

eletrodeposi¢ao do RGO, Figura 30 (B).
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Figura 30 — Espectros exploratorios de XPS dos eletrodos modificados com o6xido de grafeno
(GO/GCE) e 6xido de grafeno reduzido (RGO/GCE).

Os espectros de alta resolugdo da regido de C 1s dos GO/GCE e RGO/GCE podem ser
deconvoluidos em cinco componentes correspondentes aos atomos de carbono em diferentes
grupos funcionais com energias de ligagdes em 284,4 (CCaromatico), 285,0 (C-H), 286,7 (C-0),
287,7 (C=0) e 288,9 (O-C=0) eV, Figura 31 (82,88,101). Apdés o processo de redugdo
eletroquimica, o espectro de alta resolucdo de C 1s do RGO/GCE mostra que as intensidades
das componentes dos grupos éteres, epoxidos, €steres, acidos carboxilicos e alcoois/grupos
fenolicos (C-O, C=0 e O-C=0) diminuiram drasticamente em compara¢do com GO/GCE.
Observou-se também que as intensidades da componente aromatica sp? (CCaromatico) aUmentou
e que a dos grupos de carbono sp® (C-H) diminuiram. Além disso, foi observado um pico
satélite shake-up m—mn* em torno de 290,3 eV para o RGO/GCE. Essa ¢ uma caracteristica de
aromatico ou sistemas conjugados (88).

O teor de oxigénio foi monitorado através do sinal O 1s, Figura 31. Os espectros de
alta resolucdo da regiao de O 1s dos GO/GCE e RGO/GCE podem ser deconvoluidos em trés
componentes correspondentes aos atomos de oxigénio em diferentes grupos funcionais com
energias de ligagdes em 531,4 (C=0), 532,5 (C-O) e 533,7 (O-C=0) eV. Uma componente
com energia de ligagdo em 535,5 (Auger Na) eV foi observada para o RGO/GCE. Tal
componente pode ser do sulfato de sodio utilizado, conforme explicagao anterior.

A andlise quantitativa de XPS a partir dos espectros de alta resolucdo na regido de Cls
mostrou que a concentracdo de oxigénio diminuiu de 51,3 at.% (GO/GCE) para 21,2 at.%

(RGO/GCE); a concentragdo de carbono aumentou de 48,7 at.% (GO/GCE) para 78,8 at.%
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(RGO/GCE); e a razao atémica O/C do RGO/GCE (0,27 %) diminuiu aproximadamente 4,1

vezes em comparagdo com GO/GCE (1,1 %) apos a redugdo eletroquimica. Estes resultados

sdo consistentes com a pequena quantidade de elementos de oxigénio observados no espectro

de EDX para RGO/GCE em comparacdao com GO/GCE.
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3.4 CONCLUSOES PARCIAIS

A modificacdo do eletrodo de carbono vitreo com oOxido de grafeno reduzido
eletroquimicamente através dos métodos de deposicao de 6xido de grafeno e subsequente
redugdo eletroquimica, e reducdo eletroquimica simultanea com nanoparticulas metalicas por
voltametria ciclica e amperometria, ndo foram eficientes para oxirredu¢do dos aminoéacidos
estudados.

Um método simples para a eletrodeposi¢ao de oxido de grafeno reduzido sobre a
superficie do eletrodo de carbono vitreo foi desenvolvido com sucesso através da técnica de
amperometria aplicando potencial de -1,4 V por 500 s a partir de uma suspensdo aquosa
contendo 6xido de grafeno 0,50 mol L'! e sulfato de sodio 0,10 mol L.

O filme de 6xido de grafeno reduzido melhorou significativamente a transferéncia
eletronica e a constante de velocidade de transferéncia eletronica heterogénea aparente do par
redox [Fe(CN)s]*"*> em comparacdo com o GCE sem modificagio.

A modificagdo do GCE com o6xido de grafeno reduzido foi confirmada através dos
estudos morfologicos. As técnicas de SEM e EDX indicaram que a superficie do GCE foi
modificada com um material a base de 6xido de grafeno. A espectroscopia Raman indicou
que houve uma mudanga quimica e estrutural durante a reducdo eletroquimica de GO para
RGO. As analises de XPS confirmaram que o teor de oxigénio presentes no GO foram
reduzidos durante o processo eletroquimico de redugao para RGO.

Portanto, o eletrodo de carbono vitreo foi modificado com 6xido de grafeno reduzido
com sucesso, € o eletrodo modificado se apresenta como uma excelente plataforma para

modificagdo com nanoparticulas metalicas para deteccdo dos aminodcidos.
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CAPITULO IV. OXIDACAO ELETROCATALITICA DE AMINOACIDOS EM
ELETRODO MODIFICADO COM OXIDO DE GRAFENO REDUZIDO CONTENDO
NANOPARTICULAS DE PRATA

4.1 INTRODUCAO

Muito esfor¢o tem sido dedicado ao desenvolvimento de métodos analiticos simples e
sensiveis para a determinagdo de aminoacidos. Isso ocorre em virtude de estes analitos serem
blocos construtores essenciais de moléculas biologicas e estarem intimamente relacionados as
atividades biologicas dos organismos vivos (102,103). Os aminoacidos também sdo
considerados de grande interesse nos campos clinico, nutricional e biotecnologico (16,26).
Apesar da sua inegavel relevancia, a detec¢do de aminodcidos através dos métodos
fotométricos e fluorométricos tradicionais ndo ¢ uma tarefa simples devido a falta de
crom6foros fortes e fluordforos, respectivamente. Devido a estes fatores, métodos
eletroquimicos, principalmente os que nao utilizam sensores nao enzimaticos, foram
extensivamente aplicados na deteccdo vidvel de aminoacidos, uma vez que eles ndo sdo
dependentes de cromoéforos fortes e fluordforos (16,26,103).

Recentemente, foi publicada uma série de trabalhos relatando o uso de nanomateriais
como catalisadores em superficies de eletrodos no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos, visto que esses materiais apresentam grande area superficial especifica,
atividade catalitica e condutividade, e elevada razao superficie/volume (57,58,104). Para
amplificar a detecgdo eletroquimica, os nanomateriais podem ser usados diretamente como
materiais de eletrodo ou adesivos cataliticos ou associarem-se com polimero termo sensivel
para projetar um processo eletrocatalitico térmico comutavel (105-107). Até o momento,
varios tipos de materiais funcionais, tais como o complexo de niquel-curcumina (102),
nanoparticulas (NPs) de cobre (CuNPs) ) (108) e CoNPs (104,109,110) foram utilizados para
a deteccdo de aminoacidos devido as suas propriedades eletrocataliticas efetivas e confidveis
(103).

As nanoparticulas metalicas t€ém sido amplamente estudadas como resultado de seus
multiplos usos que as tornam adequadas para aplicagdo em uma ampla gama de areas. Entre
essas areas de aplicacdo, incluem-se a sua utiliza¢do na determinagdo da hidrazina através de
métodos eletroquimicos e na aplicagcdo bioquimica devido a sua eficacia antimicrobiana (111).

Entre os metais precursores das nanoparticulas metélicas, a prata se tornou, essencialmente,
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uma alternativa promissora e vidvel em relacdo a outros metais, em grande parte, como
resultado de sua maior abundancia, baixo custo e biocompatibilidade. Na busca de uma
superficie estavel, que ¢ crucial para a quimica eletroanalitica, varios métodos de sintese de
nanoparticulas de prata foram desenvolvidos (112).

Além das nanoparticulas metalicas, ¢ evidente que o grafeno tornou-se um dos
materiais mais intensamente estudados nos ultimos tempos devido & sua monocamada
carbdnica aromatica hibridizada sp® que ¢ responsavel pela formacio de cristais 2D (82,113).
O grafeno ¢ o bloco de construgdo de outras espécies de carbono, e sua estrutura atraiu grande
atengdo devido as suas propriedades elétricas, Opticas € mecanicas Unicas, mostrando
aplicacdes promissoras em campos cientificos e tecnoldgicos (77,82,114). As caracteristicas
cruciais do grafeno, que incluem suas propriedades Unicas de transporte eletronico, alta area
de superficie 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 fabricacdo de sensores eletroquimicos com propriedades
unicas (78,115,116).

Inicialmente, as nanoparticulas metalicas foram propostas com o objetivo de separar
as folhas de grafeno, mas, atualmente, foi descoberto que a eletrodeposi¢cao de nanoparticulas
metalicas em folhas de grafeno potencialmente desdobra uma nova maneira de desenvolver
novos materiais cataliticos, magnéticos e optoeletronicos (77). Além disso, a intercalacao
entre folhas de grafeno e nanoparticulas metalicas evita a aglomeracgao de grafeno e contribui
para melhorar a condutividade do eletrodo resultante como consequéncia da elevada area de
superficie (77,117).

Algumas modificagdes com nanoparticulas e grafeno, tais como CoNPs/grafeno/GCE
(104), Fe304-GO (103), nanoparticulas magnéticas de Fe3Os/pontos quanticos de grafeno
(FesOs MNP-GQDs) (118), filme composito de Nafion/ TiO»-grafeno (119), e GO/AuNPs
(120) foram desenvolvidas e aplicadas para a detec¢do de aminoacidos. Neste trabalho, foi
desenvolvido um eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido
contendo nanoparticulas de 6xido de prata com o objetivo de estudar os parametros fisico-

quimicos do eletrodo e sua resposta eletrocatalitica na presenca de aminoacidos.
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4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Solucoes e reagentes

Todas as solugdes utilizadas nos experimentos eletroquimicos foram preparadas com
reagentes com alto grau de pureza analitica e agua deionizada ultrapura (Milli-Q). Oxido de
grafeno (GO, 4 mg mL™), nitrato de prata (AgNO3 99 %), aminoacidos (glicina > 99 %, L-
alanina > 98 %, acido L-aspartico > 98 %, > 4cido L-glutdmico 99 %, L-leucina > 98 %)),
solucao de hidroxido de sédio (NaOH, 50-52 % em H»0), sulfato de sdédio (Na2SO4 > 99 %),
nitrato de s6dio (NaNO3 > 99 %) e 4acido nitrico (HNO3; > 65 %) foram obtidos a partir da
Sigma-Aldrich.

4.2.2 Instrumentacio

Um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT-30 (Eco Chemie B.V.) instalado
com o programa NOVA 1.11 foi usado para as medidas eletroquimicas, e a EIS foi realizada
utilizando o modulo FRA. As caracterizagdes por EIS e CV foram realizadas em uma célula
eletroquimica convencional de 25 mL contendo trés eletrodos controlados pelo software. O
eletrodo de trabalho foi preparado com a modificagao de um eletrodo de carbono vitreo (GCE,
drea geométrica: 0,07 cm?) modificados com o6xido de grafeno reduzido contendo
nanoparticulas de 6xido de prata (AgNPs-RGO/GCE). Os eletrodos de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol
L) e fio de platina (0,3 mm x 4,0 cm ) foram utilizados como eletrodos de referéncia e
auxiliar, respectivamente. Todas as experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente (25
°C).

As espectroscopias Raman, XPS e EDX, e a SEM foram realizadas de acordo com a

Se¢do 3.2.2 do Capitulo III.

4.2.3 Modificacao do eletrodo com 6xido de grafeno reduzido contendo nanoparticulas

de oxido de prata

Antes de eletrodeposicao, o GCE (3,0 mm de diametro) foi imerso em 4acido nitrico
(20 % w/w) durante 5 min para remover as impurezas da superficie do eletrodo. Em seguida,
a superficie do GCE foi polida em uma suspensdo de o—alumina em p¢6 (0,3 um) sobre um

feltro de polimento, subsequentemente, foi lavado com 4gua ultrapura.
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Uma suspensio de 0,50 mg mL"! de GO em sulfato de sddio 0,10 mol L' foi utilizada
para eletrodeposi¢do de GO na superficie de GCE (RGO/GCE) aplicando potencial de -1,4 V
e tempo de eletrodeposicao de 500 s. Em seguida, as AgNPs foram eletrodepositadas na
superficie do RGO/GCE em duas etapas. Na primeira etapa, a prata foi eletrodepositada na
superficie do RGO/GCE com aplicagdio de potencial e tempo constantes utilizando
amperometria. E na segunda etapa, a prata metalica (Ag) foi oxidada a 6xido de prata (AgO)
por CV, utilizando varreduras sucessivas.

As AgNPs foram eletrodepositadas a partir de uma solugdo precursora de nitrato de
prata em 4cido nitrico contendo nitrato de so6dio. O potencial, o tempo, a concentragdo e o
eletrélito suporte (mistura de acido nitrico e nitrato de s6dio) da solu¢do de prata utilizados na
eletrodeposi¢ao foram otimizados.

Apos a eletrodeposi¢ao do metal, os eletrodos foram lavados com agua, e submetidos
a varreduras sucessivas em uma solu¢io de NaOH 0,10 mol L'! em um intervalo de potencial

de -0,40 a 0,90 V com velocidade de varredura de 100 mV s
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Comportamento eletroquimico da prata sobre a superficie do eletrodo modificado

com o6xido de grafeno reduzido

Inicialmente, foi realizado o estudo do comportamento eletroquimico da prata sobre a
superficie do RGO/GCE por CV. Foram utilizadas solu¢des de nitrato de sodio 0,10 mol L,
4cido nitrico 0,10 mol L™! e a mistura destes (nitrato de s6dio 0,10 mol L' + 4cido nitrico 0,10
mol L) contendo AgNOs em 2,0x107* mol L!. Os voltamogramas ciclicos da prata sobre a
superficie do RGO/GCE foram realizados na faixa de potencial de -0,60 a 1,2 V com
velocidade de varredura de 10 mV s!. Os voltamogramas ciclicos do estudo do

comportamento eletroquimico da prata na superficie do RGO/GCE sao apresentados na

Figura 32.
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Figura 32 — Voltamogramas ciclicos de nitrato de prata 2,0x10 mol L"! em solugdo de (a) nitrato de
s6dio 0,10 mol L', (b) 4cido nitrico 0,10 mol L', e (c) nitrato de s6dio 0,10 mol L + 4cido nitrico
0,10 mol L' na superficie do RGO/GCE com velocidade de varredura de 10 mV s\,
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Nos voltamogramas, foi observada a presengca de um par de picos redox P1/P2 bem
definidos, os quais podem ser atribuidos a reagio quasi-reversivel do par redox Ag'*/Ag’,
Figura 32. O pico P1 surgiu a medida que o potencial foi deslocado para regides catodicas,
que foi atribuido a reducdo de Ag' para Ag’, Equagdo 3. O pico P2 surge na regido de
varredura anddica e foi atribuido a oxidagdo de Ag® a Ag*, Equagdo 4. O pico P2 mostrou a
melhor corrente de pico anddico em écido nitrico (180 pA em 0,49 V) em compara¢dao com a
mistura de acido + sal (124 pA em 0,49 V) e nitrato de sodio (98 pA em 0,51 V).

Agt +e” > Ag Equacio (3)
Ag—> Agt +e” Equacio (4)

Um dos objetivos desse estudo foi avaliar o meio mais adequado para eletrodeposi¢ao
das nanoparticulas de prata na superficie RGO/GCE. Portanto, foi observado que a prata
apresentava menor potencial de reducdo na solucdo de 4cido nitrico contendo nitrato de sddio
(0,19 V) em comparacdo com as solucdes de acido nitrico (0,31 V) e nitrato de sodio (0,36
V), Figura 32. A partir deste resultado, pode-se inferir que a eletrodeposicao da prata na
superficie do RGO/GCE deve ocorrer em potencial de eletrodeposicao inferior a 0,19 V em

uma mistura de acido nitrico com nitrato de sodio.

4.3.2 Otimizacdo da eletrodeposicao das nanoparticulas de prata sobre a superficie do

eletrodo modificado com 6xido de grafeno reduzido

A formagdo das AgNPs na superficie do eletrodo ¢ influenciada diretamente pelo
potencial (E), tempo e concentragdo do sal metalico (AgNO3) utilizados na eletrodeposicao.
Estes fatores influenciam diretamente no tamanho, caracteristicas morfologicas, atividade
eletrocatalitica das nanoparticulas e propriedades fisico-quimicas das NPs. O potencial de
reducdo afeta a forma das nanoparticulas preparadas. O tempo permite a possibilidade de
controlar o tamanho e a cobertura de nanoestruturas eletrodepositadas. A concentragao do sal
de prata influéncia diretamente o tamanho, assim como o tempo, ¢ a quantidade de NPs
eletrodepositadas na superficie do eletrodo (56,121). Além disso, para conduzir a nuclea¢ao
homogénea das NPs em solugdo, apos a eletrodeposicdo ¢ importante produzi-las em uma
elevada concentragdo de hidroxilas, evitando, assim, a agregacao das NPs durante a etapa de
conversdo das NPs metéalica em NPs oxidadas.

Primeiramente, um estudo sobre a eletro-oxida¢do da glicina utilizando CV foi

realizado empregando um GCE modificado com RGO contendo AgNPs (AgNPs-RGO/GCE).
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As nanoparticulas foram eletrodepositadas aplicando potencial de 0,20 V por 90 s a partir de
uma solugdo de AgNO3 2,0x107 mol L' em nitrato de sédio 0,10 mol L' contendo 4cido
nitrico 0,10 mol L' utilizando a técnica de amperometria. Posteriormente, as AgNPs foram
oxidadas em NaOH 0,10 mol L! no intervalo de potencial de -0,40 a 0,90 V com velocidade
de varredura de 100 mV s™! por CV.

Os voltamogramas ciclicos do AgNPs-RGO/GCE na presenca e auséncia de glicina
1,010 mol L' em NaOH 0,10 mol L™! s3o apresentados na Figura 33. No voltamograma do
eletrodo modificado na auséncia de glicina foram observados cinco picos, sendo trés picos
anddicos e dois catodicos. Na presenga de glicina, foram observados seis picos (trés anodicos
e trés catodicos) com intensidades de corrente maiores. Os potenciais foram deslocados na
presenca de glicina em comparagdo com 0s potenciais na auséncia de glicina, com exce¢ao do
pico em 0,29 V que nao foi deslocado, e do pico em 0,51 V que surgiu apenas na presenca de
glicina. Os valores dos potenciais e correntes dos picos anddicos (PA) e catddicos (PC) sao

apresentados na Tabela 8.
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Figura 33 — Voltamogramas ciclicos do RGO/GCE contendo AgNPs em solu¢do de NaOH 0,10 mol
L' (a) e na presenga de glicina 1,0x107 (b) com velocidade de varredura de 100 mV s

Os picos PA1 e PA2 apresentaram um pequeno ganho de corrente na presenca de

glicina. No entanto, ndo indica que houve ocorréncia de eletro-oxida¢ao da glicina nestes
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potencias. Nos picos PA3, PC1, PC2 e PC3 foram observados ganhos significativos de
corrente em comparagdo 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-oxida¢ao da glicina foi monitorada através do pico PA3 por se

apresentar mais sensivel em relagcdo aos outros picos.

Tabela 8 — Pardmetros voltamétricos do AgNPs-RGO/GCE na auséncia e presenca de glicina 1,0x1073
mol L em solu¢do de NaOH 0,10 mol L™ (Figura 33).

NaOH 0,10 mol L'  Glicina 1,0x10 mol L-!

Picos Al/pA*
E/V I/nA E/V I/nA
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

* Al= Corrente de pico na presenga de glicina - corrente de pico na auséncia de glicina.

Ap6s o estudo preliminar sobre a eletro-oxidacao da glicina utilizando o eletrodo
modificado com AgNPs, o tempo, o potencial de eletrodeposi¢cdo, ¢ as concentragdes de
nitrato de prata, nitrato de sodio e acido nitrico foram otimizados utilizando a técnica de
amperometria (Figura 34). Os potenciais de eletrodeposi¢ao estudados foram definidos a
partir da Figura 32. A atividade eletrocatalitica do AgNPs-RGO/GCE foi avaliada através de
uma solugdo de glicina 1,0x10~ mol L' em NaOH 0,10 mol L utilizando a técnica de CV.

O estudo do potencial foi realizado a partir de uma solugio de AgNOs 2,0x10 mol
L' em NaNO; 0,10 mol L contendo HNO; 0,10 mol L' por amperometria aplicando
potenciais de eletrodeposi¢do de 0,0 a 0,40 V por 90 s, Figura 34 (A). Foi observado um
aumento da corrente de oxidacdo da glicina com o aumento do potencial de eletrodeposicao
das AgNPs de 0,0 a 0,20 V devido, possivelmente, ao aumento das nanoparticulas na
superficie do RGO/GCE na Figura 34 (A). No entanto, a partir de 0,20 V, as nanoparticulas
comecam a perder as caracteristicas de nanomaterial, e a resposta da oxidacdo da glicina
diminui em fun¢do do potencial. Sendo assim, o potencial de eletrodeposicdo de 0,20 V foi

selecionado para eletrodeposicao das AgNPs.
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Figura 34 — Otimiza¢do da eletrodeposi¢do das nanoparticulas de prata sobre a superficie do
RGO/GCE (n= 3). Curvas da resposta eletrocatalitica de glicina 1,0x10" mol L' em NaOH 0,10 mol
L' em fung¢do do (A) potencial de eletrodeposicdo (E), (B) tempo de eletrodeposic¢do, (C) composi¢do
do eletroélito suporte contendo acido nitrico (-m-) e nitrato de sodio (-e-), e (D) concentracao de nitrato

de prata (Cagnos)-

Na Figura 34 (B), ¢ apresentado o efeito do tempo de eletrodeposicdo das AgNPs
sobre a superficie do RGO/GCE. O estudo foi realizado a partir de uma solugdo de AgNO;
2,0x107 mol L' em NaNOs 0,10 mol L™ contendo HNOs 0,10 mol L™! aplicando potencial de
eletrodeposi¢ao de 0,20 V. Os tempos de eletrodeposicao estudados foram variados de 10 a
150 s. Foi observado que as nanoparticulas eletrodepositas sobre 0 RGO/GCE no tempo de 60
s apresentaram o melhor resultado para a eletro-oxidacdo da glicina. Em tempos maiores,
essas nanoparticulas provavelmente estavam perdendo as caracteristicas de nano sobre o
material, influenciando diretamente na razao area-volume e, consequentemente, na melhoria
das respostas.

Foram avaliados os efeitos das concentracdes de NaNOs no intervalo de 1,0x107 a
1,0x10° mol L' e HNOs na faixa de 1,0x107 a 5,0x102 mol L"! em uma solu¢do de AgNO;
2,0x107* mol L'! aplicando potencial de eletrodeposi¢io de 0,20 V por 60 s. A Figura 34 (C)



104

apresenta os resultados obtidos para o estudo. Os melhores resultados foram obtidos em
NaNOs; 1,0x10* mol L' e 4cido nitrico 1,0x10 mol L provavelmente devido a maior
cobertura da superficie e a formagao de nanoparticulas mais homogéneas.

A concentragdo de AgNOs foi avaliada no intervalo de concentragio de 5,0x10* a
7,0x107 mol L' em NaNO; 1,0x10* mol L contendo HNO; 1,010 mol L aplicando
potencial de eletrodeposi¢ao de 0,20 V por 60 s. Os resultados do efeito da concentracdo de
AgNOs sdo apresentados na Figura 34 (D). Foi observado que as correntes de oxidacao da
glicina aumentaram em funcdo da concentracio de AgNOs; até 5,0x10° mol L.
Posteriormente, a corrente estiliza e comeca a diminuir, provavelmente, devido a formagao de
um filme fino. Assim, a concentracdo de 5,0x10~ mol L™! foi selecionada.

A otimizacdo destes parametros buscou as condi¢cdes que fornecessem melhores
respostas para glicina. Portanto, as condi¢des Otimas de eletrodeposi¢cdo selecionadas para
formacdo das nanoparticulas de prata na superficie do RGO/GCE foram: potencial de
eletrodeposicio de 0,20 V, tempo de 60 s e concentracio de nitrato de prata 5,010~ mol L™!

em acido nitrico 1,0x10 mol L' contendo nitrato de sédio 1,0x10* mol L.

4.3.3 Comportamento eletroquimico da superficie do eletrodo modificado com dxido de

grafeno reduzido contendo nanoparticulas de prata

Na Figura 35, sdo ilustrados os voltamogramas ciclicos consecutivos da oxidagao
eletroquimica das nanoparticulas metalicas de prata sobre a superficie de RGO/GCE em
NaOH 0,10 mol L!. 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!, Figura 35 (B).
Estes picos podem ser atribuidos a uma série de processos redox entre Ag(0) e 6xidos de
prata.

Na varredura de potencial anédico, o AgNPs-RGO/GCE apresentou quatro picos (Al,
A2, A3 e A4) nos potenciais de 0,21, 0,28, 0,37 e 0,75 V, respectivamente, Figura 35 (B). O
primeiro pico anodico (Al) foi atribuido a eletroformacdo da monocamada AgoO em
condigdes alcalinas de acordo com a seguinte reagao:

2Ag +20H" 2 Ag,0 + H,0 + 2e~ Equacgao (5)

O pico anddico A2 foi associado com a oxidagdo de Ag>O para AgO ou a oxidagdo

direta de Ag para AgO, de acordo com as seguintes reagdes:

Ag,0 +20H™ 2 2490 + H,0 + 2e” Equacgao (6)
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ou
Ag +20H™ 2 Ag0 + H,0 + 2e” Equacgao (7)
O pico anddico (A3) foi atribuido a oxidacdo de prata (0) para prata (I) (122), e o pico
(A4) foi relacionado a oxidagdo do AgO para Ag>Os3 de acordo com a reacao (123):
2Ag0 + 20H 2 Ag,0; + H,0 + 2e” Equacgao (8)
Na varredura de potenciais catodicos, foram observados trés picos (C1, C2 e C3) nos
potencias 0,42, 0,06 e -0,08 V, respectivamente. O primeiro pico catodico (C1) ¢ atribuido a
reducdo de Ag>O3 a AgO; o pico C2 ¢ relacionado a reducdo de AgO a Ag>0; e o pico (C3) ¢
relacionado a redugdo de Ag,O a Ag (124), Figura 35 (B).
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Figura 35 — (A) Voltamogramas ciclicos sucessivos da oxida¢do das AgNPs sobre a superficie
RGO/GCE em solugdo de NaOH 0,10 mol L! com velocidade de varredura de 100 mV s': (a) 1°
ciclo, (b) 3° ciclo, (c¢) 5° ciclo, (d) 10° ciclo, (e) 13° ciclo e (f) 15° ciclo no intervalo de potencial de
0,40 a 0,90 V. (B) 15° voltamograma ciclo da oxidagdo das AgNPs.

A Figura 36 apresenta voltamogramas ciclicos do AgNPs—RGO/GCE em solugao de
NaOH 0,10 mol L' no intervalo de velocidade de varredura de 10 a 700 mV s™'. Foi

observada a presenca de cinco picos bem definidos (A1, A2, A3, C1 e C3). Os picos catodicos
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e anoddicos responderam linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura no
intervalo de 10 a 300 mV s™!, indicando que a eletro-oxidacio é controlado por difusdo, Figura
37. Na Tabela 9, sdo apresentados os parametros obtidos a partir das correlagdes lineares das
correntes de picos anodicos e catddicos com a raiz quadrada das velocidades a partir da Figura
37.

O pico C2 foi observado a partir de 100 mV s, e a corrente de pico exibiu um
comportamento linear com a raiz quadrada da velocidade de varredura (v*°) até 300 mV s,
indicando que a eletro-oxidacdo de prata estd sob controle difusional, Figura 37. Estes
resultados mostram claramente que a conversdo de AgO para AgO ocorre em altas
velocidades; e, em baixas velocidades de varredura, este processo de reducao ¢ impossivel de

ser observado.
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Figura 36 — Voltamograma ciclico do estudo de velocidade de varredura no intervalo de 10 a 700 mV
s' do AgNPs-RGO/GCE em solugio de NaOH 0,10 mol L.

O potencial de pico médio para A4 e C1 tem o valor de 0,60 V e o potencial de
separagdo pico-a-pico (4E,, com velocidade de varredura de 90 mV sy ¢ de 0,35 V. A

transi¢do redox envolvida, neste caso, ¢ atribuida as espécies Ag(I)/Ag(Ill). O potencial de
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separagdo pico-a-pico ¢ desviado do valor teérico de zero e aumenta em velocidades de
varreduras maiores, indicando uma limitagdo na cinética de transferéncia de carga decorrente
de interacdes quimicas entre os ions do eletrolito e a modificacdo, além de fatores

eletrostaticos dominantes e/ou sitios nao equivalentes presentes na modificagao.
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Figura 37 — Efeito da raiz quadrada da velocidade de varredura (v*°) nas correntes de picos anddicos e
catddicos do AgNPs-RGO/GCE em solug¢do de NaOH 0,10 mol L.

Tabela 9 — Pardmetros obtidos a partir das correlacdes lineares obtidas na Figura 37.

. Faixa Linear Equacio da Regressao Coeficiente de
Fico (mV s1)05 Linear Correlacio
Al 55a173 y=-6,4x107 + 1,7x10x 0,996
A2 3,2al173 y=-4,7x107 + 2,0x10°x 0,993
A3 3,2al173 y=-8,9x107 +2,9x10°x 0,987
A4 32a173 y=13,5x10"* + 3,7x107x 0,995
C1 322173 y=-3,7x107 - 7,2x10x 0,951
C2 10a173 y=1,4x10"*- 1,4x10"x 0,986

C3 32al173 y=-6,6x107 + 4,4x10x 0,985
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As expressdes gerais derivadas por Laviron para as respostas de velocidades de
varredura lineares para o caso das espécies eletrorreativas em pequenas concentragdes
confinadas em superficies (91,110) sao utilizadas para determinar o coeficiente de
transferéncia eletronica (a5) e velocidade de transferéncia de carga aparente (ks), os quais
foram determinados através do estudo da velocidade de varredura (v) do eletrodo modificado

com RGO. Para a separagdo pico-a-pico (4E,) > 200/n mV, em que n € o namero de elétrons

transferidos, as equagdes abaixo sdo utilizadas:

o . (2-3RT asnF 2.3RT .
o 2.3RT (1 —ag)nF 2.3RT _
Eye =E° + (m) 0 k.RT + ((1 ~anb) log v Equagao (10)

RT) as(1 — ag)nFAE,
RT

em que Epa e Epe representam os potenciais de pico anddico e catodico, respectivamente; o, ks

Lnkg = agln(l —ay) + (1 — ag)Lnag — Ln( Equagdo (11)

nFkFv

e v representam coeficientes de transferéncia eletronica, velocidade de transferéncia de carga
aparente, ¢ velocidade de varredura, respectivamente. O a; pode ser determinado a partir da
variacao do potencial de pico em relacdao a velocidade de varredura. E o valor de &, pode ser
determinado a partir da transferéncia eletronica entre o eletrodo e a camada depositada sobre a
superficie através dos valores de E, medidos.

A Figura 38 apresenta a curva do potencial de A4 em funcao do logaritmo v obtidos a
partir dos voltamogramas ciclicos do AgNPs-RGO/GCE em solugio de NaOH 0,10 mol L
em velocidades de varredura entre 10 e 700 mV s'. Foi observado que os valores dos
potenciais de pico A4 sdo proporcionais ao logaritmo das velocidades de varredura (Figura
38). Baseados nestes resultados e aplicando a equagao de Laviron (Equagao 11), os valores de
as e ks foram determinados como 0,51 = 0,002 e 0,61 + 0,002 s™! para a5 e ks no pico A4,

respectivamente.
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Figura 38 — Correlagdo correspondente do potencial de pico (Eas) em fungdo do logaritmo da
velocidade de varredura (Log v) em solu¢do de NaOH 0,10 mol L.

4.3.4 Caracterizacdo eletroquimica do eletrodo modificado com oOxido de grafeno

reduzido contendo nanoparticulas de prata

O comportamento eletroquimico do GCE sem modificagcdo e do AgNPs-RGO/GCE foi
investigado por EIS em solugdo de KCI 0,10 mol L! contendo K3[Fe(CN)s] 1,0x102 mol L™,
o qual foi empregado como sonda redox no intervalo de frequéncia de 0,10 Hz a 100 kHz, sob
amplitude de 5,0 mV e potencial aplicado de 0,22 V. Os graficos EIS dos AgNPs-RGO/GCE
e GCE sem modificagdo sao apresentados na Figura 39. As curvas observadas sdo compostas
de semicirculo e uma linha reta que representam processos de transferéncia de carga e o
controle de difusdo, respectivamente, e podem ser usadas para descrever as propriedades de
interface do eletrodo.

A transferéncia de elétrons nas interfaces nao ¢ muito rapida, além disso, a geragao do
semicirculo e a baixa regido linear mostram que existe uma resisténcia Warburg limitando a
difusdo no processo eletroquimico. O diagrama de EIS do AgNPs-RGO/GCE (Figura 39,
curva b) mostrou um pequeno semicirculo em altas frequéncias, indicando que a transferéncia
de carga ¢ muito baixa, em comparacdo com GCE sem modifica¢dao (Figura 39, curva a).
Claramente, isso sugere que o eletrodo modificado proposto ¢ um excelente material condutor

elétrico que poderia facilitar a transferéncia de elétrons.
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Figura 39 — (A) Diagramas de EIS dos GCE sem modificacdo (a) e AgNPs-RGO/GCE (b) com as

linhas solidas azul (a) e preta (b) correspondentes as simulacdes dos dados experimentais (A). (B)
Circuito eletroquimico equivalente utilizado para ajustar os diagramas de EIS.

O circuito equivalente para o GCE sem modificacdo e AgNPs-RGO/GCE ¢ descrito
com base no modelo de Randles, devido a transferéncia heterogénea de elétrons, Figura 39
(B). O circuito equivalente para os eletrodos inclui a resisténcia 6hmica da solucao do
eletrolito (Rs), a resisténcia de transferéncia de elétrons (R¢), elemento de fase constante
(CPE) e a impedancia de Warburg (W) em paralelo.

Para o AgNPs-RGO/GCE, a R¢ encontrada foi de 148 Q, sendo quase cinco vezes
menor que a do GCE (710 Q). Este resultado pode ser atribuido a presenca das AgNPs
altamente condutoras e nanofolhas de RGO que podem melhorar a transferéncia de elétrons
da sonda redox com a superficie do eletrodo modificado. Portanto, os resultados indicam que
as nanoparticulas de prata e o 6xido de grafeno reduzido modificaram com sucesso a
superficie do GCE e contribuiram significativamente para melhorar a condutividade do

eletrodo preparado.
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4.3.5 Caracterizacao da superficie do eletrodo modificado com 6xido de grafeno reduzido

contendo nanoparticulas de prata

As morfologias do GCE nao modificado, RGO/GCE e¢ AgNPs-RGO/GCE foram
caracterizadas por SEM, EDX, Raman e XPS. Na Figura 40, sdo apresentadas as imagens de
SEM dos eletrodos modicados e sem modificacdo. Na Figura 40 (A), foi observada uma
superficie plana bidimensional que representa a superficie uniforme do GCE sem
modificagdo. Essa superficie ¢ diferente da observada na Figura 40 (B), a qual apresenta uma
superficie enrugada tridimensional atribuida a modificagcdo da superficie GCE com RGO. E
essa modificagdo com RGO d4 origem a uma area de contato muito maior vista na Figura 40

(B) em comparagao com a da GCE sem modifica¢ao na Figura 40 (A).

I 1pm IQ-UNESP 3/30/2015 L 100nm IQ-;NESP 3/30/20156
X 25,000 2.00kV SEI EM WD 6.6mm 4:13:20 X 50,000 2.00kV SEI SEM WD 6.8mm 2:38:33

Contagem

16 18

L 100nm IQ-UNESP 2/15/2

X 50,000 2.00kv SEI  SEM WD 6.6mm  1:36:29 Didimetro das particulas/nm

Figura 40 — Imagens de SEM do (A) GCE sem modificacao, (B) RGO/GCE e (C) AgNPs-RGO/GCE.
Histograma da distribuicdo das AgNPs na superficie do RGO/GCE (D).

A Figura 40 (C) apresenta a modificagdo do RGO/GCE modificado com AgNPs com

forma esférica altamente dispersas sobre sua superficie. A partir da Figura 40 (C), foi obtido
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um histograma das AgNPs sobre o eletrodo modificado. Os didmetros das AgNPs variaram
de 4 a 18 nm (300 nanoparticulas foram contadas) e apresentaram um didmetro médio de 10 +
2 nm, Figura 40 (D).

Foi empregada analise de EDX para investigar a composicao elementar da superficie
do AgNPs-RGO/GCE. O espectro obtido ¢ apresentado na Figura 41. O espectro EDX
confirma a presenca de picos de carbono, prata e oxigénio na superficie do eletrodo
modificado, como pode ser observado na Figura 41. Este resultado indica que a modificagao

do eletrodo foi realizada com sucesso.
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Figura 41 — Espectro de EDX do eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno
reduzido contendo nanoparticulas de prata (AgNPs-RGO/GCE).

A superficie do eletrodo modificado também foi caracterizada por espectroscopia
Raman. O espectro de espalhamento Raman para o AgNPs-RGO/GCE ¢ apresentado na
Figura 42. No espectro, foram observadas quatro bandas em ~1328, ~1600, 2677 ¢ 2922 cm’!
que correspondem as bandas D (defeito devido a dispersdo intervalley), G (decorrentes do
modo respiracao devido aos defeitos nas bordas), bandas 2D (processo de dupla ressonancia
que conecta fonons a estrutura da banda eletronica) e D+G (defeitos pontuais plano basal das
arestas do grafeno), respectivamente (82,99).

Quando o RGO/GCE ¢ modificado com nanoparticulas de prata (AgNPs-RGO/GCE) ¢
observado que a razao ID/IG aumenta de 1,1 (RGO/GCE) para 1,4 (AgNPs-RGO/GCE). Essa
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mudan¢a na razdo ID/IG ¢ atribuida ao aumento dos defeitos na superficie do eletrodo

modificado devido ao crescimento da rugosidade superficial provocado pelas nanoparticulas.
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Figura 42 — Espectro RAMAN do eletrodo modificado com o6xido de grafeno reduzido contendo
nanoparticulas de prata (AgNPs-RGO/GCE).

A composi¢do quimica da superficie do AgNPs-RGO/GCE foi caracterizada por XPS.
O espectro exploratorio de XPS (0 a 1490 eV) da andlise ¢ apresentado na Figura 43. No
espectro exploratério de XPS do eletrodo modificado, foram observados sinais de carbono,
oxigénio, prata e sddio com energias de ligacdes em 284,9 (C 1s), 532,9 (O 1s), 368,4 (Ag 3d)
e 1071,4 (Na 1s) eV. A andlise de XPS mostrou a presenca Ag 3d, C 1s e O 1s com
proporgdes atdmicas de 4,4, 68,9 e 19,2 %, respectivamente, confirmando a modificacdo da
superficie do GCE com RGO e AgNPs. No decorrer deste estudo, as regides de Ag 3d, O 1se
C Is foram coletadas individualmente e analisadas.

O espectro de alta resolugdo da regido de C 1s pdde ser deconvoluido em seis
componentes. As componentes localizadas foram associadas a diferentes formas de oxidacao
e hibridizagdes do carbono com energias de ligacdes em 284,6 (CCaromatico; 68,3 %), 285,6 (C-
H; 5,0 %), 286,7 (C-0O; 16,6 %), 288,1 (C=0; 2,6 %), 288,8 (O-C=0; 5,1 %) e 291,0 (pico
satélite shake-up n—mn*; 2,4 %) eV com suas respectivas propor¢des atomicas (82,88).

O espectro de alta resolu¢do da regidao de O 1s pode ser deconvoluido em quatro

componentes correspondentes aos atomos de oxigénio com energias de ligagdes em 531,0 (O-
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Ag; 7,4%), 531,9 (C=0; 13,4 %), 532,6 (C-0O; 29,4%) e 533,7 (O-C=0; 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 oxida¢do das AgNPs. O espectro de alta
resolucdo da regido de Ag 3d pode ser deconvoluido em duas componentes correspondentes
aos atomos de prata com energias de ligagdes em 368,3 (Ag 3dspn) ¢ 374,3 (Ag 3dspn) eV
(125-129). Isso indica que Ag ¢ encontrado principalmente na forma de 6xido no eletrodo
modificado. Além disso, a diferenca entre as energias de ligagdes do dupleto 3d da Ag foi de
6,0 eV (125,126), confirmando a formagao de AgNPs na superficie do RGO/GCE.

Portanto, com baseado nos resultados obtidos através das analises de caracterizagdo de
superficie que incluem SEM, EDX, Raman e XPS, ¢ possivel afirmar que a superficie GCE

foi modificada com 6xido de grafeno reduzido e nanoparticulas de prata com sucesso.
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Figura 43 — (A) Espectros exploratorio e de alta resolugdo de XPS das regides de (B) O 1s, (C) C Is e
(D) Ag 3d com suas deconvolugdes para o AgNPs-RGO/GCE.
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4.3.6 Oxidacao eletrocatalitica dos aminoacidos na superficie do eletrodo modificado com oxido de grafeno reduzido contendo

nanoparticulas de prata

A atividade eletrocatalitica do AgNPs-RGO/GCE na presenga de 1.0x10 mol L amino4cidos em solugdo de NaOH 0,10 mol L™ foi
investigada por CV. Sdo apresentados na Figura 44 os voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado na auséncia e presenga de aminoéacidos em
meio alcalino obtidos no intervalo de potencial de 0,55 a 1,0 V com velocidade de varredura de 100 mV s™.

Nos voltamogramas, foi observado um aumento na corrente de pico anoddico do AgNPs-RGO/GCE na presenga dos aminoacidos em
relagdo ao observado para a superficie modificada na auséncia desses aminoacidos. Este resultado aponta para um processo tipico de oxidagao
eletrocatalitica dos aminoécidos através do estado de alta valéncia de Ag>Os. Essencialmente, isso implica afirmar que o possivel mecanismo
envolvendo a oxidacdo eletroquimica dos aminodcidos por espécies de Ag(Ill) ativas ocorre através de processos redox de mediagdo ciclica que
podem ser expressos como segue (31,32,34,108,130):

2Ag0 + 20H 2 Ag,05 + H,0 + 2e~ Equacao (8)

2Ag,05 + RCH(NH,)COOH + 2H,0 + 4e~ — 4Ag0 + RCH = NH + 2H* + CO, + 40H Equacio (12)

2Ag,05; + RCH = NH +3H,0 + 4e~ - 4Ag0 + RCHO + NH; + 40H Equagio (13).

Enquanto os trés processos eletroquimicos 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 atribuido a oxidacao de AgO em Ag>0s.

Isso significa que a corrente catalitica resultante do processo de oxida¢ao dos aminoéacidos na superficie das AgNPs otimizadas em RGO
pode ser atribuida ao aumento da area superficial especifica das AgNPs. E esse aumento na area superficial especifica das nanoparticulas
proporciona maior oportunidade de os aminoacidos serem oxidados. Além disso, 0 RGO atua como um excelente substrato e, em virtude de sua
grande area superficial, contribui para o aumento da quantidade de nanoparticulas eletrodepositadas na superficie, a0 mesmo tempo em que

diminui o tamanho dessas nanoparticulas.
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O mecanismo proposto para o comportamento observado dos aminodcidos ¢ do tipo
eletroquimico seguido de uma reacdo quimica (EC’), o qual ja foi relatado na literatura
(104,108-110,122). Em outras palavras, as espécies de Ag(Il) sdo oxidadas a Ag(IIl),
enquanto a Ag(IIl), por sua vez, oxida os aminoacidos, seguido da regeneracao das espécies

de Ag(Il) na superficie do eletrodo.
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Figura 44 — Voltamogramas ciclicos de (A) alanina 1,0x10° mol L™, (B) 4cido aspartico 1,0x107 mol
L', (C) acido glutamico 1,0x10” mol L', (D) glicina 1,0x10° mol L' e leucina 1,0x10~* mol L' em
solugdo de NaOH 0,10 mol L' (curvas vermelhas) sobre a superficie do AgNPs-RGO/GCE com
velocidade de varredura de 100 mV s
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A Figura 45 apresenta os voltamogramas ciclicos do AgNPs-RGO/GCE em solugao de
NaOH 0,10 mol L™ na auséncia e presenca de diferentes concentragdes de solugdo de glicina
na faixa de potencial de 0,65 a 0,90 V com velocidade de varredura de 100 mV s™'. Conforme
apresentado na Figura 45, um aumento na concentracdo de glicina provoca um aumento
gradual da corrente de pico anddico associada a oxidagdo das espécies de prata de baixa
valéncia. Além disso, qualquer aumento na concentragdo de glicina provocou um aumento
proporcional da corrente de pico anddico (inser¢ao da Figura 45). Os mesmos resultados
foram obtidos para aminodacidos alanina, acido aspartico, acido glutdmico e leucina, embora

ndo sejam mostrados.
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Figura 45 — Voltamogramas ciclicos do AgNPs-RGO/GCE em solu¢do de NaOH 0,10 mol L na (a)
auséncia e presenca de glicina 5,0x10* (b), 7,5%10* (c), 1,0x103 (d), 2,510 (e), 5,0x1073 (), (g)
7,5%107 (g) e 1,0x102 mol L'(h) com velocidade de varredura de 100 mV s’'. Inserido: Dependéncia
da corrente de pico anodico em fungdo da concentragdo de glicina.

A Figura 46 apresenta curva tipica de Tafel para a oxidacao eletrocatalitica de glicina
sobre a superficie do AgNPs-RGO/GCE com velocidade de varredura de 10 mV s!'. O
coeficiente de transferéncia de elétrons (a) dos aminodcidos foi obtido através de graficos do
potencial (E) em func¢do do logaritmo da densidade de corrente (Log j). O coeficiente angular

obtido para cada curva ¢ igual a 2,3RT/aF. Os valores de a calculados ficou entre 0,39 ¢ 0,45
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para a eletro-oxidacdo da alanina e 4cido glutdmico, respectivamente. Na Tabela 10, sdo

apresentados os valores de a calculados para os aminoécidos estudados.

0,814y =0,14x + 0,98
| R=10,999
0,78 -
0,751
- d
0,72 [l
noH 2
0,69 1
-0,90 -0,75 -0,60 -0,45 -0,30 -0,15

Log j

Figura 46 — Curva de Tafel do AgNPs-RGO/GCE em solugdo de NaOH 0,10 mol L' na presenga de

glicina 1,0x10" mol L' com velocidade de varredura de 10 mV s’

Tabela 10 — Valores do coeficiente de transferéncia eletronica (a), constante de velocidade
eletrocatalitica (k..) e coeficiente de difusdo (D) para os aminoacidos estudados com o AgNPs-

RGO/GCE.
Coeficiente angular de Tafel D kear
Aminoacidos a
(mV) (em?s)  (cm? mol! s)
Acido aspartico 138 0,43 7,7x107 5,5x108
Acido glutamico 152 0,39 1,1x107 1,4x108
Alanina 162 0,37 2,9x107 2,2x108
Glicina 133 0,44  1,7x107 3,7x108
Leucina 130 0,45 2,1x107 2,8x108

Os valores do coeficiente de difusdo para os aminoacidos foram determinados a partir

da equacao de Randles-Sevcik para sistemas irreversiveis através do estudo da velocidade

com concentragdes dos aminoacidos de 1,0x107 mol L! de acordo com a equagio a seguir:

Ip = 2,99 x 105a%54,C* D505

Equacao (14)
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em que: A é a area superficial efetiva do eletrodo em cm? C é a concentragdo dos
aminoacidos em mol cm?, D é o coeficiente de difusio em cm? s' e v é a velocidade de
varreduraem mV s’

O efeito da velocidade de varredura foi avaliado no intervalo de 10 a 700 mV s, A
partir do coeficiente angular da corrente de pico anddico (Ipa) em funcdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura (v*%), foi calculado o coeficiente de difusdo dos aminoacidos. Na
Figura 47 foi observado uma relagdo linear entre a v*° e a I, 0 que demonstra que um
processo controlado por difusdo ¢ predominante durante a oxidagdo eletrocatalitica dos

aminoacidos na faixa de 10 a 300 mV s™'.
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Figura 47 — Efeito da raiz quadrada da velocidade de varredura (v*°) nas correntes de picos anédicos
dos aminodacidos 1,0x10 mol L' em solu¢do de NaOH 0,10 mol L.

As equagdes lineares e os coeficientes de correlagdo linear para os aminoacidos
estudados sdo apresentados na Tabela 11. Na Tabela 10, sdo apresentados os valores dos
coeficientes de difusdo calculados a partir da equagdo de Randles-Sevcik; tais coeficientes

variaram de 1,1x1077 (alanina) a 7,7x10”7 cm? s™! (glicina).
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Tabela 11 — Pardmetros obtidos a partir da relagdo linear entre a corrente de pico anddica e a raiz
quadrada da velocidade de varredura (v*).

Faixa linear Coeficiente de
Aminoacidos Equacao da regressao linear

(mV'5 §%5) correlacio linear
Acido aspartico y=1,3x10"*x+9,9x10 0,996
Acido glutamico y=1,0x10"%x+ 9,4x107 0,995
Alanina 32al173 y=1,1x10"%x + 4,2x10° 0,995
Glicina y=1,3x10"x+ 7,6x10 0,998
Leucina y=1,2x% 10x+ 3,0x107 0,999

As constantes de velocidade eletrocatalitica (kc;) em mecanismos EC’ da eletro-
oxidagdo dos aminoacidos sobre a superficie 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 auséncia (curva a) e na presenca
(curvas b-e) de leucina no intervalo de concentragio de 5,0x10% a 2,5x10 mol L. Os saltos
de potenciais aplicados foram 0,90 e 0,50 V, respectivamente. Os resultados mostram
claramente que o processo de oxidacdo eletrocatalitica da leucina ¢ irreversivel. O mesmo
resultado foi encontrado para os outros aminoacidos estudados. A amperometria foi utilizada
para avaliar a constante catalitica da oxidacdo dos aminoacidos de acordo com a equagdo

(110):

I exp(—A1)

%t = 195 [r0%erf(1%5) + o5 Equacio (15)
4 }

na qual /s € Iy sdo as correntes na presenca ¢ auséncia dos aminoacidos; A= k..:Ct € 0

argumento da fung¢do erro; k.« € a constante de velocidade eletrocatalitica; C € a concentragao

dos aminoacidos; e ¢ é o tempo decorrido. Nos casos em que A> 1,5, erf(4%°) ¢ praticamente

igual a unidade, e a equacdo acima pode ser reduzida para:

leat _ 705,05 _ 295 (ko C) 05 Equagio (16).

Iq
A partir do coeficiente angular da reta obtido através da linearidade observada entre
Iear/la em fungdo do %7, foi calculado a ke para os aminodcidos (Fig. 48 (B)). Amperogramas
similares foram obtidos para alanina, acido aspartico, acido glutamico e glicina. Na Tabela
10, sdo apresentados os valores das constantes de velocidades cataliticas para os aminoacidos.
Os resultados obtidos ficaram entre 1,4x10® (4cido glutdmico) e 5,5%10% cm?® mol™! s™! (4cido

aspartico).
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Figura 48 — (A) Amperogramas de duplo salto do AgNPs-RGO/GCE em solugdo de NaOH 0,10 mol
L' com diferentes concentragdes de leucina: (a) 0,0, (b) 5,0x10* (c) 7,5%10%, (d) 1,0x107 e (e)
2,5%x107% mol L. Os saltos de potencial foram 0,90 V para oxidagdo e 0,50 V para redugdo. (B)
Inserido: Dependéncia da I../Is em fungdo do Tempo®® derivado a partir dos dados da curva b.

4.3.7 Respostas amperométricas dos aminoacidos sobre a superficie do eletrodo

modificado com é6xido de grafeno reduzido contendo nanoparticulas de prata

Inicialmente, os efeitos dos potenciais aplicados na oxidagdo eletrocatalitica dos
aminoacidos foram investigados usando amperometria sob agitagdo, pois essa técnica € muito
mais sensivel em comparagdo com a CV. A atividade eletrocatalitica realizada pelo AgNPs-
RGO/GCE foi estudada na faixa potencial de 0,60 a 1,0 V por inje¢do sucessiva de
aminodcidos em solugio de NaOH 0,10 mol L™! sob agitagdo constante. A Figura 49 apresenta
as respostas amperométricas do sensor a trés incrementos sucessivos de solucdes de
aminodcidos 1,010 mol L! em potenciais aplicados na faixa estudada.

Como pode ser observado, o eletrodo modificado apresentou bom desempenho

eletrocatalitico para a eletro-oxidagdo dos aminodcidos em meio alcalino. Além disso, foi
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observado que todos os analitos examinados exibiram aproximadamente o mesmo
comportamento em funcao do potencial de detec¢do. A oxida¢do dos aminoacidos no eletrodo
modificado iniciou-se a cerca de 0,70 V, passando por um aumento acentuado a potenciais
mais positivos, com exce¢do do acido aspartico submetido a oxida¢dao a 0,80 V. Com base

nesses resultados, foi selecionado 0,90 V como potencial de trabalho.
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Figura 49 — Estudo do potencial de oxidagdo dos aminoacidos glicina (a), alanina (b), acido aspartico
(¢), 4cido glutdmico (d) e leucina (e) em solu¢do de NaOH 0,10 mol L através da amperometria
utilizando o AgNPs-RGO/GCE (n= 3).

Medidas amperométricas foram realizadas aplicando potencial de detec¢do de 0,90 V
utilizando o AgNPs-RGO/GCE por injecdo sucessiva de aminodcidos (glicina, alanina,
leucina, 4cido aspartico e acido glutdmico) em solugdo de NaOH 0,10 mol L' sob agitagdo. A
Figura 50 apresenta amperogramas das adi¢cdes consecutivas de glicina e alanina em meio
alcalino obtidos a partir da utiliza¢do de sensor desenvolvido. Foi observado que as correntes
de oxidacdo dos aminodcidos aumentaram rapidamente, atingindo 97% da corrente
estaciondria nos tempos de 2,2 (glicina), 2,0 (alanina), 3.1 (leucina), 1,6 (acido aspartico) e
1,3 s (4cido glutdmico).

A resposta do eletrodo modificado € bastante rapida e proporcional a concentragao dos
aminoacidos. As curvas analiticas para alanina e glicina sao ilustradas na inser¢ao da Figura

50. Como pode ser visto na Tabela 12, para os aminoacidos investigados, as correntes de
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oxidagdo foram proporcionais as concentragdes dos aminoéacidos no intervalo de concentracao
de 1,0x10% a 1,0x10 mol L'!. Foi observada uma boa dependéncia linear com coeficiente de
correlagao 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 aminoacidos variando entre 0,8 A mol™ L (leucina) e
2,4 A mol! L (alanina). Os limites de detec¢io (LOD, 3xSD/b) e quantificagdo (LOQ, do
inglés Limit of Quantitation, 10xSD/b) foram calculados como 3 e 10 vezes o desvio padrao
(SD) da equacdo da regressao linear dividido pelo coeficiente angular da curva de
calibragio(b), respectivamente. Os LODs calculados variaram de 7,1x10° mol L! para o

4cido glutimico a 8,7x107 mol L™! para alanina e acido aspéartico, Tabela 12.
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Figura 50 — (A) Amperogramas obtidos para adi¢gdes sucessivas de alanina (a) e glicina (b) em
solu¢do de NaOH 0,10 mol L™ sob agitagdo utilizando 0 AgNPs-RGO/GCE com potencial de detec¢do
de 0,90 V. (B) Inserido: Curvas analiticas de alanina (a) e¢ glicina (b) obtidas a partir dos
amperogramas (A).
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Tabela 12 — ParAmetros analiticos obtidos para a oxidagdo eletrocatalitica dos aminoacidos em uma solu¢do de NaOH 0,10 mol L™! sob agitagdo a partir da

técnica de amperometria utilizando o AgNPs-RGO/GCE com potencial de deteccao de 0,90 V.

Faixa linear Equacio da LOD LOQ Sensibilidade Coeficiente de RSD%
Aminoacidos
(mol L) regressio linear  (mol L) (mol L (A mol' L) correlacao linear (n=6)
Glicina y=2,1x +5,4x% 10°  7,9x10°  2,6x1073 2,1 0,999 2,8
Alanina 1,0x107 y=24x +5,2x 103 8,7x10° 2,9x107 2.4 0,999 3,0
Leucina a y=0,8x + 1,9% 10°  8,4x10° 2,8x107 0,8 0,999 2,1
Acido aspartico 1,0x107 y=1,Ix +2,4x 103 8,7x10°  2,9x107 1,1 0,999 0,9
Acido glutdmico y=0,9x +2,8x 10°  7,1x10°  2.3x107 0,9 0,999 1,7

A repetibilidade das respostas de corrente no AgNPs-RGO/GCE foi estimada por meio do desvio padrdo relativo (RSD%) usando

medidas amperométricas sextuplicadas de aminoacidos 1,010 mol L' em solu¢do de NaOH 0,10 mol L sob agitacdo, Tabela 12. O RSD

encontrado variou entre 0,90% (acido aspartico) e 3,0 (alanina) para as seis medidas realizadas, indicando excelente repetibilidade e precisdo. A

estabilidade do sensor desenvolvido também foi investigada. Apos manter o sensor armazenado a temperatura ambiente durante 15 dias, a

resposta de corrente da solugdo de glicina 5,0x10° mol L' apresentou uma diminuicio de 3,6% em relagio a corrente original.
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4.4 CONCLUSOES PARCIAIS

A modificacao do eletrodo de carbono vitreo com 6xido de grafeno reduzido contendo
nanoparticulas de 6xido de prata foi realizada com sucesso. O eletrodo modificado foi
utilizado com o objetivo de investigar a oxidacdo eletrocatalitica de aminoacidos incluindo
glicina, alanina, leucina, acido aspartico e acido glutdmico em meio alcalino. O AgNPs-
RGO/GCE exibiu atividade eletrocatalitica através da mediagdo de Ag(IIl) como espécies
ativas para todos os aminoacidos estudados. A elevada atividade catalitica, sensibilidade e
estabilidade obtidas para o AgNPs-RGO/GCE nessa investigacdo tornam este eletrodo

efetivamente promissor e adequado para a detecgdo confidvel de aminodacidos.
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CAPITULO V. DETERMINACAO DE AMINOACIDOS EM VINHACA DE CANA-
DE-ACUCAR POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA UTILIZANDO
ELETRODO MODIFICADO COM OXIDO DE GRAFENO REDUZIDO CONTENDO
NANOPARTICULAS DE NIQUEL

5.1 INTRODUCAO

Os aminoacidos podem ser facilmente separados por HPLC, cromatografia de troca
anidnica de alta eficiéncia (HPAEC, do inglés High Performance Anion-Exchange
Chromatography) e eletroforese capilar (16,24-27,130-140). No entanto, a deteccdo destes
analitos através de métodos tradicionais como espectrofotometria de absor¢ao UV-VIS ou
fluorescéncia, por exemplo, nem sempre ¢ simples de se alcancar, dada a auséncia de
cromoéforos e fluordforos naturais em muitos aminodcidos, respectivamente. Como resultado,
os métodos mais avancados exigem essencialmente algum tipo de derivatizacdo pré ou pos-
coluna (16,25,26). A derivacdo ¢, contudo, muitas vezes afetada pela natureza da
complexidade da matriz, o que tende a tornar o processo incompleto.

Os métodos de deteccdo sem derivatizagdo sdo conhecidos por usar condutividade,
indice de refragdo, espalhamento de luz, nitrogénio quimioluminescente, ressonadncia
magnética nuclear e espectrometria de massa (16). A deteccdo de condutividade ndo ¢
seletiva, como tal, qualquer espécie pode gerar um sinal incluindo o eluente, embora alguns
casos exijam o uso de supressao quimica (20). Os detectores indice de refracdo e dispersao de
luz possuem menor sensibilidade de deteccdo, o que explica o uso limitado (16,141). O
detector de quimioluminescéncia de nitrogénio inclui alta sensibilidade e especificidade, além
disso, apresenta pouca seletividade (16).

A ressonancia magnética nuclear e a espectrometria de massas requerem uma
preparacdo de amostra mais complexa, além de serem relativamente de alto custo para se
realizar em comparagdo as outras técnicas. A detec¢do eletroquimica (ECD), geralmente
operada em modo amperométrico, ¢ combinada com HPAEC para determinacao de
aminoacidos sem derivatizagio (24—27,130-135). E importante ressaltar que os grupos amino
dos aminoécidos podem ser desprotonados em meio basico. Assim, a aplicacdo de HPAEC
com o uso direto de uma solucdo alcalina forte como fase modvel pode atender

simultaneamente os requisitos de ECD e separagao cromatografica.
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Os eletrodos convencionais, tais como platina e ouro, geralmente sdo empregados na
detecgdo eletroquimica (24,131-135). No entanto, esses eletrodos podem ser lixiviados pela
fase movel e perder a atividade catalitica devido as espécies de adsorcdo na superficie.
Alternativamente, eletrodos quimicamente modificados (CMEs) surgiram para superar essas
falhas. Geralmente, os CMEs possuem maior area superficial, sensibilidade, seletividade e, o
mais importante, estabilidade em comparagdo com eletrodos convencionais de metais quando
se trata de andlise HPAEC de aminoacidos em meio alcalino (25,26,31,130).

Os metais de transicdo nao nobres e seus o0xidos, tais como cobalto (104,110), ferro
(103), cobre (26,30) e niquel (25,31,130) tém atraido consideravel interesse como materiais
modificadores como resultado de suas propriedades eletrocataliticas em meio alcalino em
relacdo a oxidagao de aminoacidos.

Entre os varios materiais utilizados na modificacdo de eletrodos, o grafeno tem gerado
uma maior aten¢do devido as suas propriedades Opticas, quimicas e eletronicas, além de sua
ampla gama de aplicagdes em nanomateriais, nanotecnologia e sensores eletroquimicos
(52,53). O grafeno ¢ essencialmente uma monocamada bidimensional de 4tomos de carbono
num favo de mel bem embalado. E dotado de muitas vantagens, incluindo propriedades
térmicas e mecanicas excepcionais, excelente condutividade elétrica, capacidade rapida de
transporte de elétrons e uma area de superficie grande que permite a imobilizacdo de grandes
quantidades de substancias e nanoparticulas (53-55,141).

Além disso, as nanoparticulas metalicas e seus 0xidos foram amplamente estudados,
devido as suas propriedades quimicas e fisicas, como melhor transporte de massa, catalise,
maior area de superficie e controle efetivo do microambiente do eletrodo em comparagdo com
eletrodos metalicos tradicionais (56—59).

Em virtude de suas propriedades tunicas, grafeno e nanoparticulas de metais de
transicdo nao nobres tém sido considerados atraentes como novos materiais para o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos visando a detec¢do de aminoécidos. Até o
momento, varios tipos de materiais funcionais, como nanoparticulas de cobalto (CoNPs)
(110), CoNPs em GO (104) e nanoparticulas de ferro em GO (103) foram aplicados para a
determinagdo de aminoacidos. As nanoparticulas de niquel (NiNPs) combinadas com
eletrodos modificados com RGO podem fornecer um meio de melhorar a deteccdo de
aminodcidos, 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 analitico do eletrodo de carbono
vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido contendo nanoparticulas de niquel (NiNPs-
RGO/GCE) para a detec¢ao de aminoacidos sem derivatizagao por HPAEC. A aplicacdo do
novo método estabelecido usando a eletro-oxidacao direta de aminoacidos sem derivatizacao

na vinhaga de cana-de-agucar foi realizada com NiNPs-RGO/GCE.
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5.2 PARTE EXPERIMENTAL

5.2.1 Reagentes e solucoes

Todas as solugdes utilizadas nos experimentos eletroquimicos foram preparadas com
reagentes de alto grau de pureza analitico ¢ agua deionizada ultrapura (MILLI-Q). Oxido de
grafeno (GO, 4 mg mL"), sulfato de niquel (II) hexahidratado (NiSO4.6H20, 99%), 4cido L-
aspartico (C4H7NO4, > 98%), acido L-glutdmico (CsHoNO4, > 99%), L-alanina (C3H7NO>, >
98%), glicina (C2HsNO2,> 99%), L-leucina (C¢H13NO2, > 98%), hidroxido de sdédio (NaOH, >
98%) e sulfato de sddio (NaxSO4, > 99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, e acido nitrico
(HNO3s, > 65%) da Merck.

5.2.2 Instrumentacio

Um potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT-30 controlado pelo software
NOVA 1.11 foi utilizado para as medidas eletroquimicas, ¢ as medidas de IES foram
realizadas usando o modulo FRA. Os experimentos de CV e EIS foram realizados com uma
célula eletroquimica convencional empregando o eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L)
como eletrodo de referéncia, um fio de platina (0,3 mm x 4,0 cm) como eletrodo auxiliar € um
eletrodo de carbono vitreo com 3,0 mm de didmetro (GCE, area geométrica de 0,07 cm?)
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
Secao 3.2.2 do Capitulo III. As anélises de microscopia eletronica de transmissdao (TEM, do
inglés Transmission Electron Microscopy) e TEM de alta resolugdo (HRTEM, do inglés
High-Resolution Transmission Electron Microscopy) foram realizadas em um microscopio
eletronico de transmissdao (PHILIPS; modelo CM 200 SUPER TWIN).

As medidas amperométricas pulsadas em fluxo continuo foram realizadas utilizando
um detector amperométrico Modelo IC (Metrohm) e uma célula eletroquimica Wall-Jet
composta de um NiNPs-RGO/GCE (3,0 mm de didmetro), eletrodo de referéncia (REF) de
palddio (Pd) e um eletrodo de platina como eletrodo auxiliar (Esquema 3). Um
microcomputador equipado com um software MagIC Net™, versao 3.1, possibilitou a
aquisicdo e processamento dos cromatogramas.

Experimentos cromatograficos foram realizados por um cromatografo de ions 850

Professional IC Cation-HP-Gradient (Metrohm) com modulo extensor 872 (bomba C, pds-
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coluna) com um loop de 20 pL e um amostrador Compact Autosampler 863 (Metrohm). As
separagdes cromatograficas dos aminoacidos foram realizadas em uma coluna de troca idnica
Dionex®™ CarboPac™ PA1 (250 x 4 mm I. D., 10 um, 10 A) acoplada com uma pré-coluna
CarboPac™ PA1 (50 x 4 mm 1. D., 10 um, 10 A). A temperatura utilizada no forno da coluna
foi de 32 °C e no detector 36 °C.

ELETRODO AUXILIAR — REF |——
Glicina ﬂ Entrada
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Esquema 3 — Célula eletroquimica Wall-Jet utilizada nas medidas cromatograficas.

5.2.3 Limpeza do eletrodo de carbono vitreo

O GCE modificado foi imerso em &cido nitrico 20% por 5 min. Posteriormente, a
superficie do GCE foi polida em uma suspensdao de p6 de alumina 0,3 um e lavada

abundantemente com agua ultrapura.

5.2.4 Modificacao eletroquimica do eletrodo de carbono vitreo contendo oxido de grafeno

com nanoparticulas de niquel

O GCE foi modificado com RGO a partir de uma suspensdo de GO 0,50 mg mL™' em
Na>SO4 0,10 mol L! aplicando potencial de -1,4 V por 500 s. O eletrodo modificado obtido
foi lavado com agua ultrapura e seco a temperatura ambiente por 10 min. Em seguida, a
eletrodeposi¢ao das NiNPs sobre a superficie 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 solucdo de
NiS04.6H,0 em Na,SO4 0,10 mol L. O potencial, o tempo e a concentracdo da solugio de

niquel utilizados na eletrodeposi¢do foram otimizados.



131

Apo6s a eletrodeposi¢ao, os eletrodos foram lavados com agua ultrapura, secos e
submetidos a varreduras sucessivas em uma solu¢do de NaOH 0,10 mol L no intervalo de
potencial de 0,10 a 0,75 V com velocidade de varredura de 100 mV s durante 30 ciclos. A
resposta eletrocatalitica das modificacdes do RGO/GCE com NiNPs (NiNPs-RGO/GCE) foi

avaliada com uma solugdo de glicina 1,010 mol L"! em NaOH 0,10 mol.L™! por CV.

5.2.5 Condig¢des cromatograficas

As fases moveis foram preparadas a partir da mistura das solu¢cdes de NaOH e
CH3COONa com agua ultrapura. A forga da eluigdo isocratica dos solventes e a velocidade do
fluxo foram investigadas. As solucdes estoques dos aminoacidos (1,3x10! mol L) foram
preparadas nas concentragdes das fases moveis otimizadas, € as curvas analiticas foram
construidas. O LOD foi avaliado como uma relagao sinal/ruido igual a 3 (S/N = 3) da menor
concentragdo injetada. A faixa linear, sensibilidade amperométrica, coeficiente de correlagao
e repetibilidade dos analitos também foram avaliadas. A validacdo do método foi realizada

através do método de adi¢ao padrao conforme descrito na Se¢do 5.2.6.

5.2.6 Preparacio da amostra

A amostra de vinhaga de cana-de-acucar foi obtida a partir de uma industria de agtcar
e alcool. Inicialmente, a amostra foi centrifugada a 4000 rpm durante 20 min visando a
remogao das particulas sélidas presentes na mesma. Em seguida, o sobrenadante foi recolhido
e filtrado (filtros 5,0, 0,47 e 0,22 um da Millipore).

Antes de ser injetada na coluna, a amostra foi diluida com &gua ultrapura nas
propor¢des de 1:100 para a determinacdo de alanina, leucina e glicina, e de 1:10 para a
quantifica¢do dos acidos aspartico e glutdmico. O método de adi¢do padrao foi utilizado para
determinar a concentracdo dos aminoacidos presentes nas amostras. Trés concentragdes
diferentes de alanina, glicina, leucina (2,5x10%, 5,0x10* e 7,5x10 mol L"), 4cido aspartico e

4cido glutdmico (2,5%107, 5,0x10” e 7,5%10”° mol L) foram injetadas nas amostras.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Comportamento eletroquimico do niquel sobre a superficie do eletrodo modificado

com o6xido de grafeno reduzido

Inicialmente, foi realizado um estudo acerca do comportamento do niquel sobre a
superficie do RGO/GCE. O eletrodo modificado foi imerso em uma solu¢do de sulfato de
niquel 5,0x107* mol L'! em sulfato de sédio 0,10 mol L!. Uma varredura ciclica foi realizada
na faixa de potencial entre -1,6 ¢ 0,75 V com velocidade de varredura de 10 mV s. O
voltamograma resultante ¢ apresentado na Figura 51.

No voltamograma ciclico, foram observados dois picos, um catddico na varredura
direta (P1) e um anodico na varredura reversa (P2), Figura 51. O pico catddico ¢ referente a
eletrodeposicao do niquel metalico na superficie do RGO/GCE em -1,0 V com corrente de
pico de 159,9 pA, Equacdo 17. O pico anddico em aproximadamente -0,52 V com corrente de
pico anodico de 8,6 nA ¢ referente a oxidagdo do niquel (0) metalico em oxidagao de niquel

(IT) na superficie do eletrodo em meio de sulfato de sodio, Equacao 18 (142).

Ni** + 2e~ - Ni° Equagio (17)
Ni+ H,0 - NiO + 2H" + 2e~ Equacdo (18)
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Figura 51 — (A) Voltamograma ciclico de uma solu¢do de sulfato de niquel 5,0x10° mol L' em
sulfato de s6dio 0,10 mol L' sobre a superficie do RGO/GCE com velocidade de varredura de 10 mV
s'l. (B) Inserido: Amplia¢do do voltamograma.
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5.3.2 Otimizacdo da eletrodeposicio de niquel

A formacao das NiNPs na superficie do eletrodo ¢ influenciada diretamente pelo
potencial (E), tempo e concentragdo do sal (Cniso.) utilizados na eletrodeposicao. Estes fatores
influenciam diretamente no tamanho, caracteristicas morfoldgicas, atividade eletrocatalitica
das nanoparticulas e propriedades fisico-quimicas das NPs. O potencial de redugdo afeta a
forma das nanoparticulas preparadas. O tempo permite a possibilidade de controlar o tamanho
e a cobertura de nanoestruturas eletrodepositadas. A concentragao do sal de niquel na solugao
influéncia diretamente o tamanho, assim como o tempo e a quantidade de NPs
eletrodepositadas na superficie do eletrodo (56,121). Além disso, para conduzir a nucleacao
homogénea das NPs em solu¢do apds a eletrodeposicdo ¢ importante produzi-las em uma
elevada concentragdo de hidroxilas, evitando, assim, a agregacao das NPs durante a etapa de
conversao (oxidacao) das NPs metalica em NPs oxidadas.

A quantidade de NiNPs na superficie do RGO/GCE pode ser estimada através do
excesso superficial (I') calculado a partir do amperograma da carga (Q) eletrodepositada de

niquel sobre a superficie do RGO/GCE, Equacao 19.

[= ¢
nFA,

Equacgao (19)

em que o excesso superficial (I') foi calculado como uma concentragio em mol cm?, o
numero de elétrons (n) envolvidos na reagdo ¢ 2 (Equagdo 17), area superficial efetiva (Ac) do
RGO/GCE de 1,2 cm? (Calculo apresentado na Secdo 3.3.5), constante de Faraday (F) 96485
(C mol™), e a carga (Q) em Coulomb (C) foi obtida a partir do amperograma da carga
eletrodepositada de niquel.

A Figura 52 apresenta a otimizagdo do processo de eletrodeposicdo das NiNPs na
superficie do RGO/GCE. Nas Figuras 52 (A-C), sdo apresentados os I (-m-) na superficie do
RGO/GCE e as respostas eletrocataliticas (Al= corrente do pico anodico na presenca de
glicina — corrente de pico anddico na auséncia de glicina) das modificagdes (-®-) em fungdo
do potencial de eletrodeposi¢ao (E), tempo de eletrodeposi¢do e concentracao do sulfato de
niquel (Cnisos).

Na Figura 52 (A), foi avaliado o efeito do potencial de eletrodeposicdao sobre a
quantidade de nanoparticulas de niquel depositadas na superficie do RGO/GCE. As
nanoparticulas foram eletrodepositadas na superficie do RGO/GCE a partir de uma solugado
precursora de NiSO4 2,0x102 mol L™! em NaxSO4 0,10 mol L™!, tempo de eletrodeposicio 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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variagdo do I' com o potencial de reducdo. Foi observado que a medida que o potencial de
eletrodeposi¢do aumenta de -1,0 a -1,6 V, a quantidade de NiNPs depositado na superficie do
RGO/GCE aumenta de 4,3x107 a 1,1x10 mol cm™, ou seja, h4 um aumento na espessura do
filme de NiNPs eletrodepositado na superficie do RGO/GCE.

A fim de elucidar a relacdo entre a atividade eletroquimica das NiNPs e a eletro-
oxidagdo dos aminodcidos, foi investigada a oxidagdo eletroquimica da glicina na superficie
NiNPs-RGO/GCE preparados nos diferentes potenciais avaliados. A CV foi utilizada para
estudar a oxidagdo da glicina no intervalo de potencial entre 0,20 a 0,75 V com velocidade de
varredura de 100 mV s, Primeiro, foi registrado um voltamograma do NiNPs-RGO/GCE na
solugio de NaOH 0,10 mol L' (eletrolito suporte); posteriormente, foi registrado outro
voltamograma em uma solu¢do de glicina 1,010 mol L' em NaOH 0,10 mol L. A
diferenca da corrente (Al) entre o pico anddico na auséncia e na presenga de glicina foi

considerada a resposta das modifica¢des, Figura 53.
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Figura 52 — Otimizacdo da eletrodeposi¢ao das NiNPs na superficie do RGO/GCE (n= 3). Curvas do
excesso superficial (I, -m-) ¢ as respostas eletrocataliticas (Al, -e-) das modifica¢Ges na presenca de
glicina 1,0x10 mol L! em fun¢io do (A) potencial de eletrodeposi¢do, (B) tempo de eletrodeposi¢do
e (C) concentragdo de sulfato de niquel (Cnisos).
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Figura 53 — Voltamogramas ciclicos na (a) auséncia e (b) presenca de glicina 1,0x10 mol L' em
NaOH 0,10 mol L' empregando o NiNPs-RGO/GCE com velocidade de varredura de 100 mV s™.

A Figura 52 (A — Curva b) mostra a variagdo da resposta dos eletrodos modificados
em funcdo do potencial de reducdo. Diferentemente do que ocorre na superficie do
RGO/GCE, onde a glicina ndo apresenta nenhuma resposta, na superficie do NiNPs-
RGO/GCE a glicina foi facilmente oxidada, e uma corrente de oxidagdo foi observada,
indicando que as NiNPs exibem atividade eletrocatalitica para a oxidacdo da glicina. Foi
observado que a corrente de oxidacao da glicina aumenta consideravelmente quando os
potenciais mudam de -1,0 a -1,1 V. Quando os potenciais sdo reduzidos ainda mais de -1,2 a -
1,6 V, a corrente de oxidagdo da glicina diminui drasticamente e permanece praticamente
estavel. Assim, o potencial de -1,1 V utilizado para a eletrodeposi¢do das NiNPs apresentou a
melhor performance para oxidagdo da glicina devido, provavelmente, ao menor tamanho e ao
melhor arranjo espacial das NiNPs na superficie do RGO/GCE.

A influéncia do tempo de eletrodeposi¢cdo sobre a quantidade das NiNPs depositadas
na superficie do RGO/GCE e a resposta da atividade eletroquimica dos eletrodos modificados
sdo apresentadas na Figura 52 (B). As modificagdes foram realizadas a partir de uma solugdo
precursora de NiSO4 2,0x102 mol L! em Na;SO4 0,10 mol L', potencial de -1,1 V e os
tempos de eletrodeposicao estudados foram de 5 a 240 s. A Figura 52 (B — Curva c) apresenta
o I' em funcdo do tempo de eletrodeposi¢ao. Foi observada uma linearidade na quantidade de

NiNPs depositada com o tempo de eletrodeposicdo de 5 a 180 s, indicando o aumento da
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quantidade de NiNPs de 2,1x107 a 1,2x10* mol cm™, respectivamente. A partir de 180 s, a
quantidade de NiNPs eletrodepositada na superficie do RGO/GCE permanece constante.

A corrente de oxidagao da glicina em fun¢do do tempo de eletrodeposi¢ao das NiNPs
na superficie do RGO/GCE ¢ apresentada na Figura 52 (B — Curva d). Foi observado que a
corrente de oxidagdo da glicina tem um ganho considerdvel quando o tempo de
eletrodeposicdo aumenta de 5 a 120 s. Estes resultados indicam uma elevada atividade
eletroquimica dos eletrodos modificados nesses tempos de eletrodeposi¢ao. A partir de 120 s,
a corrente de oxidacao da glicina na superficie 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 comegam a perder as propriedades de NPs. Consequentemente, a atividade
eletroquimica das NiNPs na oxidagdo da glicina deixa de ser evidente, podendo até¢ diminuir a
atividade eletroquimica a partir de 240 s (56). As NiNPs formadas em 120 s apresentaram a
melhor atividade eletroquimica para oxidacdo da glicina. Contudo, as NPs formadas nesse
tempo de eletrodeposi¢do podem estar no limite de formacao das NPs e deixando de ser NPs.
Sendo assim, foi selecionado o tempo de eletrodeposi¢ao de 90 s para garantir que haja a
formacao das NiNPs na superficie do RGO/GCE.

O efeito da concentracdo da solugdo de NiSO4 utilizada como solucao precursora das
NiNPs e a resposta da corrente de oxidagdo da glicina nos eletrodos modificados sdo
apresentados na Figura 52 (C). As modifica¢des foram realizadas aplicando potencial de -1,1
V, tempo de eletrodeposi¢ao de 90 s, e as concentragdes de NiSOj4 utilizadas foram de 1,0x10°
22 4,0x102 mol L' em NaySO4 0,10 mol L'. O I' em funcdo da concentracio da solucdo de
NiSO4 sdo apresentadas na Figura 52 (C — Curva e). Foi observado que o aumento da
concentragio da solugdo de NiSOs de 1,0x102 a 3,0x102 mol L' proporcionou um
crescimento linear do I' de 5,1x10° a 1,1x10* mol cm™, respectivamente. Apds a
concentragio de 3,0x102 mol L', o crescimento das NiNPs permaneceu praticamente estavel
sobre a superficie do RGO/GCE.

A resposta da oxidagdo da glicina para as NiNPs eletrodepositadas em diferentes
concentragdes de NiSOg4 ¢ apresentada na Figura 52 (C — Curva f). A corrente de oxidagao da
glicina aumenta significativamente com o aumento da concentragio de NiSO4 de 1,0x107 a
2,0x102 mol L!; a partir de 3,0x102 mol L', a resposta do analito permanece constante.
Esses resultados indicam que as NiNPs preparadas sobre a superficie do RGO/GCE até a
concentragio de NiSOs 2,0x102 mol L' possuem alta atividade eletroquimica sobre a

oxidagdo da glicina devido as propriedades de nanomaterial. Concentragdes acima 2,0x1072
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mol L' propiciam a formacdo de NiNPs maiores, o que provoca a diminui¢io das
propriedades do nanomaterial. Portanto, a solu¢do de NiSO4 2,0x102 mol L™! foi selecionada
como a melhor solucdo precursora para o preparo das NiNPs na superficie do RGO/GCE.
ApoOs a determinagdo das melhores condicdes para a eletrodeposicao das NiNPs sobre
a superficie do RGO/GCE, um voltamograma ciclico do NiNPs-RGO/GCE em NaOH 0,10
mol L foi registrado no intervalo de potencial entre 0,75 e -1,6 V com velocidade de
varredura de 10 mV s!, Figura 54. No voltamograma, foram observados um pico anéddico
(PA) e dois picos catddicos (PC) no intervalo de potencial estudado. Os PC1 e PC2 sao
atribuidos a reducao das espécies de Ni(III) a Ni(IT) em 0,42 V e de Ni(Il) a Ni(0) em -0,42 V,
respectivamente. O PA1 ¢ atribuido a oxidacdo das espécies de Ni(II) a Ni(Ill) em 0,54 V,

Figura 54.
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Figura 54 — Voltamograma ciclico do NiNPs-RGO/GCE em NaOH 0,10 mol L' com
velocidade de varredura de 10 mV s\,

O NiNPs-RGO/GCE otimizado foi submetido a sucessivos voltamogramas ciclicos no
intervalo de potencial entre 0,10 e 0,75 V com velocidade de varredura de 100 mV s! em
solugio de NaOH 0,10 mol L! a fim de investigar a oxidacio das NPs metalicas de niquel
sobre a superficie do RGO/GCE, Figura 55. No primeiro voltamograma ciclico, inicia-se o
processo de oxidagdo das nanoparticulas, Figura 55 (Curva a). O pico observado em 0,62 V ¢

referente a oxidagao de Ni (II) a Ni (III) e o pico em 0,38 V ¢ da reducao de Ni (III) a Ni (II).
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Figura 55 — Voltamogramas ciclicos sucessivos da passivagdo do NiNPs-RGO/GCE em
NaOH 0,10 mol L! com velocidade de varredura de 100 mV s!: (a) 1° Ciclo; (b) 2° Ciclo; (c)
5° Ciclo; (d) 10° Ciclo; (e) 15° Ciclo; () 20° Ciclo; (g) 25° Ciclo; e (h) 30° Ciclo.

O crescimento do 6xido/hidréxido de niquel continua nos ciclos subsequentes, € 0s
picos anddicos e catddicos se estabilizam em 0,58 e 0,38 V, respectivamente. Além disso, as
intensidades das correntes dos picos anddico e catddico foram se estabilizando com a
realizagdo dos ciclos sucessivos de potencial, sendo necessarios 30 ciclos até atingir a
estabilizacdo das correntes. Foi observado, também, que a razdo entre as correntes de pico
anddico e pico catddico (Ipa/Ipc) aumenta com o numero de ciclicos realizados, e a variagao
dos potenciais (AEp) catddicos (Epc) € anodicos (Epa) fica estavel a partir do décimo ciclo,
Tabela 13.

Assim, ¢ possivel concluir que as melhores condi¢cdes para a modificagdo do
RGO/GCE com NiNPs foram potencial de -1,1 V, tempo de eletrodeposicdo de 90 s,
concentragdo de NiSO4 de 2,0x102 mol L' em NaxSO4 0,10 mol L' e 30 voltamogramas
ciclos sucessivos no intervalo de potencial entre 0,10 € 0,75 V em solucao de NaOH 0,1 mol
L', uma vez que sdo necessarios para oxidacdo e para estabilizar as NiNPs na superficie do

RGO/GCE.
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Tabela 13 — Pardmetros eletroquimicos dos voltamogramas ciclicos sucessivos da oxidagdo das
NiNPs-RGO/GCE em NaOH 0,10 mol L' com velocidade de varredura de 100 mV s

Voltamograma Epa/V Ipa/uA Epc/V Ipc/uA Ipa/Ipc AEp

1° 0,62 395.9 0,38 -422.2 0,94 0,24
2° 0,59 472,3 0,38 -415,1 1,1 0,21
5° 0,59 5219 0,38 -388.,9 1,3 0,21
10° 0,58 520,5 0,38 -366,4 1,4 0,20
15° 0,58 5214 0,38 -361,6 1,4 0,20
20° 0,58 521,8 0,38 -358,1 1,5 0,20
25° 0,58 524,6 0,38 -355,2 1,5 0,20
30° 0,58 5259 0,38 -351,8 1,5 0,20

5.3.3 Caracterizacao eletroquimica do eletrodo modificado com o6xido de grafeno

reduzido contendo nanoparticulas de niquel

A EIS ¢ amplamente utilizada para obter informagdes sobre a transferéncia de elétrons
entre o eletrolito e a superficie do eletrodo. A caracterizacao por EIS foi realizada com uma
solugdo de K3[Fe(CN)s] 1,0x102 mol L' em KCI 0,10 mol L', que foi empregado como
sonda redox no intervalo de frequéncia 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 modificagdo e NiNPs-
RGO/GCE. Os diagramas apresentam uma regido linear na regido de baixa frequéncia,
indicando que hé resisténcia Warburg limitando a difusdo no processo eletroquimico, € um
semicirculo de transferéncia de elétrons na regido de alta frequéncia 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 resisténcia a solugdo (Rs), resisténcia a transferéncia de carga (Re),
elemento de fase constante (CPE) e impedancia de Warburg (W) em paralelo, Figura 56 (B).

Na Figura 56 (A), foi observado que a resisténcia a transferéncia de elétrons na
superficie do NiNPs-RGO/GCE (Re¢= 153 Q) diminuiu aproximadamente 4,8 vezes em
compara¢do com o GCE niao modificado (Re= 738 Q). Os resultados obtidos confirmam o
sucesso da modificacdo do eletrodo com RGO e NiNPs, além da melhoria observada na

transferéncia de elétrons.
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Figura 56 — (A) Diagramas de EIS dos GCE sem modificagdo (a) ¢ NiNPs-RGO/GCE (b) com as
linhas solidas vermelha (a) ¢ preta (b) correspondentes as simulagdes dos dados experimentais. (B)
Circuito eletroquimico equivalente utilizado para ajustar os diagramas de EIS.

5.3.4 Caracterizacio superficial do eletrodo modificado com 6xido de grafeno reduzido

contendo nanoparticulas de niquel

As morfologias do GCE sem modificacdo, RGO/GCE e NiNPs-RGO/GCE foram
caracterizadas por SEM, EDX, Raman, XPS, TEM e HRTEM. Na Figura 57, sao
apresentadas as imagens de SEM dos eletrodos sem modificacdo e modicados. A modificagao
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 modificagdo, e as Figuras 57 (B-F) apresentam
a modificagdo da superficie do GCE com RGO (Figura 57, C), NiNPs metalicas (NiMNPs,
Figura 57, C e D) e nanoparticulas de niquel oxidadas (NiNPs, Figura 57, E e F) nas
condi¢des otimizadas em baixa e alta resolugdo. Na Figura 57 (B), ¢ observada a natureza
rugosa das folhas de RGO em uma distribuicdo aleatéria que ¢ altamente favoravel a
modificagdes com as NiNPs, além de contribuir com o aumento da area superficial do GCE.
Ainda, nas Figuras 57 (C-F), sdo observados pontos claros sobre a superficie do RGO,
indicando que as NiMNPs e as NiNPs estdo dispersas de forma homogénea sobre toda a

superficie e ocupam densamente as folhas de RGO.
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Figura 57 — Imagens de SEM do (A) GCE sem modificagdo, (B) RGO/GCE, RGO/GCE modificado
com nanoparticulas metalicas (NiMNPs) de niquel em (D) baixa e (E) alta resolucdo, ¢ RGO/GCE
modificado com nanoparticulas de niquel oxidadas (NiNPs) em (F) baixa e (G) alta resolucao.

A partir das imagens de SEM (Figura 57, D e E), foram obtidos histogramas das
NiMNPs e NiNPs sobre a superficie do eletrodo modificado com RGO, os quais sao
apresentados na Figura 58. As NiMNPs eletrodepositadas sobre a superficie do RGO/GCE

exibem tamanhos entre 1 ¢ 76 nm (300 nanoparticulas foram contadas), e didmetro médio de
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32 £ 16 nm, Figura 58 (A). Foi observado que as nanoparticulas aumentaram de tamanho apds

passarem pelo processo de oxidacdo em meio alcalino e apresentaram tamanhos de 11 a 121

nm, com tamanho médio de 46 + 20 nm (300 nanoparticulas foram contadas), Figura 58 (B).
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Figura 58 — Histogramas apresentando as destruigoes das (A) NiMNPs e (B) NiNPs sobre a superficie
do RGO/GCE.

Foram realizadas andlises de EDX para verificar a composi¢do do RGO/GCE
modificado com NiMNPs e NiNPs. Os espectros obtidos sdo apresentados na Figura 59. Picos
de carbono (C), oxigénio (O) e niquel (Ni) foram observados nas superficies dos eletrodos

modificados. Esses resultados confirmam a modificacdo do RGO/GCE com NiNPs.
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Figura 59 — Espectros de EDX do eletrodo de carbono vitreo modificado com ¢6xido de grafeno
reduzido contendo (A) NiMNPs e (D) NiNPs.
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A superficie do RGO/GCE modificado com NiMNPs e NiNPs foi caracterizada por
espectroscopia Raman para demonstrar o efeito das modificagdes na superficie do eletrodo.
Os espectros de espalhamento Raman para os eletrodos modificado com NiMNPs e NiNPs
sdao apresentados na Figura 60. Os espectros dos eletrodos modificados apresentam um pico
de banda D em ~1328 cm™!' correspondente a presenca de defeitos, tais como a ruptura na
ligagdo sp?, a formagdo de rugas e a presenga de grupos funcionais, e outro pico de banda G
em ~1600 cm™ atribuida & desordem no sistema de carbono hibridizado sp?.

Outras bandas menos intensas em ~2659 e ~2930 correspondentes as bandas 2D
(processo de dupla ressonancia que conecta fonons a estrutura da banda eletronica) e D+G
(defeitos pontuais plano basal das arestas do grafeno), respectivamente (82,99,143).

A razdo ID/IG do eletrodo modificado com NiMNPs foi de 1,3, quando as
nanoparticulas foram oxidadas. A razdo ID/IG aumentou para 1,5 devido ao aumento do
tamanho das nanoparticulas que provocam maior rugosidade superficial ao eletrodo

modificado, as quais sao maiores do que no RGO/GCE (1,1).
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Figura 60 — Espectro RAMAN do eletrodo modificado com 6xido de grafeno reduzido contendo (A)
NiMNPs e (D) NiNPs.

A modificagdo do RGO/GCE com NiNPs foi caracterizada por XPS para estudar a
oxidagdo do niquel nessa superficie, Figura 61. O espectro exploratério (0 a 1490 eV) da
analise ¢ apresentado na Figura 61 (A). No espectro exploratorio do NiNPs-RGO/GCE, foram
observados sinais de oxigénio, carbono e niquel com energias de ligagdes em 25,6 (O 2s),
70,1 (Ni 3p), 144,9 (Ni 2s), 285,1 (C 1s), (O 1s), 858,2 (Ni 2p32) € 879,0 (Ni 2p12) eV.

A andlise de XPS mostrou a presenca Ni 3p, C Is e O 1s com proporgdes atdmicas de

8,4, 60,6 e 29,9 %, respectivamente, confirmando a modificacdo da superficie do GCE com
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RGO e NiNPs. No decorrer deste estudo, as regides de Ni 2p32, O 1s e C 1s foram coletadas e

analisadas individualmente.
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Figura 61 — (A) Espectros exploratorio e de alta resolugdo de XPS das regides de (B) O 1s, (C) C 1s
e (D) Ni 2p? com suas deconvolugdes para o NiNPs-RGO/GCE.

O espectro de alta resolucao da regido de O 1s pdde ser deconvoluido em quatro
componentes correspondentes aos atomos de oxigénio com energias de ligacdes em 530,6 (C-
O-Ni), 531,4 (C=0/Ni-0), 533,1 (C-O) e 534,5 (O-C=0) eV, e uma componente Auger Na
sobreposta com O 1s em 535,6 (Na KLL) eV que pode ser do NaOH utilizado na oxidagao
das NiNPs, Figura 61(B). O pico localizado em 530,6 eV ¢ atribuido a formagao da ligagao de
C-O-Ni a partir da quebra das ligagdes dos grupos epdxi (C-O-C) e hidroxila (C-OH) para
formar uma ligacao entre as NiNPs e o RGO (144).

O espectro de alta resolucao da regido de C 1s foi deconvoluido em seis componentes,
Figura 61 (C), que foram associadas a diferentes formas de oxidacdo e hibridizagdes do

carbono com energias de ligacdes em 284.,4 (CCaromatico; 39,4 %), 285,4 (C-H; 10,4 %), 286,5
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(C-0,19,0 %), 287,9 (C=0; 14,7 %), 289,1 (O-C=0; 10,7 %) e 291,2 (pico satélite shake-up
n—1*; 5,9 %) eV com suas respectivas proporcdes atomicas (82,88).

A energia de ligagao do pico Ni 2p3» (858,2 ¢V) ¢ diferente de outras reportadas para
Ni(OH), (855,6 eV), NiO (853,7 eV), NiS (853,1 eV) e Ni (852,6 eV) (99,145). A
deconvolugdo do espectro de alta resolugdo da regido de Ni 2p3» apresentou uma estrutura
complexa e gerou trés picos com energias de ligacdes em 854,9, 856,1 e 857,9 eV, e picos
satélites com altas energias de ligagdes em 859,8, 863,1 e 865,7 eV, respectivamente, Figura
61 (D). Esses picos satélites podem ser atribuidos a excitagdes multielétrons (picos shake-up).
O espectro ndo apresentou um pico ombro em 852,6 eV, atribuido a niquel metélico
(99,145,146), logo, estd espécie ndo esta presente na superficie do eletrodo modificado. Os
picos com energias de ligagdes em 854,9 eV sdo atribuidos, respectivamente, a NiO (145) e
NiOOH (147). O pico com energia de ligacdo em 856,1 eV possui energia de ligacao diferente
do que em niquel metalico (855,3 eV) (145), filme de niquel (855,7 eV) (147), niquel em GO
(855,5 e 855,7 eV) (101,148), niquel em esferas de GO (854,2 e¢V) (146) e niquel em RGO
(855,2 ¢V) (99). Portanto, esse resultado sugere que as nanoparticulas de niquel sobre a
superficie do eletrodo modificado podem ser de Ni2O3 (856,1 e¢V) (149,150).

A andlise quantitativa de XPS a partir dos espectros de alta resolucdo na regido de Cls
do NiNPs-RGO/GCE mostrou que a concentragdo de oxigénio aumentou de 21,2 at.%
(RGO/GCE) para 44,4 at.% (NiNPs-RGO/GCE), e a concentragdo de carbono diminuiu de
78,8 at.% (RGO/GCE) para 55,6 at.% (NiNPs-RGO/GCE). A razdo atdmica O/C do NiNPs-
RGO/GCE (0,80 %) aumentou aproximadamente trés vezes em compara¢do com RGO/GCE
(0,27 %) apos a modificacdo do RGO/GCE com as NiNPs. Esses resultados indicam que o
aumento da concentracdo de oxigénio na superficie do RGO/GCE deve provir,
principalmente, da mistura dos 6xidos NiO e Ni2Os.

Para elucidar a estrutura e morfologia da superficie do NiNPs-RGO/GCE, foram
realizadas analises de TEM e HRTEM, Figura 62. A partir da imagem de TEM, foi observado
que as nanoparticulas de niquel estdo ancoradas no RGO, Figura 62 (A). Além disso, a
imagem de HRTEM indica claramente que as NiNPs estao envolvidas pelo RGO formando
uma espécie de nanoparticulas core-shell, Figura 62 (B). A natureza cristalina das NiNPs foi
confirmada utilizando padrdes de difracdo de elétrons da area selecionada, Figura 62 (C). A
imagem ampliada da Figura 62 (C) revela franjas de rede cristalina com espagamento

interplanar de 0,19 nm correspondente aos planos (112) do Ni2O3(151). Esses resultados
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indicam que as nanoparticulas formadas na superficie do RGO/GCE ¢ predominantemente

formada por NPs de Ni,O3 corroborando com os resultados obtidos nas analises de XPS.

0,19 nm

Figura 62 — Imagens de (A) TEM e (B) imagens HRTEM do composto NiNPs/RGO, (C) imagem
ampliada da area quadrada e (D) padrdo de difracdo cristalina de uma NiNPs.

5.3.5 Estudo do comportamento dos aminoacidos em solucio alcalina

Um estudo comparativo sobre o comportamento eletroquimico de diferentes eletrodos
foi realizado, usando CV, em solu¢do aquosa de NaOH 0,10 mol L' no intervalo de potencial
de 0,10 a 0,80 V com velocidade de varredura de 100 mV s . Os voltamogramas ciclicos
resultantes sdo apresentados na Figura 63.

Na Figura 63, nao foram observados picos redox na GCE sem modificagdo (Curva a)
e RGO/GCE (Curva c). No entanto, RGO/GCE apresentou maior corrente de fundo,
indicando que a area superficie 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 ciclicos dos eletrodos modificados.

O potencial do pico anddico (Ep.) observado em aproximadamente 0,49 V, e o

potencial de pico catodico (Epc) em torno de 0,38 V sdo atribuidos ao par redox Ni(II)/Ni(III)
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no NiNPs/GCE em meio alcalino. O par de picos redox apresentou separagdo de picos (AEy)
de aproximadamente 0,11 V no NiNPs/GCE, Figura 63 (Curva b).

O NiNPs-RGO/GCE apresentou um par de picos redox com Ep, de 0,57 V, E,c de 0,32
V, AE,; de 0,25. Os picos apresentaram maiores correntes de pico anddico e catoddico, € sdo
mais largos do que no NiNPs/GCE, Figura 63 (curva d). A Ip. do NiNPs-RGO/CGE foi 3,2
vezes mais elevada do que a do NiNPs/GCE, um ganho de corrente que pode ser atribuido a
maior darea superficial, condutividade, uma quantidade de carga aumentada do
eletrocatalisador (NiNPs) no suporte de RGO e melhores propriedades eletrocataliticas em
NiNPs-RGO/GCE. O mecanismo de formacdo das nanoparticulas com as reacdes quimicas e

eletroquimicas em condi¢des alcalinas foi resumido no esquema a seguir (152,153):

Ni® + H,0 - NiO + 2H* + 2e~ Equacgio (20)
NiO + OH™ 2 NiO(OH) + e~ Equacgao (21)
2NiO + 20H™ 2 Ni,O03 + H,0 + 2e” Equagdo (22)
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Figura 63 — Voltamogramas ciclicos obtidos dos (a) GCE sem modificagdo, (b) NiNPs/GCE, (c)
RGO/GCE e (d) NiNPs-RGO/GCE em solugio de NaOH 0,10 mol L' com velocidade de varredura de
100 mV s ',

A eletro-oxidacdo de aminodcidos foi investigada por CV utilizando o NiNPs-
RGO/GCE em NaOH 0,10 mol L. Foi observado que o RGO/CGE modificado com NiNPs
na presen¢a dos aminoacidos 5,010 mol L apresentou um ganho de corrente significativo

no pico anddico em comparacdo com eletrodo modificado na auséncia dos aminoécidos
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(NaOH 0,10 mol L). Tal ganho de corrente ocorre devido as NiNPs em meio alcalino
gerarem eletroquimicamente as espécies NiIOOH que apresentam uma elevada atividade
eletrocatalitica para a oxidagdo de compostos organicos (25,66). Os voltamogramas ciclicos
tipicos para a eletro-oxidagdo dos aminodcidos alanina, leucina, glicina, acido glutamico e
acido aspartico em meio alcalino obtidos no intervalo de potencial entre 0,10 ¢ 0,80 V sdo

apresentados na Figura 64.
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Figura 64 — Voltamogramas ciclicos na auséncia (curvas vermelhas) e na presenca de alanina (A),
leucina (B), glicina (C), 4cido glutdmico (D) e 4cido aspartico (E) em solugdes de NaOH 0,10 mol L
sobre a superficie do NiNPs-RGO/GCE com velocidade de varredura de 100 mV s e aminoacidos nas
concentragdes de 5,0x10° mol L.
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A Figura 64 (A) mostra o voltamograma ciclico do NiNPs-RGO/GCE na auséncia e na
presenga de alanina em solugdo alcalina. Na auséncia de alanina, um par de picos redox bem
definido foi obtido no NiNPs-RGO/GCE. Apoés a adi¢do de alanina 5,0x10~ mol L, a I, do
NiNPs-RGO/GCE  aumentou significativamente, enquanto a I, diminuiu. Esse
comportamento, de fato, evidencia a oxidacdo catalitica dos aminoécidos pelas espécies de
Ni(IIl). A I, de alanina aumenta linearmente com o aumento da concentracdo até 1,0x1072
mol L' na regiio compreendida entre 0,44 e 0,73 V durante a varredura anddica, e os
potenciais de pico sdo deslocados para regides mais positivas.

Comportamento eletroquimico semelhante foi observado para os aminoacidos leucina,
glicina e acido glutdmico, Figura 64 (B), (C) e (D), respectivamente. Na presen¢a de acido
aspartico, foi observado que a Ip. apresenta um pico de oxidagdo na regido de potencial de
0,45 a 0,74V, e a I, aumenta linearmente com a concentragio do analito até 1,010 mol L™,
Figura 64 (E).

As espécies de Ni(II)/Ni(III) na superficie do elétrodo atuam como um catalisador para
a oxidagdo de aminoacidos. Quando os aminoacidos atingem a superficie do eletrodo, eles sdao
rapidamente oxidados em aldeido, diéxido de carbono e amoénia pelas espécies de Ni(III)
sobre o eletrodo modificado. O mecanismo de oxida¢do eletrocatalitico dos aminoacidos na
superficie do NiNPs-RGO/GCE pode ser representado através das seguintes reagdes em

solucao alcalina (31,32,34,130):

Ni?* 2 Ni3t + e~ Equagio (23)
2Ni3* + RCH(NH,)COOH + 2e~ - 2Ni** + RCH = NH + 2H* + CO0, Equacio (24)
2Ni3* + RCH = NH + H,0 + 2e~ — 2Ni** + RCHO + NH, Equagio (25)

Foram realizados estudos de velocidade de varredura a fim de compreender o
comportamento eletroquimico dos aminoécidos em solu¢io de NaOH 0,10 mol L sobre a
superficie do NiNPs-RGO/GCE. As velocidades de varredura estudadas foram de 10 a 350
mV s'. Os voltamogramas ciclicos, efeito da velocidade de varredura e da raiz quadrada da
velocidade de varredura sobre as correntes de pico anddico e catddico do 4cido aspartico em
NaOH 0,10 mol L™! sdo apresentados na Figura 65.

Foi observado que as correntes do picos anddico e catdédico sao proporcionais as
velocidades de varredura no intervalo de 10 a 100 mV s™' com coeficiente de correlacio maior
do que 0,992, indicando a atividade eletroquimica do par redox na superficie do eletrodo
modificado, Tabela 14. As Ipa e I, aumentaram linearmente com a raiz quadrada da

velocidade de varredura no intervalo de 10 a 350 mV s™' com coeficiente de relagio maior que
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0,996, Tabela 15. Esse fato indica que as reagdes de transferéncia de elétrons dos aminoacidos

alanina, glicina, leucina, acido aspartico e acido glutdmico podem ser controladas pelo

processo difusional.
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Figura 65 — (A) Voltamogramas ciclicos do estudo da velocidade de varredura do acido aspartico em
NaOH 0,10 mol L', Efeito da (B) velocidade de varredura (v) e (C) raiz quadrada da velocidade de
varredura(v®®) nas correntes de pico anddico e catodico.
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Tabela 14 — Parametros obtidos a partir da relagdo linear entre as correntes de pico anddico (I.) €
catddico (I,c) com a velocidade de varredura (v).

Faixa Linear/ Coeficiente de
Aminoacido Equacao Linear
mV s! correlacao linear

Ipa=-1,7x10*+ 8,3x106 v 0,995
Alanina

Ipe=-5,4x107° - 53x10% v 0,995

Ipa=2,0x10"* + 8,1x10C v 0,997
Glicina

Ipe=-5,4x103 - 5,0x10° v 0,993

10

Ipa=1,6x10"* + 7,6x10° v 0,999
Leucina a S .

Ipe=-5,4x107 —5,1x10" 0,996

100 P Y

, Ipa=1,7x10™* + 8,1x10C v 0,992
Acido aspartico

Ipe=-4,5%107° - 54x106 v 0,994

, Ipa=1,5%107* + 8,4x10C v 0,996

Acido glutamico

Ipe=-5,1x107 - 5,010 v 0,994

Tabela 15 — Parametros obtidos a partir da relagdo linear entre as correntes de pico anddico (I.) €
catodico (Ipe) com a raiz quadrada da velocidade de varredura (v*).

Faixa Linear/ Coeficiente de
Aminoacido Equacao Linear
mV%3 05 correlacio linear
Ipa=-1,3x10"* + 1,1x10™* v0> 0,999
Alanina
Ipe=-8,9x107 — 5,9x107 03 0,998
Ipa=-7,2x107 + 1,0x10™* v0> 0,999
Glicina
Ipe= 7,4x107 — 5,4x107 V0> 0,997
3,2
Ipa=-1,3x10*+ 1,010 v03 0,999
Leucina a
Ipe= 8,8%107 — 5,7x107 v0> 0,998
18,7
. Ipa=-1,7x10* 4+ 1,1x107° V03 0,998
Acido aspartico
Ipe= 8,9%x107 — 5,7x107 v0» 0,996
Ipa=-9,8x107 + 9,8x107 V0> 0,998

Acido glutamico
Ipe=7,7x107 — 5,5%107 V0> 0,998
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5.3.6 Efeito do potencial aplicado e estabilidade do eletrodo

Inicialmente, foi feita uma investigacao acerca do potencial de detec¢ao dos acidos
aminados. O estudo do potencial aplicado utilizando o NiNPs-RGO/GCE como detector
amperométrico foi realizado por amperometria. Analises amperométricas foram executadas
no intervalo de potencial de 0,45 a 0,70 V, em solucdo de NaOH 0,10 mol L! com agitacdo
de 1000 rpm, Figura 66.

A Figura 66 apresenta a resposta do NiNPs-RGO/GCE em solugao alcalina contendo
os aminoacidos. Ap6és um periodo de 100 s para estabilizar a corrente, 1,0x107 mol L' de
amino 4cido foi adicionado a solucdo de NaOH 0,10 mol L. Pode ser observado que as
respostas de corrente dos acidos aspartico e glutamico 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
analiticos desses aminoacidos diminuiram, afetando negativamente a deteccdo mais sensivel
dos analitos. As respostas de corrente maxima dos aminoacidos alanina, glicina e leucina
foram observadas em 0,55 V. Apos esse potencial, as respostas de corrente dos aminoacidos
diminuiram com o aumento do potencial de detec¢ao. Portanto, um potencial aplicado de 0,55
V foi selecionado como o potencial de detec¢do 6timo por ser mais sensivel a um nimero

maior de analitos.
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Figura 66 — Efeito do potencial aplicado (n= 3) na resposta amperométrica dos aminoacidos (a)
glicina (b) alanina (c¢) acido aspartico (d) acido glutdmico e (¢) leucina em solucdo de NaOH 0,10 mol
L. Condigdes: Concentragdo adicionada do analito de 1,010~ mol L e agitagdo 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 1,0x107 mol L' em NaOH 0,10 mol L', Inicialmente,
esperou-se a corrente ser estabilizada por um periodo de 300 s. Apos esse periodo, foi
adicionada glicina na solucao alcalina sob agitacdo. A Figura 67 apresenta a resposta
amperométrica para adi¢do de glicina 1,0x10” mol L™! em solu¢io de NaOH 0,10 mol L' na
superficie do NiNPs-RGO/GCE com potencial de deteccdo de 0,55 V, a partir do qual a
resposta rapida (dentro de 0,38 s) para a adigdo de glicina foi obtida.

Os tempos de resposta para os aminoacidos alanina, acido aspartico, acido glutamico 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%, apos 700 s. Os resultados indicam a excelente estabilidade

desse eletrodo modificado, o NINPs-RGO/GCE.
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Figura 67 — Resposta amperométrica da glicina 1,010 mol L' em NaOH 0,10 mol L' por um
periodo de 1000 s com potencial de detecgao de 0,55 V e agitacao de 1000 rpm.

5.3.7 Otimizac¢ao da separac¢io cromatografica

Utilizando o NiNPs-RGO/GCE como detector na deteccdo amperométrica pulsada
(PAD), investigou-se a melhor sequéncia de pulsos aplicada na determinagao dos
aminodcidos. A PAD foi selecionada para andlise de aminoacidos, porque evita a

contaminagdo da superficie de eletrodo modificado por produtos adsorvidos que podem ser
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gerados a partir da reacdo de oxidagdo do analito e também interferir no sinal eletroquimico
de interesse e afetar a velocidade de transferéncia de carga entre o eletrodo modificado e os
analitos. Essa técnica permite que a resposta do eletrodo apresente estabilidade por um longo
periodo de tempo devido a limpeza eletroquimica periodica realizada durante as corridas
cromatograficas, prevenindo ou reduzindo a contaminagdo da superficie do NiNPs-RGO/GCE
(154).

Na PAD, foi utilizada uma sequéncia de quatro potenciais. O primeiro pulso de
potencial (E1) ¢ aplicado para condicionar o NiNPs-RGO/GCE e detectar a oxidagdo dos
aminoacidos. O segundo potencial (Ez) ¢ empregado para reduzir as espécies organicas que
possuem um potencial de oxidacdo menor do que os aminoécidos. O terceiro potencial (E3) é
utilizado para oxidar as espécies presentes na superficie do eletrodo modificado que tenham
potencial de oxidagao maior do que o potencial dos analitos. A oxidacao das espécies de
niquel sobre a superficie do eletrodo modificado ocorre no quarto pulso (E4), além disso,
serve para estabilizar a linha de base do cromatograma. Portanto, os potenciais e periodos de
tempo para a deteccdo amperométrica pulsada foram: Ei, 0,55 (alanina, glicina e leucina) ou
0,50 V (acidos glutamico e aspartico) por 300 ms; E», 0,05 V por 30 ms; E3, 0,75 V por 30 ms
e E4, 0,50 V por 100 ms (Figura 68).
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Figura 68 — Sequéncia de pulso aplicada na deteccdo amperométrica pulsada de aminoacidos.
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O efeito das concentragdes do eluentes sobre os tempos de retengdes e resolugdes de
separacdo dos aminodcidos também foram investigados. Foi observado que os aminoacidos
possuem uma elevada resposta eletrocatalitica sobre a superficie do NiNPs-RGO/GCE em
meio alcalino. Tal resultado indica que uma elevada concentracdo de solugdo alcalina ¢
necessaria para ionizar e oxidar o grupo amino dos aminoécidos. Além disso, eluentes
alcalinos sdo necessarios para separacao e detec¢do dos analitos por meio de cromatografia
10nica.

Solugdes de NaOH sdo capazes de atender esses requisitos para os aminoacidos
alanina, glicina e leucina, Figura 69. A concentracdo de NaOH foi investigada para avaliar o
comportamento do tempo de retencdo dos aminoacidos dependentes da concentragdo desse
eluente. Com o aumento da concentragdo de NaOH, o tempo de retengao dos aminoacidos
diminuiu, e as respostas de corrente ficaram mais intensas, pois esses aminoacidos sao mais
facilmente oxidados em pH elevado devido aos grupos a-amino estarem completamente em

suas formas ionizadas.
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Figura 69 — Cromatograma de uma mistura de alanina (1), glicina (2) e leucina (3) 5,0x10* mol L.
Condigdes: Elui¢do isocratica com NaOH 0,18 mol L' como fase moével, potencial de detecgdo de
0,55 V versus Pd e velocidade da fase movel de 0,30 mL min™'.

A separagdo cromatografica isocratica dos aminoacidos alanina, glicina e leucina foi
completada em 15 min utilizando uma solugdo de NaOH 0,18 mol L'. Um cromatograma
tipico de uma mistura de solucdo padrdo dos aminoacidos detectados no NiNPs-RGO/GCE ¢

apresentado na Figura 69. Foi obtida uma boa separacdo cromatografica dos trés aminoéacidos
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com picos simétricos em um curto tempo de andlise. No entanto, para a elui¢do mais rapida
dos acidos aspartico e glutdmico, a adi¢do de CH3COONa na fase mével é necessaria, uma
vez que esses aminoacidos interagem mais fortemente com a fase estacionaria da coluna.

O efeito da concentragdo de CH3COONa sobre os tempos de retengdes dos
aminoacidos (4cidos aspdrtico e glutimico) foi investigado no intervalo de 0,10 a 0,30 mol L™!
em NaOH 0,10 mol L', Tabela 16. Observou-se que os tempos de retencdo dos analitos
diminuiram com o aumento da concentragdo de ions de acetato, pois esses ions interagem
preferencialmente com a fase estacionaria, e a ordem de elui¢ao dos analitos permaneceu a

mesma do que utilizando eluigdo isocratica.

Tabela 16 — Efeito do hidroxido e acetato de sodio no tempo de retengdo (t:) e fator de retencdo (k)
dos acidos aspartico e glutdmico.?

Acetato de sodio em hidroxido de
Acetato de sédio/mol L!
Analito sédio/mol L' (1:1)

0,10 0,15 0,20 025 030]0,12 0,16 0,20 0,30 0,40

Acido tr 65,5 398 265 19,1 152 51,0 299 203 11,3 8,64
aspartico k 12,2 698 435 283 1931930 5,00 3,08 1,23 0,71
Acido tr 70,6 42,2 27,7 19,5 152 148,0 28,5 199 11,3 8,64

glutamico k 13,3 7,51 458 291 1,93]8,68 4,72 3,00 1,23 0,71

* Condicdes experimentais: potencial de deteccdo de 0,55 V versus Pd, velocidade da fase movel de
0,20 mL min™' e 4cidos aspartico e glutdmicol,2x10* mol L™ cada.

Contudo, verificou-se que a adicdo de CH3COONa na fase movel provoca a coelui¢ao
dos analitos. A concentracdo de NaOH e CH3COONa na propor¢ao de 1:1 foi avaliada com
uma mistura de solugdo padrio de 4cidos aspartico e glutdmico 1,2x10* mol L! preparada
com a composi¢io da fase mdvel para a eluigdo isocratica no intervalo de 0,12 a 0,40 mol L.
Foi observado que a concentracdo da fase movel provoca a redugao dos tempos de retengao e
coeluicdo dos analitos devido a uma maior intera¢do entre a fase movel e a fase estacionaria,
além de contribuir com o aumento do ruido da linha base.

Os resultados, resumidos na Tabela 16, indicaram que a melhor separacao dos acidos
aspartico e glutdmico ¢ promovida pela fase movel composta de CH3COONa 0,10 mol L! em
NaOH 0,10 mol L na propor¢io de 1:1. O efeito da velocidade do fluxo nos tempos de
reten¢do dos analitos foi avaliado, verificando-se que a diminui¢do da velocidade do fluxo da

fase movel provoca o aumento dos tempos de retencao sem inverter a ordem de eluicdo. A



157

Figura 18 apresenta o cromatograma da separacdo dos acidos aspartico e glutdmico obtido
utilizando CH3COONa 0,10 mole L' em 0,10 mol L' de NaOH como fase mével.
2
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Figura 70 — Cromatograma de uma mistura de 4cido glutdmico (1) e 4cido aspartico (2) 2,5x10* mol
L. Condi¢des: Elui¢do isocratica com CH;COONa 0,10 mol L' em NaOH 0,10 mol L' como fase
movel, potencial de detecgdo de 0,50 V versus Pd e velocidade da fase mével de 0,80 mL min™.

A fim de avaliar o potencial de separacdo da coluna, alguns pardmetros
cromatograficos foram determinados a partir de dados experimentais obtidos em um
cromatograma tipico, como os apresentados nas Figuras 69 e 70. O tempo de retencdo do
analito, t;, ¢ o tempo gasto desde o momento da injecdo até a detec¢do maxima da banda
cromatografica. O tempo de retencdo de um composto nao retido ou tempo morto, tm, € 0
tempo gasto por ele para percorrer todo o sistema cromatografico desde a injecdo até a saida
da coluna e representa o tempo gasto para a fase movel fazer o percurso.

Esses valores sdo obtidos diretamente do cromatograma quando se tem um integrador
ou softwares apropriados. O tempo de retengdo ajustado, t;’, € o tempo real que as moléculas
ou fons do analito ficam retidas na fase estacionaria, calculado através da equacgao t.’= t; — tm.
O fator de retencao, k, ¢ determinado pela razao dos tempos em que as moléculas ou ions do
analito ficam retidas na fase estacionaria ou percorrendo a coluna através da fase moével.
Valores de 2 < k < 10 sdo considerados ideais, mas valores de 1 < k < 20 também podem ser
considerados.

A resolucdo, R,, ¢ a medida quantitativa do grau de separagao entre dois picos

adjacentes e pode ser calculada de acordo com a equagdo Ry= 1,177 [tr1 - t2/Wh1 + Wi2], na
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qual Wh1 e Wh2 sdo as larguras dos picos a meia altura, com a largura medida em unidades de
tempo. Quanto maior o valor de R,, melhor serd a separacdo entre picos de substincias
adjacentes. O fator de separagdo, a, entre dois picos adjacentes ¢ calculado pela razdo entre k»
(do soluto mais retido) e ki (do soluto menos retido) e deve ser sempre superior a 1, a= ki/ ka.
A eficiéncia, medida pelo numero de pratos tedricos, N, representa o numero de etapas de
equilibrio do analito entre a fase movel e a fase estaciondria, calculada por meio da equagao
N= 5,545 [t/Wn]? (20,155).

Os parametros cromatograficos, tais como tm, t, t’, Ry, N, a ¢ k, foram todos
encontrados dentro dos resultados esperados para um bom desempenho cromatografico, como

pode ser visto na Tabela 17.

Tabela 17 — Parametros cromatograficos para a separagdo de aminoacidos.

Analito tm tr t’ R; N k (V]
Alanina? 497 10,6 5,62 2,13 10182 1,13 1,16
Glicina? 497 11,5 6,53 2,85 11548 1,31 1,20
Leucina® 497 12,8 7,80 3,82 11986 1,57 -

Acidoglutﬁmicob 1,86 24,9 23,0 1,86 10111 12,4 1,08
Acido aspzirticob 1,86 26,7 248 4,41 10550 13,3 -

® Condigdes experimentais como na Figura 69.
® Condig¢des experimentais como na Figura 70.

O desempenho analitico para o NiNPs-RGO/GCE wusado como detector
amperométrico foi avaliado de acordo com as condigdes cromatograficas e PAD o6timas
descritas anteriormente. As solucdes padrao foram preparadas com concentragdes na faixa de
1,0x10°° a 1,010 mol L. As curvas analiticas foram avaliadas através da analise das
concentracdes das solugdes padrdo (x, mol L) com as respectivas areas de pico (y, nA min).
O intervalo linear, LOD, sensibilidade amperométrica, coeficiente de correlagdo e o desvio
padrao relativo (RSD) estao resumidos na Tabela 18.

As éreas dos picos variam linearmente com a concentraciao ao longo de um intervalo
com aproximadamente 2 a 3 ordens de grandeza para estes cinco aminoacidos e um
coeficiente minimo de correlagdo de 0,9997. O LOD foi determinado através da razao
sinal/ruido (S/N= 3) a partir da menor concentragdo injetada. Os limites de determinacao

variaram de 8,7x107 mol L™! para o 4cido aspartico a 2,010 mol L"! para leucina, Tabela 18.
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O NiNPs-RGO/GCE utilizado como detector amperométrico apresentou elevada sensibilidade para os analitos variando de 3,3x10° a
5,3x10°% para leucina e glicina, respectivamente. A repetibilidade foi expressa como uma porcentagem de RSD% de doze injecdes
cromatograficas sucessivas com uma concentragdo de 1,0x10* mol L! de cada analito. O RSD encontrado foi de 1,1 (leucina) a 2,6% (4cido

aspartico) para as doze medidas sucessivas realizadas, indicando excelente repetibilidade, Tabela 18.

Tabela 18 — Desempenho analitico do NiNPs-RGO/GCE utilizado como detector amperométrico na detecgdo dos aminoacidos (n= 3).

Analito Faixa linear Equacio linear da LOD Sensibilidade Coeficiente de RSD
(mol L) regressio (mol L) (nA mol! L) correlacio (%)
Alanina® 1,0x10%a 7,510  y=1L1x10%+4,2  43x10° 1,1x10°+4,6x10° 0,9999 1.8
Glicina? 1,0x10%a 7,5x10*  y=5,3x10% + 3,6 1,9x10°  5,3x10% £ 4,3x10* 0,9998 1.4
Leucina® 5,0x10°a1,0<10%  y=3,3x10°x +9,6 2,0x10°  3,3x10° £ 1,1x10* 0,9997 1.1
Acido aspartico® 2,5x100a7,5x10%  y=2,9x10°%+2,6  87x107 2,9x10°+9,2x103 0,9999 2.6
Acido glutdmico®  5,0x10°a7,5x10*  )=13x10°%+4,1  3,0x10° 1,3x10%+ 1,2x10* 0,9997 L5

* Condigdes experimentais como na Figura 69.
® Condigdes experimentais como na Figura 70.

A estabilidade do NiNPs-RGO/GCE foi investigada utilizando o método desenvolvido ao longo de um periodo de 24 h, empregando um
tinico eléctrodo modificado e solu¢des de aminoacidos 5,0x10™* mol L!. Os resultados mostraram que a resposta inicial poderia ser mantida em
98 + 1,3% (alanina, glicina e leucina) e 93 + 2,0% (acidos aspartico e glutamico) mesmo ap6s 24 h de detec¢do continua, sendo assim, o NiNPs-

RGO/GCE apresenta uma boa estabilidade a longo prazo.
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5.3.8 Determinacio de aminoacidos em amostra de vinhag¢a de cana-de-agicar

Para demonstrar a aplicabilidade do NiNPs-RGO/GCE como sensor amperométrico na
cromatografica ionica com deteccdo amperométrica pulsada, foi realizada a determinacao de
aminoacidos em vinhaca de cana-de-a¢ticar de uma usina de agucar e dlcool. Primeiramente,
a amostra foi centrifugada a 4000rpm durante 20 min, devido a grande quantidade de
impurezas minerais presentes nela. Em seguida, o sobrenadante foi recolhido e filtrado (filtros
de 5,0, 0,47 e 0,22 um da Millipore). Antes de ser injetada na coluna, a amostra foi diluida
com agua ultrapura na propor¢ao de 1:100 para a determinagao de alanina, leucina e glicina, e
1:10, para a quantificagdo dos acidos aspartico e glutamico.

A 1identificagdo dos picos foi baseada no tempo de retengao especifico dos analitos,
sendo confirmada pela adi¢cdo de padrdes dos analitos nas amostras diluidas. Cromatogramas
representativos das amostras de vinhacga de cana-de-agticar sdo apresentados nas Figuras 71 e

72.
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Figura 71 — Separacdo cromatografica da amostra de vinhaga de cana-de-agucar diluida 1:100 com
agua ultrapura. Picos: alanina (1), glicina (2) e leucina (3). Condig¢des: Eluigdo isocratica com NaOH
0,18 mol L' como fase mével, potencial de detecgido de 0,55 V versus Pd e velocidade da fase movel
de 0,30 mL min’".
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Os aminoacidos foram quantificados na amostra utilizando o método de adi¢do de
padrdo. Trés concentragdes diferentes de solu¢des padrdo dos aminodcidos foram adicionadas
a amostra. A andlise foi efetuada em triplicata, e a curva analitica foi obtida pela area do pico
de cada aminoacido em fun¢do da concentracdo adicionada relacionada. Os resultados
quantitativos sdo expostos na Tabela 19. Como pode ser visto, a amostra de vinhaga cana-de-
acicar contém na sua composicdo alanina, glicina, leucina e acido aspartico. O acido
glutamico nao foi detectado, e a leucina apresentou a concentracao mais elevada na amostra
analisada. Os bons coeficientes de correlagao (>0.993) das curvas analiticas confirmam a
auséncia de produtos absorvidos que podem afetar o desempenho catalitico do NiNPs-

RGO/GCE.
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Figura 72 — Separacdo cromatografica da amostra de vinhaga de cana-de-agucar diluida 1:10 com
dgua ultrapura. Pico: 4cido aspartico (1). Condigdes: Eluigdo isocratica com CH;COONa 0,10 mol L™
em NaOH 0,18 mol L' como fase mdvel, potencial de detec¢do de 0,50 V versus Pd e velocidade da
fase movel de 0,80 mL min™.

As recuperacdes médias obtidas por trés injecdes cromatograficas de cada amostra
enriquecida variaram de 94,8% para alanina a 99,6% para glicina, indicando a exatidao do
método desenvolvido. A precisdo foi estimada a partir do RSD através dos experimentos

cromatograficos realizados em triplicata das amostras enriquecidas em trés niveis de
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concentragdo e foi compreendida entre 1,7% e 4,9% para todos os compostos determinados.
As concentracdes encontradas foram comparadas estatisticamente com as concentragdes
nominais usando o test- t de Student ndo pareado. Os resultados com nivel de confianga de
95% apresentaram tyalor menor do que teesrico para os aminoacidos analisados, indicando que o
NiNPs-RGO/GCE pode ser utilizado como detector amperométrico para a determinagdo de

aminoacidos.

Tabela 19 — Teores de aminoacidos em vinhaga de cana-de-agucar.

Determinado Recuperacao RSD
Analito tvalorc
(mol L71) (%) (n=3)
Alanina® 1,5%107 +2,3x10° 95+5 4,9 1,9
Glicina® 1,4x10% +4,0x10* 100 +2 1,7 1,1
Leucina® 2,4x10% +£4,5x10* 98 + 5 4,9 0,9
Acido aspartico®  3,2x10™% £ 3,3x10° 99 +2 1,9 1,1
Acido glutamico® Nio detectado 99 + 4 3,7 0,6

 Condigdes experimentais como na Figura 71.
® Condigdes experimentais como na Figura 72.
© tresrio—= 4,3 com nivel de confianga de 95%.
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5.4 CONCLUSOES PARCIAIS

O eletrodo de carbono vitreo modificado com o6xido de grafeno reduzido contendo
nanoparticulas de niquel apresentou atividade eletrocatalitica para a oxidagcdo de aminoacidos
com reprodutibilidade, precisdo e estabilidade. O emprego de fase modvel composta de
CH3COONa 0,10 mol L' em NaOH 0,10 mol L' na proporgio de 1:1 como eluente permitiu
a separacao isocratica dos acidos aspartico e glutdmico em menos de 30 min com boa
resolucdo de pico e sensibilidade analitica. O eletrodo modificado foi aplicado com sucesso
como um detector amperométrico para a determinacdo de alguns aminoacidos utilizando
cromatografia idnica combinada com detec¢do amperométrica pulsada, com elevada
sensibilidade, boas recuperagdes, livre de interferentes e precisdo na amostra de vinhaca de
cana-de-agticar. O método proposto foi eficaz para a determinagdo pratica de rotina dos
aminoacidos comuns em matrizes reais complexas sem qualquer processo de derivatizagdo ou
extragdo. Além disso, a boa estabilidade confirmou a potencial utilizagdo desse eletrodo

modificado como sensor amperométrico em aplicagdes analiticas.
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CAPITULO VI. DETECCAO AMPEROMETRICA DE AMINOACIDOS EM
VINHACA DE CANA-DE-ACUCAR POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA
UTILIZANDO ELETRODO MODIFICADO COM OXIDO DE GRAFENO
REDUZIDO CONTENDO NANOPARTICULAS DE COBRE

6.1 INTRODUCAO

A andlise de aminodcidos ¢ de interesse continuo devido a grande importancia
biotecnoldgica, industrial, nutricional e clinica desses compostos. Além disso, exercem
importantes papeis em diversos processos bioldgicos, tais como sintese de proteinas e vias
metabolicas (16,26,31). Essas moléculas estdo presentes em alimentos, bebidas, remédios e
suplementos alimentares. A sua determinagdo indica possiveis adulteragdes e transformacgdes
que ocorrem durante os procedimentos de processamento e armazenamento de alimentos (26).

A determinacdo de aminoacidos através de métodos cromatograficos esta disponivel
na literatura hd muitos anos (24). Todavia, o progresso recente em tais determinagdes pode ser
atribuido a vantagens tecnoldgicas com cromatografia liquida e detectores diversos (26).
Nestes esforcos, diferentes técnicas instrumentais, como absor¢cdo UV-VIS, fluorescéncia e
espectrometria de massa, por exemplo, foram utilizadas para a detec¢do desses compostos
apds a separagdo cromatografica empregando HPLC (25,27,156). Apesar disso, ainda ha
caréncia de detectores simples e sensiveis que ndo requerem formagdo prévia de derivados
para aumentar a absortividade, a volatilidade, etc. dos aminoacidos originais (27,156).

Nos tltimos anos, o desenvolvimento de detectores amperométricos para identificacao
direta de compostos alifaticos empregando FIA e HPLC com deteccdo eletroquimica tem
atraido bastante atencao devido a sua elevada sensibilidade, ampla faixa linear de trabalho e
seletividade (130,156,157). No entanto, o nimero de aminoacidos sem derivatizagdo que
podem ser detectados por eletrodos de carbono classicos ¢ limitado, visto que muitas espécies
ndo sdo eletroativas nessas superficies (156,158,159).

Eletrodos de metais nobres, como ouro (24,131-134,157), prata (157) e platina
(135,157) foram empregados para deteccao dos aminodcidos, porém esses eletrodos possuem
a tendéncia de perda do sinal analitico devido a adsor¢do de intermedidrios ou produtos das
reagdes eletroquimicas que bloqueiam a superficial dos eletrodos (130,159). Como
alternativa, varios eletrodos baseados em metais de transi¢do, como cobre (27,157,160) e

niquel (130,157,161) foram propostos como sensores amperométricos para determinagao
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direta de aminoacidos ndo derivatizados aplicando potencial constante devido a oxidagdo
eletrocatalitica desses analitos em solugao alcalina (158).

Recentemente, o desenvolvimento de novos materiais de eletrodos baseados em metais
de transi¢ao com par redox reversiveis fornece uma via que permite a detecgdo amperométrica
direta desses compostos alifaticos eletroativos (25,159). A esse respeito, a modificagdo da
superficie dos eletrodos tradicionais (CMEs) proporciona uma maneira atrativa de confinar
espécies cataliticas ativas a regido espacial efetiva, tornando esses eletrodos mais
competitivos em relagdo aos eletrodos metalicos nobres € ndo nobres convencionais (25,141).

CMEs baseados em metais de transicdo e seus oOxidos, tais como cobre
(26,30,108,156), niquel (25,31,102,130,162), cobalto (104,109,110,157) e ferro (103,118),
ttm sido empregados para deteccdo de aminodcidos devido as suas propriedades
eletrocataliticas em meio alcalino para a oxidagao de aminoacidos. Atualmente, materiais a
base de grafeno atrairam um interesse consideravel em virtude de suas caracteristicas
inovadoras, como grande area superficial especifica, propriedades térmicas e mecanicas
elevadas (53,54) para o desenvolvimento de sensores e detectores eletroquimicos.

Eletrodos modificados com grafeno contendo nanoparticulas metalicas e seus 6xidos,
a saber cobalto (104), ferro (103) (118), niquel (162), ouro (120) e titdnio (119) foram
utilizados para deteccdo de aminodcidos sem derivagdo devido as suas atividades
eletrocataliticas. Assim, no presente estudo, foi investigado o desempenho analitico do
eletrodo de carbono vitreo modificado com oOxido de grafeno reduzido contendo
nanoparticulas de cobre (CuNPs-RGO/GCE) para a deteccio de aminoacidos sem
derivatizacdo por HPAEC. A aplicacdo do novo método usando a eletro-oxidagao direta de
aminoacidos sem derivatizagdo na vinhaga de cana-de-agucar foi realizada com o CulNPs-

RGO/GCE.
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6.2 PARTE EXPERIMENTAL

6.2.1 Reagentes e solucoes

Todas as solugdes utilizadas nos experimentos eletroquimicos foram preparadas com
reagentes de alto grau de pureza analitico e d4gua deionizada ultrapura (MILLI-Q). Oxido de
grafeno (GO, 4 mg mL™), sulfato de cobre (II) pentahidratado (CuSO4.5H,0, > 98 %), L-
alanina (C3H7NO2, > 98%)), glicina (C2HsNO2, > 99%), L-leucina (CsH13NO2, > 98%), L-lisina
hidratada (CsH14N202, > 97%), L-serina C3H7NO2, > 99%), hidroxido de sodio (NaOH, >
98%) e sulfato de sddio (Na S04, > 99%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich, e acido nitrico
(HNOs, > 65%) da Merck.

6.2.2 Instrumentacio

Um potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT-30 controlado pelo software
NOVA 1.11 foi utilizado para as medidas eletroquimicas, ¢ as medidas de IES foram
realizadas usando o modulo FRA. Os experimentos de CV e IES foram realizados com uma
célula eletroquimica convencional empregando o eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L)
como eletrodo de referéncia, um fio de platina como eletrodo auxiliar, ¢ um eletrodo de
carbono vitreo com 3,0 mm de didmetro (GCE, area geométrica de 0,07 cm?) 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
Secdo 3.2.2 do Capitulo III. As analises de TEM e HRTEM foram realizadas de acordo com
a Sec¢do 5.2.2 do Capitulo V.

Os experimentos cromatograficos foram realizados utilizando o cromatografo de ions
com detec¢do amperométrica de acordo com a Secdo 5.2.2 do Capitulo V. O CuNPs-

RGO/GCE foi empregado como eletrodo de trabalho.
6.2.3 Limpeza do eletrodo de carbono vitreo
O GCE modificado foi imerso em &cido nitrico 20% por 5 min. Posteriormente, a

superficie do GCE foi polida em uma suspensdo de p6 de alumina 0,3 um e lavada

abundantemente com agua ultrapura, sendo, em seguida, ultrassonicado em agua por 3 min.
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6.2.4 Modificacao eletroquimica do eletrodo de carbono vitreo contendo oxido de grafeno

com nanoparticulas de cobre

O GCE foi modificado com RGO a partir de uma suspensdo de GO 0,50 mg mL™' em
Na>SO4 0,10 mol L aplicando potencial de -1,4 V por 500 s. O eletrodo obtido foi lavado
com agua ultrapura e seco a temperatura ambiente por 10 min. Em seguida, foi otimizada a
eletrodeposi¢ao das CuNPs sobre a superficie 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 solucdo de
CuS04.5H,0 em NaySO4 0,10 mol L!. O potencial, o tempo e a concentragdo da solugdo de
cobre utilizados na eletrodeposi¢ao foram otimizados.

Apo6s a eletrodeposi¢ao, os eletrodos foram lavados com agua ultrapura, secos e
submetidos a varreduras sucessivas em uma solu¢do de NaOH 0,10 mol L no intervalo de
potencial de -0,40 a 0,30 V com velocidade de varredura de 50 mV s’ durante 25 ciclos. A
resposta eletrocatalitica das modificagdes do CuNPs (CuNPs-RGO/GCE) foi avaliada com
uma solucdo de glicina 1,0x10 mol L'! em NaOH 0,10 mol.L"! por CV.

6.2.5 Condig¢des cromatograficas

As fases moveis foram preparadas a partir da mistura das solugdes de NaOH com agua
ultrapura. Foi realizado o estudo da forca da elui¢do isocratica dos solventes e da velocidade
do fluxo. As solugdes estoques dos aminoacidos (0,25 mol L) foram preparadas nas
concentragoes das fases moveis otimizadas, e curvas analiticas foram construidas. O LOD foi
avaliado como uma relagdo S/N= 3 da menor concentracao injetada. Foram estudadas a faixa
linear, a sensibilidade amperométrica, o coeficiente de correlacdo e a repetibilidade dos
analitos. A validagdo do método foi realizada através do método de adi¢do padrao, conforme

descrito na Se¢do 6.2.6.

6.2.6 Preparacio da amostra

A amostra de vinhaga de cana-de-acucar foi obtida a partir de uma industria de agtcar

e alcool da regido de Araraquara. Inicialmente, essa amostra foi centrifugada a 4000 rpm
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durante 20 min visando a remog¢do das particulas solidas presentes. Em seguida, o
sobrenadante foi recolhido e filtrado (filtros 5,0, 0,47 ¢ 0,22 um da Millipore).

Antes de ser injetado na coluna, a amostra foi diluida com 4gua ultrapura nas
proporcdes de 1:1000 para a determinagao da alanina e de 1:100 para a quantificagdo dos
aminodcidos lisina, glicina, leucina e serina. O método de adi¢do padrdo foi utilizado para
determinar a concentracdo dos aminoacidos presentes nas amostras. Trés concentragdes
diferentes de lisina, alanina, glicina, serina (1,0x10°, 2,5x10° e 5,0x10° mol L) e leucina

(5,010, 7,5%10° ¢ 1,0x10°° mol L") foram injetadas.



169

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Comportamento eletroquimico do cobre sobre a superficie do eletrodo modificado

com o6xido de grafeno reduzido

O comportamento eletroquimico do cobre sobre a superficie do RGO/GCE foi
investigado por CV. O eletrodo modificado foi imerso em uma solugdo de Na>SO4 0,10 mol
L' contendo sulfato de cobre 2,0x10 mol L"'. A varredura ciclica foi realizada no intervalo
de potencial de -1,0 a 1,0 com velocidade de varredura de 25 mV s. O voltamograma do
comportamento eletroquimico ¢ apresentado na Figura 73.

No voltamograma ciclico, foram observados trés picos: um catédico na varredura
direta (PA1) e dois anddicos na varredura reversa (PA1 e PA2), Figura 73. O pico catddico
(PCI) em -0,018 V com corrente de pico de 17,6 pA ¢ referente a reducdo de cobre (II) a
cobre (0), Equagdo 26. O pico anddico (PA1) em aproximadamente -0,083 V com corrente de
pico de 32,3 pA corresponde a oxidagdo do cobre (0) metalico em cobre (I), Equagdo 27. O
pico anddico em 0,28 com corrente de pico de 41,8 pA corresponde a oxidacao de cobre (I) a

cobre (II) na superficie do RGO/GCE em meio de sulfato de sddio, Equagao 28.

Cu®t + 2e~ - Cu® Equagio (26)
Cu® - Cu*t +e” Equagio (27)
Cut - Cu*t +e” Equagio (28)
60
PA2
PAl
40
20 /
=R
—
204
PCl1
40
-l,IOO | -0:50 l 0,60 | O,ISO | l,IOO
E/V

Figura 73 — Voltamograma ciclico de uma solucdo de sulfato de cobre 2,0x10~ mol L' em sulfato de
s6dio 0,10 mol L™! sobre a superficie do RGO/GCE com velocidade de varredura de 25 mV s,
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6.3.2 Otimizacao da eletrodeposiciao de cobre

O tempo de eletrodeposi¢cao juntamente com o potencial de reducao aplicado ao metal
e a concentracdo do sal metalico precursor das NPs sdo de extrema importancia na formagao
das nanoparticulas (56,121), visto que abrem a possibilidade de controlar o tamanho, a
extensdo da cobertura e a nucleagdo homogénea das nanoestruturas eletrodepositadas sobre a
superficie do RGO/GCE.

A Figura 74 exibe a otimizacdo do método de eletrodeposicao das CuNPs sobre a
superficie do RGO/GCE. A quantidade de CuNPs na superficie do RGO/GCE foi estimada
através do excesso superficial (I') calculado a partir do amperograma da carga (Q)
eletrodepositada de cobre sobre a superficie do RGO/GCE, Equacao 19 (apresentada no
Capitulo V, Se¢do 5.3.2).

Nas Figuras 74 (A-C), sdo apresentados os valores dos I' (-m-) calculados na superficie
do RGO/GCE e as respostas eletrocataliticas das modificagdes (-e-) em fun¢do do potencial
de eletrodeposicao (E), tempo de eletrodeposicao e concentragcdo do sulfato de cobre (Ccusos).
A otimizagdo de tais parametros buscou encontrar as melhores condi¢cdes para a
eletrodeposicao das CuNPs e, consequentemente, a melhor resposta para oxidagdo da glicina
na superficie do CuNPs-RGO/GCE.

O potencial de eletrodeposicdo do cobre foi o primeiro pardmetro avaliado na
formacgdo das NPs. Os potenciais empregados para eletrodepositar as NPs foram definidos a
partir do potencial de redugdo do cobre (II) a cobre (0) obtido na Figura 73. A eletrodeposicao
desse metal se inicia em -0,018 V (Figura 73), logo, o potencial aplicado para a
eletrodeposi¢cdo das NPsCu deve ser inferior a -0,018 V. Além disso, quanto mais negativo for
o potencial de eletrodeposi¢do, maior a taxa de -eletrodeposicdo das NPs, o que
definitivamente influencia na atividade eletrocatalitica do eletrodo modificado com CuNPs.

As nanoparticulas foram eletrodepositadas na superficie do RGO/GCE a partir de uma
solucio precursora de CuSOs 2,0x10° mol L' em NaxSOs4 0,10 mol L, tempo de
eletrodeposi¢ao de 90 s, e os potenciais estudados foram de -0,10 a -0,70 V. A Figura 74 (A —
Curva a) apresenta a variacao do I' com o potencial de redugdo. Foi observado o aumento da
extensdo da cobertura da superficie do RGO/GCE com CuNPs em fun¢do do aumento do
potencial de eletrodeposi¢do de -0,10 (2,1x10° mol cm?) a -0,60 V (6,010 mol cm?). A
partir de -0,60 V, a cobertura da superficie com NPs permaneceu constante, indicando que a

superficie foi saturada com CuNPs.
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Na Figura 74 (A — Curva b), pode ser observada a resposta voltamétrica da glicina em
funcdo do potencial de eletrodeposi¢ao. Os resultados foram obtidos a partir da oxidagdo 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™'. Os voltamogramas ciclicos na auséncia e na
presenca de glicina em NaOH 0,10 mol L™ sdo apresentados na Figura 75. Na regido anddica,
ndo foi observado pico de oxidagdo auséncia de glicina. No entanto, na presenca de glicina,

foi constatado um pico anodico, € a sua corrente foi monitorada nos diferentes eletrodos.
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Figura 74 — Otimizagdo da eletrodeposi¢do das CuNPs na superficie do RGO/GCE (n= 3). Curvas do
excesso superficial (I, -m-) e das respostas eletrocataliticas (Al, -e-) das modificacdes na presenga de
glicina 1,0x107 mol L' em fun¢io do (A) potencial de eletrodeposigdo, (B) tempo de eletrodeposi¢do
e (C) concentracdo de sulfato de cobre (Ccuson).

Os resultados obtidos indicam que o numero de sitios ativos das CuNPs na superficie
do RGO/GCE exerce papel fundamental na eletrocatalise, Figura 74 (A — Curva b). Contudo,
a atividade eletrocatalitica ¢ reduzida apds atingir o potencial de eletrodeposi¢ao de -0,50 V.
Esse resultado pode ser atribuido ao aumento na resisténcia do transporte de ions para o
equilibrio de carga no processo de oxidagdo e redugdo das nanoparticulas (163). Sendo assim,

o potencial de eletrodeposicao selecionado foi de -0,50 V.
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Figura 75 — Voltamogramas ciclicos na (a) auséncia e (b) presenca de glicina 1,0x107 mol L' em
NaOH 0,10 mol L' empregando o CuNPs-RGO/GCE com velocidade de varredura de 100 mV s

O efeito do tempo de eletrodeposicdo na atividade eletrocatalitica do CuNPs-
RGO/GCE ¢ apresentado na Figura 74 (B). As modifica¢des foram realizadas a partir de uma
solucdo precursora de CuSO4 2,0x107 mol L' em Na»SO4 0,10 mol L', potencial de -0,50 V
com tempos de eletrodeposi¢cdo de 30 a 150 s. A Figura 74 (B — Curva c) apresenta o ' em
funcdo do tempo de eletrodeposicao. Foi observado que a quantidade de CuNPs
eletrodepositadas na superficie do RGO/GCE ¢ inversamente proporcional a resposta
eletrocatalitica da glicina. Além disso, ¢ possivel perceber que as NPs crescem na superficie
do RGO/GCE até 120 s; ap6s esse tempo, o crescimento das NPs permanece constante na
superficie do eletrodo, Figura 74 (B — Curva c).

A resposta voltamétrica da glicina alcancou o seu valor maximo em 60 s e, em tempos
maiores, a corrente diminui em funcdo do tempo de eletrodeposi¢cdo das CuNPs, Figura 74 (B
— Curva d). Em tempos de eletrodeposicdo menores do que 60 s, a superficie do RGO nao
seria completamente recoberta com as CuNPs, causando insuficiéncia de sitios ativos para a
eletrocatalise da glicina. Entretanto, tempos maiores de eletrodeposicdo favorecem o
crescimento das NPs, podendo formar particulas maiores e aglomeradas, reduzindo o efeito
eletrocatalitico das CuNPs. Consequentemente, exclui a vantagem da elevada area superficial
eletroativa que possuem as nanoparticulas. Assim, o tempo de 60 s foi selecionado para a

modificagdo do RGO/GCE com CuNPs.
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A Figura 74 (C) exibe o efeito da concentracdo da solu¢do de CuSOj4 na eletrocatalise
da glicina. As modificagdes foram realizadas aplicando potencial de -0,50 V, tempo de
eletrodeposi¢ao de 60 s, e a concentracao da solugdo precursora de CuSOs4 foi estudada no
intervalo de 1,0x107 a 8,0x10 mol L' em Na,SO4 0,10 mol L!. A Figura 74 (C — Curva e)
apresenta o I' em funcdo da concentracdo de CuSOs. Foi observado que a camada de
cobertura das NPs sobre 0 RGO/GCE aumenta até a concentragdo de 3,5x10° mol L.
Posteriormente, a superficie do eletrodo ¢ saturada com a concentragdo das CuNPs,
permanecendo constante em valores maiores do que 3,5x107 mol L.

O efeito da concentragcdo de CuSOj4 sobre a corrente catalitica da glicina ¢ apresentado
na Figura 74 (C — Curva f). Foi observado o aumento da corrente de pico anodico até 3,5x107
mol L', Tal resultado revela que a interagdo combinada entre o niimero de sitios ativos das
CuNPs geradas e a resisténcia do transporte de ions atingiram seu valor maximo. A partir de
3,5x10” mol L', notou-se uma diminuigiio da corrente de pico da glicina, indicando que as
CuNPs perdem as propriedades nanoeletrocataliticas. Portanto, as condigdes Otimas de
eletrodeposigdo selecionadas para formagao das nanoparticulas de cobre sobre a superficie do
RGO/GCE foram: potencial de eletrodeposi¢ao de -0,50 V, tempo de eletrodeposicao de 60 s
e concentra¢do de CuSO4 de 3,5%10° mol L',

Apos a determinagdo das melhores condi¢des para a eletrodeposi¢do das CuNPs sobre
a superficie do RGO/GCE, um voltamograma ciclico do CuNPs-RGO/GCE em NaOH 0,10
mol L! foi registrado no intervalo de potencial de -1,0 a 1,0 V com velocidade de varredura
de 25 mV s’!, Figura 76. Nesse voltamograma, foram observados quatro picos anodicos e trés
picos catddicos (PC) no intervalo de potencial estudado. Os picos P1, P2 e P3 sdo atribuidos a
oxidagio do Cu® em Cu0 e CuO/CuOH e desse para CuO, respectivamente. Os picos P6 e
P7 demonstram a redugio do CuO em Cu,O/CuOH e desse novamente para Cu’.

O possivel mecanismo envolvido nas diferentes etapas do processo redox na superficie

do eletrodo pode ser expresso pelas seguintes equagdes (164):

Pico P1
Cu®+ OH™ - CuOH + e~ Equagio 29
2CuOH + OH™ - Cu,0 + H,0 Equacao 30
Picos P2/P3
CuOH + OH™ - Cu0 + H,0 +e~ Equacgao 31

Cu,0 + 20H™ - 2Cu0 + 2H,0 + 2e~ Equacao 32
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Pico P6
Cu0 + H,0 +e~ —» CuOH + OH™ Equacao 33
2Cu0 + H,0 +2e~ —» Cu,0+ 20H™ Equacao 34
Pico P7
CuOH + e~ - Cu®+ OH™ Equagio 35
Cu,0 + 2H,0 + 2e~ — 2Cu® + 20H~ Equacgao 36
300
2004
< 100~
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Figura 76 — Voltamograma ciclico do CuNPs-RGO/GCE em solugdo de NaOH 0,10 mol L' com
velocidade de varredura de 25 mV s™'.

O pico P4 no potencial de 0,74 V mostra a oxidagdo de Cu(II)/Cu(IIl); ja o pico P5S em

0,66 V indica a redugdo. Esses resultados sdo coerentes com a literatura que indica que tais

reacdes de oxirreducdo ocorrem no intervalo de potencial de 0,40 V e 0,80 V (108). Nesta

janela de potencial, também ocorre a oxidagdo da glicina (Figura 75), mostrando que o cobre

na forma de Cu(IIl) promove a eletro-oxidagdo dos aminodcidos na superficie do eletrodo
modificado. O mecanismo envolvido na conversao de Cu(II)/Cu(IIl) ¢ apresentado a seguir:

Cu(OH), + 20H™ - Cu0; + 2H,0 + e~ Equagao 37

2Cu0 + 20H™ - Cu,03+ H,0 + 2e~ Equacao 38
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Na Figura 77, sdo apresentados os voltamogramas ciclicos sucessivos da oxidagao das
CuNPs sobre a superficie do RGO/GCE em solugdo de NaOH 0,10 mol L' no intervalo de
potencial de -0,40 a 0,40 V com velocidade de varredura de 50 mV s durante 25 ciclos de
potencial. No primeiro voltamograma ciclico, foram observados trés picos caracteristicos das
reacdes de oxirredu¢do do cobre, como ja apresentados na Figura 76. Conforme foram
realizadas as varreduras sucessivas, as intensidades das correntes dos picos diminuiram,
indicando a estabilizagdo da oxidacdo e formagao de 6xido de cobre sobre a superficie do
eletrodo modificado. Os pares redox P1/P7 e P4/P5 nao foram observados durante a oxidagao
das NPs no intervalo de potencial utilizado. Além disso, foram necessarios 25 ciclos de

potenciais para atingir a estabilizacdo das correntes dos picos.
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Figura 77 — Voltamogramas ciclicos sucessivos da oxida¢do das nanoparticulas de cobre na superficie
do RGO/GCE em solu¢do de NaOH 0,10 mol L' com velocidade de varredura de 50 mV s™.

6.3.3 Caracterizacdo eletroquimica do eletrodo modificado com oOxido de grafeno

reduzido contendo nanoparticulas de niquel

Para obter informacodes sobre a transferéncia de elétrons entre o eletrdlito e a superficie

do eletrodo foi empregada a EIS. A caracterizagdo por EIS foi realizada com uma solugdo de
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K3[Fe(CN)s] 1,0x102 mol L' em KCI 0,10 mol L™, a qual foi empregada como sonda redox
no intervalo de frequéncia 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 modificagdo e CuNPs-
RGO/GCE. Os diagramas apresentam uma regido linear na regido de baixa frequéncia,
indicando que hd uma resisténcia Warburg limitando a difusdo no processo eletroquimico, e
um semicirculo de transferéncia de elétrons na regiao de alta frequéncia que podem ser usados
para descrever as propriedades de interface do eletrodo; o didmetro equivale a resisténcia a

transferéncia de elétrons (Rct).
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Figura 78 — (A) Diagramas de EIS dos GCE sem modificacdo (a) e CuNPs-RGO/GCE (b) com as
linhas solidas preta (a) ¢ vermelha (b) correspondentes as simulagdes dos dados experimentais. (B)
Circuito eletroquimico 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 resisténcia a solucao (Rs), resisténcia a transferéncia de carga (Re),
elemento de fase constante (CPE) e impedancia de Warburg (W) em paralelo, Figura 78 (B).

Na Figura 78 (A), foi observado que a resisténcia a transferéncia de elétrons na
superficie do CuNPs-RGO/GCE (R¢= 223 Q) ¢ cerca de 3,3 vezes menor em comparagao
com o GCE nao modificado (Re= 738 Q). A partir dessas observagdes, pode-se concluir que o
GCE modificado com RGO e CuNPs pode ser uma plataforma promissora para detec¢do dos

aminoacidos.
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6.3.4 Caracterizacio superficial do eletrodo modificado com 6xido de grafeno reduzido

contendo nanoparticulas de cobre

As superficies morfologicas do GCE modificado com RGO e CuNPs foram
caracterizadas por SEM, EDX, Raman, XPS, TEM e HRTEM. Na Figura 79 sdo,
apresentadas as imagens de SEM dos eletrodos sem modificacdo e modicados com RGO e
CuNPs. Comparando com a imagem do GCE sem modificagcdo (Figura 79A), o RGO possui
caracteristica de folhas amassadas e enrugadas, provocando uma mudanga na topografia

superficial do GCE (Figura 79B) e, consequentemente, proporcionando um aumento da area
superficial.
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Figura 79 — Imagens de SEM do (A) GCE sem modificacdo, (B) RGO/GCE e (C) CuNPs-RGO/GCE.
Histograma da distribui¢do das CuNPs sobre a superficie do RGO/GCE (D).

Na Figura 79 (C), pode ser observado que as CuNPs estao uniformemente distribuidas
sobre a superficie do RGO/GCE. O histograma da distribuicdo das CuNPs sobre a superficie
do RGO/GCE ¢ retratado na Figura 79 (D). As CuNPs produzidas apresentaram didmetros de

15 a 180 nm (300 nanoparticulas foram contadas) e diametro médio de 82 = 31 nm.
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A superficie do RGO/GCE modificado com CuNPs foi analisada através de EDX para
verificar sua composic¢do. O espectro de EDX do eletrodo modificado com RGO e CuNPs ¢
apresentado na Figura 80. No espectro superficial do CuNPs-RGO/GCE, foram observados
picos correspondentes aos elementos carbono (C), oxigénio (O) e cobre (Cu). Esses resultados

confirmam a presenc¢a das CuNPs sobre a superficie do RGO/GCE.
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Figura 80 — Espectros de EDX do eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno
reduzido contendo CuNPs.

A espectroscopia Raman foi utilizada para caracterizar a superficie do CuNPs-
RGO/GCE e demonstrar o efeito da modificacao nela. O espectro de espalhamento Raman
para o eletrodo modificado com CuNPs no intervalo de 600 a 3600 cm™ é apresentado na
Figura 81.

O espectro apresentou picos de bandas D (~1325 cm') e G (~1594 cm™)
correspondentes a presenca de defeitos (tais como a ruptura na ligacdo sp?, a formagdo de
rugas e a presenc¢a de grupos funcionais), e a respiragdo dos fonons de ponto K da simetria
Aig devido aos defeitos nas bordas, respectivamente, Figura 81. Além disso, notou-se o
deslocamento da banda G em 10 cm™! de ~1584 (RGO, Figura 29C) para 1584 cm™' (CuNPs-
RGO/GCE, Figura 81). Essa mudanca ¢ referente ao transporte de carga entre o carbono e
outros compostos presentes (144), indicando a presenga de uma transferéncia 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’! e ~2896 cm™! correspondentes as bandas 2D (processo de dupla ressonancia que conecta
fonons a estrutura da banda eletronica) e D+G (defeitos pontuais plano basal das arestas do
grafeno), respectivamente (82,99,143).

A razdo ID/IG calculada para o RGO/GCE foi de 1,1, quando esse eletrodo ¢
modificado com CuNPs, aumenta para 1,8. Essa razao ID/IG reflete o grau de grafitiza¢do dos
materiais carbonosos ¢ a densidade do defeito. Assim, o aumento do valor de ID/IG pode ser
atribuido a modificagdo do RGO/GCE com CuNPs que provoca o aumento da rugosidade

superficial do eletrodo.
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Figura 81 — Espectro RAMAN do eletrodo modificado com o6xido de grafeno reduzido contendo
CuNPs.

A analise de XPS do CuNPs-RGO/GCE foi realizada para investigar o nivel de
oxidagdo e a natureza de ligagdo quimica da superficie do eletrodo modificado, Figura 61. O
espectro exploratorio (0 a 1490 eV) da andlise ¢ apresentado na Figura 82 (A). No espectro
exploratério, podem ser observados sinais de oxigénio, carbono e cobre com energias de
ligagdes em 25,6 (O 2s), 77,9 (Cu 3p), 134,9 (Cu 2s), 285,1 (C 1s), 532,6 (O 1s), 934,7 (Cu
2p3r2) € 954,8 (Cu 2pi2) eV. O espectro nao demonstrou pico na regido de 918,8 eV, atribuido
a cobre metalico(165). Sendo assim, € possivel concluir que todo o cobre eletrodepositado foi

oxidado sobre a superficie do RGO/GCE.
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A analise de XPS mostrou picos predominantes de Cu 3p, C 1s e O 1s com propor¢des

atomicas de 3,0, 75,3 e 19,6 %, respectivamente. A presenca desses picos confirma a

modificagao bem-sucedida da superficie do GCE com RGO e CuNPs. A partir deste estudo,

as regides de Cu 2p3p2, O Is e C 1s foram coletadas e analisadas individualmente.
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Figura 82 — (A) Espectros exploratorio e de alta resolugdo de XPS das regides de (B) O 1s, (C) C 1s
e (D) Cu 2p* com suas deconvolugdes para o CuNPs-RGO/GCE.

O espectro de alta resolucao da regido de O 1s pode ser claramente deconvoluido em

quatro componentes correspondentes aos atomos de oxigénio em diferentes grupos funcionais
com energias de ligacdes em 530,5 (O-Cu; 9,1 %), 531,6 (C=0; 28,2 %), 532,7 (C-0; 42,5 %)

e 533,7 (O-C=0; 15,1 %) eV com suas respectivas propor¢des atdmicas, € uma componente

Auger Na sobreposta com O 1s em 535,6 (Auger Na; 5,1 %) eV que poder ser do NaOH

utilizado na oxidag¢ao das CuNPs, Figura 82(B). O pico localizado em 530,5 eV ¢ atribuido a

presenca do Cu,0 na superficie do eletrodo modificado (166).
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O espectro de alta resolugdo da regido de C 1Is foi deconvoluido em cinco
componentes, Figura 82 (C). As componentes identificadas foram associadas a diferentes
formas de oxidacdo e hibridizagdes do carbono com energias de ligacdes em 284,5
(CCaromitico; 55,4 %), 285,4 (C-H; 8,7 %), 286,4 (C-0O, 19,8 %), 287,7 (C=0; 10,8 %), 289,1
(O-C=0; 4,2 %) e 290,6 (pico satélite shake-up n—n*; 5,9 %) eV com suas respectivas
proporgdes atomicas (82,88).

Na Figura 82 (D), ¢ apresentado o espectro de alta resolugdo da regido de Cu 2p3pn. A
deconvolucdo do espectro gerou trés picos associados a diferentes espécies de cobre com
energias de ligacdes em 933,0 eV, 934,7 e 936,5 eV e dois picos satélites (pico shake-up) com
energias de ligacdes em 940,5 e 943,9 eV. O pico com energia de ligacdo em 833,0 eV ¢
atribuido ao Cuz0, e o pico em 934,7 eV corresponde ao CuQO, sendo esse pico confirmado
pela presenca dos picos satélites caracteristicos desse composto em 943,9 eV (167). O pico
com energia de ligagdo em 936,5 eV diz respeito ao Cu(OH); (168).

O pico satélite em 940,5 eV confirma a predominancia do CuO sobre a superficie do
eletrodo modificado. A diferenga de 20,1 eV entre os picos de Cu 2p32 (934,7 eV) e Cu 2pin
(954,8 eV) esta de acordo com o espectro padrao de CuO, Figura 82 (A) (169—171). Portanto,
esses resultados confiram que o CuO existe como fase principal no material hibrido entre duas
formas de 6xido de cobre.

A andlise quantitativa de XPS a partir dos espectros de alta resolucdo na regido de Cls
do CuNPs-RGO/GCE mostrou que a concentracdo de oxigénio aumentou de 21,2 at.%
(RGO/GCE) para 34,8 at.% (CuNPs-RGO/GCE), e a concentracdo de carbono diminuiu de
78,8 at.% (RGO/GCE) para 64,1 at.% (CuNPs-RGO/GCE). A razdo atomica O/C do NiNPs-
RGO/GCE (0,54 %) aumentou cerca de duas vezes em comparagdo com RGO/GCE (0,27 %)
ap6s a modificagao com as CuNPs. Os resultados indicam que o aumento da concentragdo de
oxigénio na superficie do RGO/GCE deve resultar, principalmente, da mistura dos 6xidos
Cux0 e CuO.

Foram realizadas andlises de TEM e HRTEM para esclarecer a estrutura e a
morfologia da superficie do CuNPs-RGO/GCE, Figura 83. Na Figura 83 (A), foi observado
que as CuNPs estao ancoradas no RGO. Além disso, a imagem de HRTEM indica que as
CuNPs estdo envolvidas pelo RGO, Figura 83 (B). A natureza cristalina das CuNPs foi
confirmada utilizando padrdes de difracdo de elétrons da area selecionada, Figura 83 (C). A
imagem ampliada da Figura 83 (C) revela franjas de rede cristalina com espacamento

interplanar de 0,25 nm correspondente aos planos (002) do CuO (172). A partir do padrao de
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difracdo, foi observado que os anéis de difragdo podem ser indexados a fase monoclinica do
CuO que possui pontos de difracdo ao longo do eixo da zona, tais como (200), (011) e (110),
nos planos do cristal (172). Esses resultados indicam que as nanoparticulas formadas na
superficie do RGO/GCE sao predominantemente formadas por NPs de CuO, concordando

com os resultados obtidos nas analises de XPS.

o

Figura 83 — Imagens de (A) TEM e (B) imagens HRTEM do composto CuNPs/RGO, (C) imagem
ampliada da area quadrada e (D) padrdo de difracdo cristalina de uma CuNPs.

6.3.5 Estudo do comportamento dos aminoacidos em solucio alcalina

A eletro-oxida¢do dos aminoacidos (Esquema 4) sobre a superficie 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’!. Os voltamogramas ciclicos na auséncia e na
presenga dos aminodcidos sdo apresentados na Figura 84.

Nos voltamogramas, foi observado um aumento na corrente de pico anddico na
presenca dos aminoacidos 1,0x102mol L' na superficie do CuNPs-RGO/GCE em relagdo ao

observado para a superficie modificada na auséncia desses aminoacidos. Tal resultado aponta
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para um processo tipico de eletro-oxidag@o catalitica dos aminoéacidos através do estado de
alta valéncia do Cu(OH). (Equac¢do 37) e CuO (Equacdo 38) que, em meio alcalino, geram as
espécies CuOO™ e Cuy03. Cabe ressaltar, entretanto que, nas analises de TEM e HRTEM, foi
encontrado apenas o CuQO. Sendo assim, pode-se concluir que o processo de oxidagdo
eletrocatalitico ¢ realizado predominantemente por Cu2Os. Os voltamogramas ciclicos tipicos
para a eletro-oxidacdo dos aminoécidos alanina, glicina, leucina, lisina e serina em meio

alcalino sdo apresentados na Figura 84.

OH OH OH
Lo e T
o~ 0 o~
N H2 N H2 CH3
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OH OH
= NH, =
0~ 0~ OH
NH, NH,
Lisina Serina

Esquema 4 — Estrutura molecular dos aminoacidos estudados utilizando o CuNPs-RGO/GCE.

A Figura 84 (A) apresenta o voltamograma ciclico do CuNPs-RGO/GCE na auséncia e
na presenca de alanina em solu¢do de NaOH 0,10 mol L. Na auséncia da alanina, nio foi
observado nenhum pico de oxidacdo ou redu¢do na superficie do eletrodo modificado com
RGO e CuNPs. Apés a adi¢io de alanina 1,0x102 mol L'}, notou-se o aumento significativo
da corrente de pico (380,8 pnA) na regido de potencial de 0,52 a 0,95 V durante a varredura
anddica, evidenciando a oxidacdo eletrocatalitica dos aminoacidos pelas espécies de Cu(III).
O ganho de corrente de pico anddico foi observado até 2,0x102 mol L' Além disso, foi
observado o deslocamento de potencial para regides mais positivas com o aumento da
concentragio do aminoacido de 0,66 (1,010 mol L) para 0,87 V (2,0x102 mol L!).

Comportamento eletroquimico similar ao da alanina foi percebido para os
aminoacidos glicina, leucina, lisina e serina, Figura 84 (B-E), respectivamente. Foi observado
o deslocamento dos potenciais de oxidagdo da lisina (0,89 V), serina (0,87 V), glicina (0,86

V) e leucina (0,90 V) em comparagao com a alanina (0,87).
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Figura 84 — Voltamogramas ciclicos na auséncia (curvas vermelhas) e na presenga de alanina (A),
glicina (B), leucina (C), lisina (D) e serina (E) em solu¢des de NaOH 0,10 mol L' sobre a superficie
do CuNPs-RGO/GCE com velocidade de varredura de 100 mV s! e amino4cidos nas concentra¢des de

1,0x102mol L.

As espécies de Cu(II)/Cu(Ill) presentes na superficie do elétrodo modificado atuam

como eletrocatalisador para a oxidacdo de aminoacidos. Quando os aminoacidos atingem a

superficie do eletrodo, sdo rapidamente oxidados em aldeido, di6xido de carbono e amonia

pelas espécies de Cu(Ill). O mecanismo de oxidacdo eletrocatalitica dos aminoacidos na
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superficie do CuNPs-RGO/GCE pode ser representado através das seguintes reagdes em meio

alcalino (31,32,34,130):

Cu** 2 Cudt +e” Equacgio (39)
2Cu3t + RCH(NH,)COOH + 2e~ - 2Cu®* + RCH = NH + 2H* + C0, Equacdo (40)
2Cu3* + RCH = NH + H,0 + 2e™ — 2Cu?* + RCHO + NH, Equagao (41)

Foram realizados estudos de velocidade de varredura para compreender o
comportamento eletroquimico dos aminoacidos sobre a superficie do CuNPs-RGO/GCE em
solucdo alcalina. As velocidades de varredura estudadas foram de 10 a 500 mV s. Os
voltamogramas ciclicos e o efeito da velocidade de varredura sobre as correntes de pico
anodico e catddico da alanina em NaOH 0,10 mol L! sdo apresentados na Figura 85.

Notou-se que as correntes do pico anddico aumentaram linearmente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura no intervalo de 10 a 300 mV s com coeficiente de
relagdo maior que 0,999, Tabela 20. Estes resultados indicam que as reagdes de transferéncia
de elétrons dos aminoacidos alanina, glicina, leucina, lisina e serina em meio alcalino podem

ser controladas pelo processo difusional.
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Figura 85 — (A) Voltamogramas ciclicos do estudo da velocidade de varredura da alanina 5,0x107
mol L' em NaOH 0,10 mol L. Efeito da (B) velocidade de varredura (v) e (C) raiz quadrada da
velocidade de varredura(v®®) nas correntes de pico anddico.

0,20
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Tabela 20 — Parametros obtidos a partir da relagdo linear entre as correntes de pico anddico (I.) €
catodico (I,.) com a raiz quadrada da velocidade de varredura (v*-°).

Faixa Linear/ Coeficiente de
Aminoacido Equacao Linear
mV?%3 05 Correlacio Linear
Alanina Ipa= 1,0x107 + 1,8x10 v0-3 0,999
Glicina 32 Ipe=3,7%10° + 1,0x107° v0 0,999
Leucina a Ipa= 4,3%107 + 1,1x107 v03 0,998
Lisina 18,7 Ipa= -4,4x107 + 2,7x107 03 0,999
Serina Ipa=3,2x10* + 1,1x10™* v0-3 0,998

6.3.6 Otimizacao da separacao cromatografica

Os aminodcidos podem ser detectados a partir da corrente gerada pela sua oxidagdo na
superficie do CuNPs-RGO/GCE. Assim, inicialmente foram investigados o potencial de
deteccao e a melhor sequéncia de pulsos aplicada na determinacdo dos aminodcidos. Os
produtos dessa reacdo de oxidacdo podem contaminar a superficie do eletrodo modificado
através da adsorcdo e, como tal, devem ser limpos entre as medidas para ndo interferir no
sinal analitico. A técnica de PAD resolve esse problema e permite que a resposta do eletrodo
modificado apresente estabilidade por um periodo longo, devido a limpeza eletroquimica
periodica realizada durante as corridas cromatograficas durante a aplicacdo dos pulsos
(154,173).

Para a PAD dos aminoacidos foi aplicada uma sequéncia de trés pulsos baseada em
relatos da literatura (173,174). No primeiro pulso de potencial (E1), ocorre a ativagdo da
superficie do CuNPs-RGO/GCE nos primeiros 100 ms, e nos outros 200 ms sucede a
detec¢do da oxidacdo dos aminoécidos. O segundo potencial (Ez) € utilizado para oxidar todas
as espécies organicas presentes na superficie do eletrodo modificado e impedir que sejam
adsorvidas. O terceiro potencial (E3) € aplicado para reduzir a superficie oxidada do eletrodo e
aumentar a estabilidade do sinal eletroquimico, além disso, esse potencial ndo deve ser menor
do que -0,05 V devido as espécies de oxido de cobre presente na superficie do eletrodo, que
podem ser reduzidas a cobre (0). Portanto, os potenciais e periodos de tempo para a PAD

foram: E1, 0,45 V por 300 ms; Ez, 0,65 V por 30 ms; e E3, -0,05 V por 50 ms (Figura 86).
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Figura 86 — Sequéncia de pulso aplicada na detec¢do amperométrica pulsada dos aminoacidos.

O estudo do potencial aplicado empregando o CuNPs-RGO/GCE como detector
amperométrico foi realizado apds a separagdo cromatografia dos aminoéacidos com fase movel
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
aminoacidos aumentaram no intervalo de potencial de 0,0 a 0,45 V. Potenciais acima de 0,45
V provocaram a diminui¢do das correntes de oxidacdo dos aminoécidos, pois esses potenciais
estavam em valores maiores do que os potenciais maximos de oxidagdo do cobre (III) no
sistema em fluxo, causando uma diminui¢ao na sensibilidade da deteccao dos analitos. A
lisina apresentou maior sensibilidade ao eletrodo modificado em comparagdo com os outros
aminoacidos. Desse modo, o potencial aplicado de 0,45 V foi selecionado como o potencial
de detec¢ao otimo devido a maior sensibilidade dos aminoacidos sobre a superficie do
CuNPs-RGO/GCE.

O efeito das concentragdes do eluentes sobre os tempos de retengdes e resolugdes de
separacdo dos aminoacidos também foi investigado. Foi observado que os aminoacidos
possuem uma elevada resposta eletrocatalitica sobre a superficie do NiNPs-RGO/GCE em
meio alcalino. Tal resultado indica que ¢ necessdria uma elevada concentracdo de solugao
alcalina para ionizar e oxidar o grupo amino dos aminoacidos. Em geral, eluentes alcalinos

sdo necessarios para separacdo e detecgcdo dos analitos por meio de cromatografia idnica.
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Figura 87 — Efeito do potencial aplicado (n= 3) na resposta amperométrica dos aminoacidos (a) lisina,
(b) alanina, (c) glicina, (d) leucina e (¢) serina em solugdo alcalina. Condigdes: Elui¢@o isocratica com
NaOH 4,0x102 mol L' como fase movel, velocidade da fase mdvel de 0,30 mL min™' e amino4cidos
5,0<10° mol L' cada.

O efeito das concentragdes dos eluentes sobre os tempos de retengdes e resolugdes de
separacdo dos aminoacidos foi investigado com base nos resultados apresentados na Se¢do
5.3.7 (Capitulo V), os quais indicam que ¢ necessaria uma elevada concentragdo de solugdo
alcalina para ionizar e oxidar o grupo amino dos aminoacidos devido a elevada resposta
eletrocatalitica dos aminoacidos sobre a superficie do CuNPs-RGO/GCE em meio alcalino.

Eluentes alcalinos sdo necessarios para separagdo e detec¢do dos analitos por meio de
cromatografia ionica, portanto, solu¢des de NaOH sdo capazes de atender a esses requisitos
para a separacao e deteccao dos aminoacidos. Na tabela 21, sdo apresentados os resultados do
efeito do hidroxido no tempo de retengdo (tr) e fator de retencao (k) dos aminoacidos. Foi
observado que o aumento da concentragdo de NaOH promove a diminui¢do do tempo de
retengdo dos aminodcidos. As respostas de corrente ficaram mais intensas, porque esses
aminoacidos sdo mais facilmente oxidados em pH elevado em virtude de os grupos a-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 solugdes alcalinas muito concentradas sdo empregadas na separagdo

cromatografica. O aumento da concentragdo de NaOH também provoca a diminui¢do dos
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fatores de retencado, principalmente, para a lisina, que ¢ mais afetada. No entanto, fatores de
retencdes ideais devem ficar entre 1 e 20. Por conseguinte, os resultados indicaram que a
melhor separacao dos aminodcidos lisina, alanina, glicina, leucina e serina ¢ promovida pela

fase movel composta de NaOH 4,0x102 mol L!; os resultados sdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 — Efeito do hidroxido no tempo de retengdo (t:) e fator de retengéo (k) dos aminoacidos.?

Hidréxido de sédio/x102 mol L!
Analito

40 50 56 60 66 70 80 100
trm 10,7 9,1 87 83 80 79 79 67

Lisina
k 1,1 1,2 1,1 1,0 0,97 094 092 0,64
tremny 17,1 144 13,9 12,8 12,3 12,0 11,7 10,7

Alanina
k 2.4 2,6 2.4 2.2 2,0 1,9 1,9 1,4
trmny 19,4 16,3 15,8 143 13,8 134 129 10,7

Glicina
k 2.9 3,0 2,8 2,5 2,4 2.3 2,1 1,6
trmng 21,6 18,0 17,1 159 152 14,8 14,1 11,7

Leucina
k 33 3,5 32 2.9 2,7 2,6 2.4 1,9
trmny 23,0 19,2 18,8 16,8 164 156 152 12,4

Serina

k 366 3,7 36 3,1 30 28 27 20

# Condigdes experimentais: potencial de detecgdo de 0,45 V versus Pd, velocidade da fase
movel de 0,40 mL min' e aminoacidos 5,0x10° mol L' cada.

O efeito da velocidade da fase modvel nos tempos de retencdo dos analitos foi
investigado, Figura 88. Verificou-se que o aumento da velocidade da fase mével provoca a
diminui¢do dos tempos de retengdes dos aminodcidos e também a coelui¢do dos aminoacidos
leucina e serina. Desse modo, a velocidade de 0,40 mL min™! foi selecionada como 6tima para
a separacao dos aminodacidos.

A Figura 89 apresenta o cromatograma da separagdo dos aminoacidos lisina, alanina,
glicina, leucina e serina obtidos utilizando potencial de detec¢ao de 0,45 V, velocidade da fase
moével de 0,40 mL min’!, eluicdo isocratica com NaOH 4,0x102 mol L' como fase movel e

aminoacidos 5,0x10° mol L' cada.
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Figura 88 — Efeito da velocidade da fase movel sobre os tempos de retencdes dos aminoacidos.

Condigdes experimentais: Potencial de detec¢ao de 0,45 V versus Pd, eluicdo isocratica com NaOH
4,0x102mol L' como fase mével e aminoacidos 5,0x10°° mol L™ cada.

0 5 10 15 20 25 30
Tempo/min

Figura 89 — Cromatograma de uma mistura 5,0x10° mol L de lisina (1), alanina (2), glicina (3),
leucina (4) e serina (5). Condigdes: Elui¢do isocratica com NaOH 4,0x10 mol L' como fase mével,
potencial de detec¢do de 0,45 V versus Pd e velocidade da fase mével de 0,40 mL min™.
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Alguns parametros cromatograficos, tais como, tm, tr, t.”, Rs, N, o ¢ k (defini¢des e
formulas apresentadas na Seg¢do 5.3.7, Capitulo V) foram determinados afim de avaliar o
potencial de separacdo da coluna, ,. Os calculos foram realizados a partir de dados
experimentais obtidos na separagdo cromatografica apresentada na Figura 89. Os parametros
cromatograficos encontrados estdo dentro dos resultados esperados para um bom desempenho

cromatografico, como pode ser visto na Tabela 22.

Tabela 22 — Pardmetros cromatograficos para a separagdo de aminoacidos.

Analito tm (min) t-(min) t’ (min) Ry N k a
Lisina 4.95 10.7 5.75 745 2636 1.16 2.16
Alanina 4.95 17.4 12.4 1.85 5221 250 1.17
Glicina 4.95 19.4 14.5 170 2752 293 1.49
Leucina 4.95 21.6 16.7 1.17 6176 436 0.84
Serina 4.95 23.0 18.1 0.88 5662 3.66 -

 Condigdes experimentais como na Figura 89.

O desempenho analitico do CuNPs-RGO/GCE foi avaliado como detector
amperométricos apos a otimizagdo dos parametros de separacdo e detec¢ao dos aminodcidos.
Solugdes padrdes contendo os aminoacidos lisina, alanina, glicina, leucina e serina foram
preparadas com concentragdes no intervalo de concentragio de 1,0x107 a 1,0x107 mol L.
As curvas analiticas foram avaliadas através da analise das concentragdes das solugdes
padrdes (x, mol L'') com as respectivas correntes de pico anddico (v, nA min). O intervalo
linear, LOD, sensibilidade amperométrica, coeficiente de correlagdio e o RSD estdo
apresentados na Tabela 23.

As areas dos picos dos aminodcidos variam linearmente com as concentra¢des no
intervalo de 5,0x107 a 1,010 mol L' com um coeficiente de correlagdo > 0,9990, Figura
90. O LOD foi determinado através da razdo S/N= 3 a partir da concentragdo mais baixa
injetada. Os limites de determinagio variaram de 1,0x10”7 mol L! para a lisina a 1,0x 107 mol
L! para leucina, Tabela 23. O CuNPs-RGO/GCE empregado como detector amperométrico
apresentou alta sensibilidade para os analitos que variaram de 6,1x10° (Leucina) a 2,1x10” nA

mol! L (Serina).
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Figura 90 — Curvas analiticas para detec¢do dos aminoacidos lisina (A), alanina (B), glicina (C),
leucina (D) e serina (E) utilizando o CuNPS-RGO/GCE. Condigdes experimentais como na Figura 89.

A repetibilidade expressa como porcentagem de RSD% de nove injecdes
cromatograficas sucessivas com uma concentracio de 5,0x10° mol L', 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 periodo de 24 h, empregando um tnico elétrodo modificado e solucdes de
aminoacidos 5,0x10° mol L. Os resultados mostraram que a resposta inicial pode ser
mantida em 93 + 3,3 apds 24 h de deteccdo continua, logo, 0 CuNPs-RGO/GCE possui boa

estabilidade a longo prazo.
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Tabela 23 — Desempenho analitico do CuNPs-RGO/GCE empregado como detector amperométrico na detecgdo dos aminoacidos (n= 3).?

Analito Faixa linear Equacio linear da LOD Sensibilidade Coeficiente de RSD

(mol L) regressio (mol L) (nA mol! L) correlagiio linear (%)
Lisina 5,0x107a5,0x10°  y=1,9x10"x + 2,6 1,0x107  1,9x107 +1,5x10° 0,9999 0,80
Alanina 1,0x10%a 1,0x10*  y=1,2x10"x + 4,1 5,0<107  1,2x107 £9,7x10* 0,9999 2,4
Glicina 1,0x10°a 1,0x10*  y=1,7x10"x + 2,6 50107 1,7x107 £ 4,1x10° 0,9991 0,96
Leucina  5,0x10°a 1,0x10%  3=6,1x10%+ 0,12  1,0x10°  6,1x10%+2,3x10° 0,9990 3,9
Serina 1,0x10%a 1,0x10*  y=2,1x10"x + 3,3 5,0<107  2,1x107 £3,3x10° 0,9997 3,0

 Condigdes experimentais como na Figura 89.

6.3.7 Determinacio de aminoacidos em amostra de vinhaca de cana-de-ag¢ucar

A aplicabilidade do CuNPs-RGO/GCE como detector amperométrico na cromatografica idnica com PAD foi demonstrada através da
quantificagdo de aminoacidos em vinhaca de cana-de-actcar de uma usina de agucar e alcool. O preparo da amostra foi realizado conforme o
apresentado na Se¢do 5.3.8 (Capitulo V). A amostra foi diluida com agua ultrapura na propor¢do de 1:1000 para a determinacdo de alanina e
1:100 para quantificar lisina, glicina, leucina e serina, antes de ser injetada na coluna.

A 1identificacao dos picos foi baseada no tempo de retencao especifico dos analitos e foi confirmada pela adigdo de padrdes dos analitos
nas amostras diluidas. Cromatogramas representativos das amostras de vinhaca de cana-de-agucar sdo apresentados nas Figuras 91 e 92.

Os aminoacidos foram quantificados na amostra utilizando o método de adicdo de padrdo. Trés concentragdes diferentes de solucdes
padrdo dos aminoacidos foram adicionados a amostra. A andlise foi efetuada em triplicata, e a curva de calibragao foi obtida através da area do

pico de cada aminoacido em fun¢do das concentragdes adicionadas e relacionadas. Os resultados obtidos sdao apresentados na Tabela 24.
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Figura 91 — Separag¢do cromatografica da amostra de vinhaga de cana-de-agtcar diluida 1:100 com
dgua ultrapura (a) e padrdes de aminoacidos 1,0x10°mol L (b). Picos: lisina (1), alanina (2), glicina

(3), leucina (4) e serina (5). Condi¢des experimentais como na Figura 89.

Através dos resultados obtidos, a amostra de vinhaga de cana-de-agucar contém em

sua composi¢ao lisina, alanina, glicina, leucina e serina. Os aminoacidos alanina e lisina

foram encontrados em maior quantidade na amostra analisada em compara¢do com os

aminoacidos glicina, leucina e serina. Os coeficientes de correlagdo (>0.997) das curvas de

calibracao confirmam a auséncia de produtos absorvidos que poderiam afetar o desempenho

catalitico do NiNPs-RGO/GCE.

Tabela 24 — Teores de aminoacidos em vinhaca de cana-de-actcar.

Analito Determinado (mol L)  Recuperagio (%) RSD (n=3)
Lisina® 1,1x10° £ 3,5x107 98 + 4 3,7
Alanina® 1,2x10° £ 2,1x1078 98 + 4 4,3
Glicina® 7,0x10° + 8,8x107 97 £3 3,0
Leucina® 1,8x10° + 6,7x1078 102+5 4,5
Serina® 5,6x106+£9,7x10® 102 +3 3,2

2 Condigdes experimentais como na Figura 91.
® Condigdes experimentais como na Figura 92.
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Figura 92 — Separagdo cromatografica da amostra de vinhaga de cana-de-agticar diluida 1:1000 com
dgua ultrapura (a) e padrio de alanina 5,0x10°mol L' (b). Pico: alanina (1). Condi¢des experimentais
como na Figura 89.

As recuperagdes médias obtidas por trés injecdes cromatograficas de cada amostra
enriquecida variam de 97% para glicina a 102% para leucina e serina, indicando a exatiddao do
método desenvolvido. A precisdo foi estimada a partir do RSD, através dos experimentos
cromatograficos realizados em triplicado das amostras enriquecidas com trés niveis de
concentracdes e estd 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

determina¢do de aminoacidos.
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6.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Um detector amperometrico foi desenvolvido através da modificagdo de um eletrodo
de carbono vitreo com 6xido de grafeno reduzido contendo nanoparticulas de cobre a partir de
um método eletroquimico. O eletrodo modificado apresentou elevada atividade
eletrocatalitica para a oxida¢do dos aminoacidos estudados em meio alcalino. O eletrodo
modificado foi aplicado com sucesso como detector amperométrico acoplado a cromatografia
i0nica para deteccdo de aminodcidos. O método descrito ¢ simples de realizar, ndo envolve
preparacdo complexa da amostra e ¢ altamente eficiente para a separagdo e quantificacdo
simultanea dos aminodacidos lisina, alanina, glicina, leucina e serina em amostra de vinhaga de
cana-de-acgtcar. O desempenho analitico do método foi demonstrado através da linearidade,
sensibilidade, precisao, seletividade, especificidade em uma ampla faixa de concentracao, e
limites de detec¢do e quantificagdo. A andlise de vinhaca de cana-de-agucar demonstra a
aplicabilidade do método em matriz complexa para a separagdo e determinagdo de

aminoacidos.
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CAPITULO VII. CONCLUSOES

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

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

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

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

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

desenvolvimento de sensores eletroquimicos para detec¢ao de aminoacidos.
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