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Resumo

Titulo: Emprego de ligas de cobre para a detec¢éo direta de aminoacidos em
cromatografia de ions.

Autor: Victor Costa Bassetto
Orientador: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Palavras — chave: ligas de cobre, cromatografia de ions, detecgdo amperométrica
pulsada e aminoécidos.

Esta dissertacdo apresenta os desenvolvimentos realizados para a aplicacéo
de ligas de cobre como detector de aminoacidos em cromatografia de ions. O
trabalho apresenta o desenvolvimento desde estudos eletroquimicos fundamentais,
onde a propriedade de metais como ouro, atual padrao para a técnica, e cobre sao
investigados frente aos aminodcidos. Neste passo a técnica de voltametria ciclica
foi escolhida, pois permitiu explorar os varios fendmenos que ocorrem nos
processos de 6xido reducao das moléculas sobre os eletrodos. Uma particularidade
do trabalho é o eletrdlito, que deve ser também a fase mével da cromatografia, no
caso hidroxido de sédio 0,15 mol L-'. Apds o entendimento dos mecanismos basicos
de Oxido reducdo dos diferentes aminoacidos sobre os eletrodos de ouro e cobre
em meio alcalino, este foi transferido para a aplicagdo em células de fluxo. Nessa
fase observou-se que o cobre puro ndo apresentava suficiente resisténcia a
corrosao que viabilizasse sua aplicacao no sistema de cromatografia de ions. Sendo
assim, optou-se pela aplicacao do bronze como material sensor. O bronze escolhido
possui 86% de cobre em sua composicao e apds comprovacao através de estudos
viu-se que o comportamento de 6xido reducdo dos aminodacidos é similar ao cobre
puro, porém com vantagens na resisténcia a corrosdo. Também foram
desenvolvidos, em conjunto com a University of Southampton, substratos de cobre
que apresentam o efeito SERS. Este trabalho foi realizado para permitir a
investigagdo das espécies intermediarias que se formam entre 0 aminoacido e o
cobre (ll) formado na superficie do eletrodo. Para a aplicacdo em fluxo foi
necessario o desenvolvimento de pulsos de potencial para viabilizar a detecgao dos
aminod&cidos e aumentar o tempo de vida 0til do eletrodo. Apds o desenvolvimento
os pulsos foram otimizados e o sistema foi utilizado para deteccado de valina em
amostras de suplemento alimentar.
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Abstract

Title: Employment of copper alloys for the direct detection of amino acids in ion
chromatography.

Author: Victor Costa Bassetto
Supervisor: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Key-words: copper alloys, ion chromatography, pulsed amperometric detection and
amino acids.

This dissertation presents the developments made for the application of
copper alloys as detector for amino acids in ion chromatography. The work presents
the development from fundamental electrochemistry studies, where properties of
metals such as gold, current standard for the technique, and copper where tested
against amino acids were performed through cyclic voltammetry technique. This
method was chosen for the investigation because it allowed exploring the various
phenomena that occur in the oxide reduction processes of the molecules on the
electrodes. As a feature of the working electrolyte must also be the mobile phase of
the chromatography, where 0.15 mol L' sodium hydroxide was used. After
understanding the basic mechanisms of reduction and oxidation of the different
amino acids over gold and copper electrodes in an alkaline medium, the knowledge
obtained was transferred to the flow cells. At this time it was observed that the pure
copper did not present sufficient resistance to corrosion, limiting its application in ion
chromatography system. Thus, we chose the application of brass as sensor material.
The chosen brass had 86% copper in its composition and demonstration through the
studies, which its redox behavior of the amino acids is similar to those observed on
pure copper, but with advantages in corrosion resistance. In addition, copper
substrates showing the SERS effect was also developed in conjunction with the
University of Southampton. This study was conducted to allow the investigation of
intermediary species that are formed between the amino acid and copper (Il) on the
electrode surface. For application in flow was necessary to develop potential pulses
to enable the detection of amino acids and increase the lifetime of the electrode.
After the development of the pulses, it was optimized and the system was used for
detection of valine in samples of food supplement.
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| - Introducao

[.1 Aminoacidos.

Os aminoacidos primarios sado tidos como os blocos construtores das
proteinas, ou seja eles sdao os monémeros que constituem este polimero. A
polimerizacdo de aminoacidos ocorre como resultado da desidratagdo dos
aminodcidos que se ligam de forma covalente ao aminoacido vizinho. Devido a
importancia biol6gica das proteinas, entender, qualificar e quantificar os seus blocos
constituintes é de grande importancia para o desenvolvimento tecnolbgico e

biotecnoldgico.

Primeiramente sera apresentada a estrutura fundamental dos aminoéacidos.
Os aminoacidos sdo moléculas que tém como estrutura quimica fundamental um
grupo carboxila e um grupo amino, ligados ao mesmo atomo de carbono, neste caso
o carbono a, como apresentado na Figura 1. Os aminoacidos diferem entre si por
suas cadeias laterais ou grupo R, os quais variam em estrutura, tamanho e carga
elétrica e influenciam a solubilidade do amino acido em &gua. Existem 20
aminoacidos primarios e inumeros outros que sao obtidos a partir de reacdes
quimicas ou bioquimicas. Para todos os aminoacidos primarios, exceto a glicina, o
carbono a liga-se a quatro grupos substituintes diferentes: um grupo carboxila, um
grupo amino, um grupo R e um atomo de hidrogénio.
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HyN*—

™

R

Figura 1 Estrutura basica do aminoacido com destaque em azul para o carbono a
e em vermelho para o grupo R.

Através de caracteristicas comuns do grupo R é possivel diferenciar os 20
aminoacidos primarios e 5 classes. As classes em funcao dos grupos R sdo; grupos
R néo polares e alifaticos Figura 2, grupos R aromaticos Figura 3, grupos R nao-
carregados, mas polares Figura 4, grupos R carregados positivamente Figura 5 e
grupos R carregados negativamente Figura 6. Mesmo com esta primeira
classificacdo; existem ainda caracteristicas comuns a mais de uma molécula de
uma mesma classe. Portanto a identificagcdo e quantificacao individual de um dado
aminoacido proveniente, por exemplo, de uma hidrélise de proteinas ndo é algo
trivial. Tanto que a identificacdo dos aminoacidos iniciou-se em 1806 e teve seu fim
somente em 1938(1).

0 0 0 CH, O
H 3
H.AC
HzN\,JLOH 3 “rJLOH <i:fJL0H H3C/L\(J‘0H
NH., NH,,

Glicina Alanina Prolina Valina
. 1 CH, O ’ o
3 2 NH2 2
Leucina Isoleucina Metionina

Figura 2 Aminoacidos que apresentam o grupo R nao-polares e alifaticos.
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Figura 3 Aminoacidos que apresentam o grupo R aromaticos
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Asparagina Glutamina

Figura 4 Aminoacidos que apresentam o grupo R nao-carregados mas polares.
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Lisina Arginina N Histidina

Figura 5 Aminoacidos que apresentam o grupo R carregados positivamente.
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Aspartato Glutamato

Figura 6 Aminoacidos que apresentam o grupo R carregados negativamente.

Uma segunda possivel forma de identificacdo seria a separagéo através do
ponto isoelétrico de cada aminoacido, visto que em diferentes valores de pH os
aminoacidos estariam carregados ou neutros em funcao de sua estrutura basica e
grupos R. Porém, os aminodcidos tém pontos isoelétricos muito préximos,
principalmente dentro de um mesmo de grupo R. Tomando como exemplo a faixa

de pH entre 5 e 7, temos nesta faixa o ponto isoelétrico de 15 dos 20 aminoacidos.

Sendo assim, outros parametros devem ser investigados para a deteccao
individual dos aminodacidos. Uma alternativa seria o uso de espectrofotometria,
portanto identificar os aminoacidos através do comprimento de onda na qual a
absorgcao de luz seja diferente. Contudo, devido as similaridades estruturais as
faixas onde ocorre a absorcdo também sdo similares. Considerando métodos
alternativos aos métodos espectrofotométricos temos os métodos eletroquimicos.
Como apresentado no trabalho de Silva e colaboradores (2), onde eletrodos
modificados séo utilizados para a detecg¢ao de cisteina em amostras de suplemento
alimentar. Contudo, quando é explorado um numero maior de amino acidos temos
como problema que o potencial de oxidagdo varia muito pouco, entre 0s
aminoacidos dependendo do eletrodo de trabalho, mas quando a amostra é
complexa nao é possivel discriminar o sinal de qual aminoacido & proveniente
naquela condicao(3). Portanto, a identificagdo e quantificacdo de aminoacidos por
um método direto sem prévia separacdo dos componentes, utilizando-se de

caracteristicas comuns se torna uma tarefa extremamente laboriosa.
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|.2 Analises de aminoacidos.

Para a analise de aminoacidos devemos levar em consideragdo a
complexidade de misturas que sao caracteristicas as amostras de aminoacidos,
uma etapa de separacdo se faz necessaria. Dentre as técnicas comumente
utilizadas nessa etapa, tem-se a eletroforese (4), cromatografia em camada delgada
(5), cromatografia liquida de alta eficiéncia(6-9) e eletroforese capilar (10). Dentre
estas a cromatografia € aquela que tem o maior destaque e aceitagéo.

Desde suas formas mais simples, como a cromatografia em camada delgada,
até equipamentos complexos como os de cromatografia liquida de alta eficiéncia
tem seu lugar de destaque na ciéncia. Este destaque se da pela capacidade
intrinseca da técnica, até mesmo da origem de seu nome, de separar componentes
de uma amostra complexa para posterior andlise. Atualmente a cromatografia, em
suas mais variadas formas, tem utilizacao difundida nos mais variados laboratérios

desde quimica analitica, bioquimica e quimica organica.

Como apresentado no item |.1 os aminoacidos sdo moléculas muito plurais e
com grupos radicais dos mais diversos, apresentando moléculas com radicais
polares a moléculas com radicais apolares, com pontos isoelétricos ente 2,77 a
10,76. Contudo os aminoacidos nao sao moléculas volateis, o que descarta a
possibilidade de analise por cromatografia gasosa. Portanto, para a quantificagéo
individual dos aminoacidos é necessaria uma técnica que permita adequar os
parametros utilizados na separagcdao dos aminoacidos levando em conta as
caracteristicas Unicas das moléculas que compdem este grupo.

Os principais parametros de separagdo que devem ser considerados
envolvem a relacdo de afinidade do aminoacido entre a fase mével e a fase
estacionaria, além do pH da fase mével. Como apresentado na literatura, uma série
de trabalhos mostram alternativas (7, 11-13) a separacdo dos aminoacidos,
utilizando-se das mais variadas condi¢des para a separagao.



Fica claro que mesmo proveniente de amostras complexas hoje existem
inUmeras alternativas para a separacdao de aminodacidos. Sendo entdo o grande

desafio para este tipo de analise a detecgao individual dos aminoacidos.

I.3 Modos de detecg¢ao de amino acidos em cromatografia liquida.
1.3.1 Detecgéo indireta de aminoacidos

Para a analise de aminoacidos, os sistemas mais utilizados, envolvem
deteccdo a espectrofotométrica com derivatizacao pds coluna. (14). Na Figura 7
esta representada a instrumentacéo utilizada para permitir que este tipo de detecgéo
ocorra. Esta derivatizagdo pds coluna consiste na reagcao dos aminoacidos que sao
carreados da coluna cromatografica com reagentes colorimétricos. Ap6s uma
reacao quimica o produto gerado tem uma faixa ou banda de absorcado em uma
regido de melhor sensibilidade. O reagente mais comumente utilizado para este tipo

de reacgdo é a ninidrina.

Fase estacionaria

Bomba

wla de inje¢do

Detector

/ Descarte

Reagente de
derivatizagdo

Fase movel

Figura 7 Esquema ilustrativo da instrumentacao necessaria para realizacao da
derivatizacao po6s coluna em cromatografos liquidos.

A reacao entre a ninidrina e os aminoacidos esta representada na Figura 8,
o produto formado na reacdo, conhecido como purpura de Ruhemann, tem sua
banda de absorcdo com maximo entre 560 e 580 nm. Contudo, para que a reagao

ocorra, algumas condicdes devem ser respeitadas, primeiramente o pH do meio
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deve estar entre 4 e 8, alguns trabalhos inclusive apresentam que a reacao deve
ocorrer a 100°C e por 10 minutos para que possa ter o melhor resultado(15). Note-
se também a necessidade da inclusdo de uma segunda bomba, forno e um reator

pds coluna para que este tipo de detecgao seja possivel.

0 ? o
== OH ol | _ =
NH, 4 2 | — = S N |
= OH =
0 0 0
Ninidrina Purpura de Ruhemann

Figura 8 llustracdo da reacao que ocorre entre a ninidrina e a aménia proveniente
da oxidacao desaminativa dos aminoacidos. (16)

Embora funcional, este sistema ainda apresenta algumas limitacoes,
primeiramente o tempo para que a reagao ocorra e que dificulta sua aplicacdo em
sistemas de fluxo, além disto, ocorre um alargamento de pico devido a
derivatizacdo. A reagdo com ninidrina necessita de condi¢coes especificas para
ocorrer, o que influencia na escolha da fase mével (15) e ndo ocorre de forma igual
com todos os amino&cidos, sendo que existem trabalhos que mostram que ndo ha

reacao entre a ninidrina e a prolina(16).

Uma segunda alternativa seria o acoplamento do sistema de separagdes a
um espectrometro de massas que permita a identificagdo dos aminoacidos de forma
individual ap6s a separag¢ao. Contudo o preco deste instrumento ainda o torna
proibitivo. O melhor cenario possivel seria a deteccao direta dos aminoacidos apés
a separacao de forma simples e com baixo custo.

|.3.2Detecgéo direta de aminoécidos

Na deteccao direta de aminoacidos o sistema utiliza propriedades e
condigdes que viabilizem a reagdo dos aminoacidos com o elemento sensor de
forma direta. Neste caso a eletroquimica apresenta uma grande vantagem, pois nas

condicbes corretas € possivel promover as reagbes de Oxido reducado dos
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aminoacidos sobre os eletrodos. Sendo que nestas reacdes a troca de elétrons com
o eletrodo é medida de forma direta.

Estas condicdes envolvem a escolha de uma fase estacionaria condutora,
em pH adequado além do material adequado para a confecg¢do do eletrodo que
permita primeiramente que ocorra alguma reacao entre o eletrodo e o aminoacido.
O material eletrédico também deve permitir que a janela de potencial necessaria
para a reacdo de oxido-reducdo seja atingida. Neste momento a cromatografia
liquida de alta eficiéncia com fase normal ou reversa apresenta limitacdes visto que
a maioria das fases moveis utilizadas é composta por solucdes organicas. Sendo
entdo a cromatografia de ions uma excelente alternativa para a utilizagdo na
separacdo de aminoacidos com deteccado eletroquimica direta, devido as
propriedades da fase mével.

|.4 Cromatografia de ions.

A cromatografia de ions figura entre uma das alternativas dentre as
mais variadas técnicas de cromatografia liquida. Um dos principais elementos de
diferenciacao da cromatografia de ions para as demais € 0 uso de solu¢des tampéao
como fase movel. A cromatografia de ions teve seu inicio com os conceitos basicos
da cromatografia de troca i6nica. Estes conceitos passam diretamente pelo
emprego de fases estacionarias com capacidade de troca ibnica. Na Figura 9 tem-

se a estrutura de uma resina de troca catidnica utilizada com essa finalidade.



Troca cationica

Figura 9 Estrutura de uma resina de troca catiénica, onde R é substituito pelo
polimero que forma a resina. Adaptada da referéncia (17).

Seguiu-se o desenvolvimento de técnicas que facilitassem a analise
dos mais variados ions aplicando estas resinas como fase estacionarias. Como fase
movel no caso das resinas de troca catidnica, foram utilizadas solucdes acidas, nas
quais o H* da fase mével causa competicao pelos sitios ativos da resina e de anions,
como Na* e K*. Mediante a diferenca de afinidade dos ions entre a fase mével e a

fase estacionaria os ions sao eluidos.

Neste ponto, fica claro qual a grande vantagem da eletroquimica para
o desenvolvimento de detectores para este tipo particular de cromatografia. As fases
méveis por serem compostas de solugdes eletroliticas, que tem condutividade e os
analitos também facilitam a detecgéo através de métodos eletroquimicos. Visto que
desde métodos como a condutividade até reacgdes de oxido-reducao podem ser
realizadas nestas condicdes. Logo desenvolveram-se os primeiros detectores como
sendo detectores de condutividade, que consistem em células de condutividade.
Essas células quando utilizadas no cromatégrafo sentem a diferenca de

condutividade quando um ion € carreado frente a condutividade da fase movel.

Com a evolugao da técnica de cromatografia de ions novos detectores
foram surgindo. Ndo somente baseados na condutividade do analito, mas agora
também considerando a possibilidade destes analitos sofrerem reag¢des de 6xido-
reducao. Sendo que, além do detector de condutividade, é possivel a utilizacao de

técnicas amperométricas nos detectores.



|.5 Detecgcdo amperométrica de aminoacidos.

A deteccdo direta de aminodcidos em cromatografia de ions por via
eletroquimica estd bem difundida dentre as técnicas comerciais hoje existentes, sua
utilizacdo ainda ndo € tdo comum quanto a derivatizacdo pds coluna, contudo
existem inumeros sistemas comerciais disponiveis (18). O estado da arte da
deteccgao direta de aminodcidos por amperometria pode ser dividida em duas linhas
de pesquisa. Primeiramente, a linha de sistemas comerciais que se valem do uso
de eletrodos de ouro montados nas células de fluxo ou eletrodos descartaveis. A
segunda linha esta na pesquisa realizada na tentativa de obter materiais alternativos
ao ouro para a fabricagéo do eletrodo. Um exemplo disso € o trabalho de Casella,
no qual é demonstrada a possibilidade do uso de cobre como material eletrédico
para determinacdo de aminoacidos em cromatografia de ions (19). Chen e
colaboradores (20) reportam o grande interesse em pesquisar formas alternativas
para a detec¢ao de aminoacidos em eletrodos de ouro. Mais adiante, neste trabalho
serdo apresentados dados que comprovam a necessidade de investir mais em

novos materiais do que em novas formas de deteccdo com o eletrodo de ouro.

A deteccdo amperométrica dos aminoacidos é fundamentada na aplicagcéo
de potencial fixo no eletrodo de trabalho e o registro da corrente proveniente da
oxidacao das espécies ao atingirem o eletrodo de trabalho, sendo que a corrente é
proporcional a concentragdo destas, e os diferentes aminoacidos séo identificados

pelo tempo de retencéo na coluna cromatografica.

A deteccdo de biomoléculas empregando-se a cromatografia de ions com
deteccdo amperométrica iniciou-se com o trabalho de LaCourse e colaboradores
(21). Somente ap6s o trabalho de LaCourse, foi difundida a utilizagdo de
eletroquimica na deteccao de carboidratos, isso ocorreu devido ao desenvolvimento
da técnica de amperometria pulsada onde ciclos de pulsos de potenciais sao
aplicados ao eletrodo de trabalho em ouro para a detecgao de carboidratos. O intuito
de aplicar pulsos de potenciais é melhorar o0 desempenho do eletrodo, pois no caso
dos carboidratos, produtos de oxidacao aderem a superficie do ouro, levando a
queda de sinal ao longo da medida.
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Para a deteccao de aminoacidos o principio empregado é parecido, tanto que
alguns trabalhos presentes na literatura levam em conta a detecgao de carboidratos
e alguns aminoacidos como glicina (22, 23). Ciclos de potenciais sao desenvolvidos
com o intuito de aumentar o tempo de vida util dos eletrodos e viabilizar as medidas.
Temos na Figura 10 o esquema de pulsos de potenciais desenvolvido para a
deteccdo de aminoacidos sobre eletrodos de ouro. Entretanto, devido a magnitude
dos potenciais utilizados, a vida util do eletrodo de ouro é reduzida. Isso se deve ao
fato de que nos momentos do pulso o eletrodo de ouro é mantido em potenciais que
vao além da regidao da oxidacado do ouro em meio basico. Isso leva a degradacao
do eletrodo, pois facilita que ocorra, por exemplo, a formacao de complexos entre o
ouro e o cloreto presente na amostra. Isso ilustra a importancia da busca de
alternativas ao eletrodo de ouro, a fim de garantir analises com eletrodos que
tenham maior vida util, trabalhem em condi¢cdes mais amenas e nao necessitem de

saltos de potencial tao abruptos.
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Figura 10 Pulso de potencial desenvolvido para a deteccdo de aminoacidos.
Adapdado a partir da referécia (24).
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Dentre os materiais eletrédicos alternativos, primeiramente ha que se avaliar
a possibilidade de sua utilizacao, levando em consideracao as caracteristicas do
sistema cromatografico. Inicialmente o material tem que ser capaz de promover
reagbes de Oxido-reducdo dos aminoacidos utilizando como eletrélito aquelas
solugdes que servem de fase mével na cromatografia. Eles tém que apresentar
dentre uma janela de potencial a regido onde ocorram estas reacoes e por fim, tem
que apresentar vantagens que viabilizem sua utilizagéo frente aos eletrodos de

ouro.

Mediante esta série de exigéncias tem-se como alternativa materiais a base
de cobre. O cobre tem uma conhecida atividade catalitica sobre os aminoacidos (3,
22, 25), além de ser um elemento muito empregado na fabricagdo de ligas. Esta
incorporacdo possibilita modular as propriedades fisicas e quimicas do cobre
adequando as caracteristicas do material a sua utilizacao.

|.6 Cobre e suas ligas

Desde os primérdios da humanidade o cobre e o bronze fazem parte dos
objetos do cotidiano humano. Com o avanc¢o da ciéncia e do conhecimento humano,
os materiais foram mais bem planejados e seu uso refinado. O cobre possui
propriedades quimicas, fisicas e eletrbnicas de destaque. No passado foi
amplamente utilizado para confecgdo de bens como langas e jdias e hoje tem seu
lugar de destaque na industria de componentes eletrdnicos (26).

O bronze, uma liga de cobre, estanho e pequenas propor¢cdes de zinco, por
sua vez tem uma aplicacdo em areas onde 0s processos de oxidacao do cobre sdo
danosos. Embora dentre os metais que compdem a liga bronze, o cobre seja 0 mais
resistente aos processos de oxidagdo, quando incorporados todos na liga a
resisténcia a corrosdo é maior. Como exemplo ver a Figura 11, na qual esta um
canhdo de navio que ficou submerso por quase 500 anos € mesmo assim resistiu
em boas condicdes. Do ponto de vista cientifico tem-se na literatura os artigos de
Badawy e colaboradores (27) e Kear e colaboradores (28) que abordam o

incremento de resisténcia a corrosao dos metais quando inseridos em uma liga. Vé-
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se que certos trabalhos datam do inicio do século 20, mostrando a atualidade do
estudo do cobre e suas ligas. (27-30)

I.7 Raman intensificado com efeito de superficie obtido através de

cavidades de segmento esférico.

A espectroscopia Raman é uma técnica espectroscopica usada para
observar modos vibracionais e rotacionais de baixa frequéncia. A técnica se baseia
no espalhamento inelastico da luz monocromatica, como por exemplo, de um laser,
ou também chamado de espalhamento Raman. A luz do laser interage com
vibragbes moleculares, fonons e outras excitagdes no sistema, resultando no

deslocamento da energia dos fétons do laser (31).

O efeito que leva a intensificagdo do sinal de Raman devido ao efeito de
superficie foi primeiramente descrito no trabalho de Fleischmann (32). O efeito
SERS, (do inglés, Surface Enhanced Raman Spectroscopy) € um consideravel
aumento na intensidade do sinal de Raman obtido para uma ou mais moléculas. O
efeito SERS ¢ atribuido a dois efeitos o de aumento em fungéo do campo magnético
e aumento quimico. O aumento em fungao do campo € o mais significante dos dois
e ocorre quando particulas metalicas ou superficies rugosas de metais sdo expostas
ao laser de comprimento de onda adequado. Dentre estes materiais temos mais
comumente os metais prata (33), ouro (34) entre outros (35).
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Figura 11 Canhéo de artilharia do navio britanico Mary Rose que afundou em 1545
e recuperado em 1982. Foto do arquivo pessoal. Museu Naval Porthsmouth —
Agosto de 2013.

SERS é reconhecido, dentre as técnicas analiticas espectroscopicas, como
aquela que tem maior sensibilidade para analises quimicas e bioquimicas (34, 36-
40). A chave para esta aplicacdo € a obtencado de substratos estruturalmente
uniformes com alta sensibilidade para SERS (41). Com isto em mente esta parte do
trabalho descreve a preparacdo um substrato que utiliza segmentos vazios de
esfera para estudo de SERS em eletrodos de cobre. O substrato nanoestruturado
de cobre é produzido através da eletrodeposicdo de cobre através de moldes
uniformes de particulas sub micrométricas ordenadas de poliestireno. Essa etapa
foi realizada, pois é de grande interesse para a aplicagao no sistema cromatografico

entender como ocorre a interagédo dos aminoacidos com o eletrodo de cobre.

O cobre é um material com propriedades Unicas, que tem um importante
papel em algumas doencgas tais como Parkinson onde ele estd associado a
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conjugacao proteica (42). O cobre também atrai um grande interesse como material
com atividade antimicrobiana (43), devido as reacdes que ocorrem com os éxidos
na superficie do metal. Somando-se a estes fatores, o cobre é amplamente utilizado
para oxidacdo e deteccdo de aminoacidos (44-46) em aplicagbes analiticas.
Contudo os mecanismos que controlam a oxidacdo dos aminoacidos sobre cobre
dependem da formacdo de um intermediario entre o 6xido de cobre Il e o
aminoacido. Este intermediario como apresentado em alguns trabalhos da literatura
€ um complexo, porém nao ha consenso dos grupos funcionais envolvidos na

formacao deste complexo (47-50).

O cobre € um metal que apresenta o efeito SERS, logo isto permite uma
técnica sensivel para observagdo das reagdes que ocorrem na superficie deste
metal (51-53). O efeito SERS é geralmente aceito como efeito de duas contribuigdes
para o aumento de sinal em funcao da geometria da superficie; um aumento de sinal
em funcdo da transferéncia de carga decorrente de quimissor¢cao do adsorvido
sobre a superficie metalica e um efeito eletromagnético. Destes dois efeitos a
contribuicdo do efeito eletromagnético € geralmente o mais significativo e nao é
especifica do adsorbato. O aumento em funcao do efeito eletromagnético decorre
da focalizagdo do campo elétrico em certos lugares da superficie do metal e, por
conseguinte, é fortemente dependente da morfologia sobre superficie e forma exata
da rugosidade apresentada na superficie do metal. Contudo, o estudo das reagdes
que ocorrem entre 0os aminoacidos e cobre em meio alcalino sdo desafiadoras,
devido a grande reatividade deste metal nestas condigbes. Para tal, um eletrodo
estruturado de cobre deve ser desenvolvido. Esta estrutura deve fornecer um
grande aumento no sinal, ser facil de preparar, ter uma area superficial bem
definida, ser reprodutivel e estavel. Os eletrodos de surface segment void (SSV) ou

superficie obtida a partir de segmento de esferas atendem estas necessidades.

Como previamente descrito por Mahajan et al. (54), o uso dos substratos SSV
apresentam varias vantagens e como forma de atingir um alto grau de aumento sem
grande rugosidade do eletrodo. Sendo possivel preparar estas superficies com
varios metais diferentes dentre eles, a prata (55), a platina e paladio (56).
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[.8 Motivacao

Devido a relevancia dos aminoacidos para quimica, nutricao e bioquimica a
sua quantificacdo é de suma importancia. Portanto, a motivacdo que rege este
trabalho é o estudo de materiais alternativos para a deteccao direta de aminoacidos
apds separagao cromatografica, permitindo assim o uso de novos materiais para o
estudo destas moléculas. Sendo também parte do objetivo um estudo de como
ocorre a interagdo entre os aminoacidos e o cobre, tornando viavel o emprego do

cobre através de suas ligas na deteccao deste importante grupo de moléculas
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Il Objetivos
[I.1 Objetivo Geral

Avaliar materiais a base de cobre para detecgdo direta de aminoacidos em

cromatografia de ions.

[I.2 Objetivos especificos

e Obter e comparar as respostas obtidas para a oxidagdo de diferentes
aminoacidos sobre eletrodos de ouro, cobre e ligas de cobre.

e Estudar os mecanismos que regem as reagdes de Oxido-reducdo de
aminoacidos em eletrodos de cobre.

e Aplicar os novos materiais em células de fluxo e avaliar os parametros

analiticos, tais como reprodutibilidade, robustez e estabilidade.
e Avaliar uma amostra real de aminoacidos.

e Desenvolver uma plataforma que permita a avaliagdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na oxido redugdo de aminoacidos em eletrodos de
cobre.
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lll - Materiais e Métodos

lll. 1 Reagentes e solugdes

Utilizou-se para realizagdo dos experimentos os seguintes reagentes, os
quais foram empregados sem tratamento prévio: &gua ultrapura Milli-Q
(resistividade = 18,2 MQ.cm, Millipore), hidréxido de sédio 98%, cloreto de potassio,
kit com 21 L-amino&cidos, glicina, DL lisina, DL histidina, DL triptofano, nitrato de
potéssio, creatina mono-hidratada. Todos os reagentes foram fornecidos por Sigma

Aldrich — St. Louis. Todas as solugbes foram preparadas com agua ultrapura.

Nos experimentos de espectroscopia Raman foram utilizados os seguintes
reagentes: esferas de poliestireno monodispersas (Duke Scientific Corporation,
solugdo em 1% de concentragdo em agua com coeficiente de variagdo do diametro
de 1.3%) Sulfato de cobre penta hidratado, cloreto de potassio da marca Fischer
Scientific. Benzenotiol e polietileno glicol de massa molar 400 da empresa Sigma
Aldrich — St Louis.

[ll. 2 Equipamentos

Para este trabalho foram utilizados os instrumentos analiticos descritos a
seguir. O cromatografo utilizado € um sistema modular da Metrohm com um detector
amperométrico modelo 817 — Bioscan (Metrohm AG — Herisau). Bomba de alta
pressao modelo 818 (Metrohm AG — Herisau). Foram utilizadas neste trabalho uma
coluna Carb1 de 250/4.6mm (Metrohm AG — Herisau), uma coluna Hamilton RX-30
de 250/4.6mm (Hamilton Company, Reno EUA.) e uma coluna AminoPac PA10
250/2mm (Thermo Scientific - Dionex).

Para as analises eletroquimicas utilizou-se um potenciostato Autolab, modelo
HAutolab Il e o software NOVA versdao 1.7 e GPES 4.9 para controle do
equipamento. Utilizou-se um sistema de trés eletrodos em que o eletrodo de

referéncia é de Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L'; o eletrodo auxiliar é constituido de um
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fio helicoidal de platina e os eletrodos de trabalho empregados foram de ouro
(comercial, comprado da empresa Metrohm) e os de cobre e bronze preparados no

Instituto de Quimica da Unicamp.

Para as analises de espectroscopia Raman um microscépio eletronico de
varredura marca Philips modelo XL30 ESEM foi utilizado para imagens dos
substratos. Todos os espectros Raman foram coletados com o uso de um
equipamento da marca Renishaw Raman 2000 utilizando um laser de 633 nm HeNe
com area amostrada de 5 ym de didmetro e com poténcia de 3 mW

[ll. 3 Cobre e suas ligas.

Para este trabalho também foram fabricados eletrodos de trabalho de cobre
e bronze. Para isso foram utilizados cobre eletrolitico, bronze TM 620 e bronze TM
23(57), conforme designacdo comercial da empresa fornecedora. Esses materiais
foram a base tanto para os eletrodos convencionais quanto para eletrodos de
trabalho das celas de fluxo.

[1l. 4 Eletrodos.

Para a realizacao deste trabalho foi necesséria a fabricacao dos eletrodos de
cobre e bronze, dois tipos TM 23 e TM 620 bem como as células de fluxo com estes
eletrodos. Esta parte do trabalho foi realizada na oficina de mecénica fina do
Instituto de Quimica da Unicamp.

l1l.4.1 — Construcao de eletrodos convencionais

Os eletrodos convencionais fabricados seguiram os modelos dos disponiveis
comercialmente, como pode ser observado na Figura 12 temos os eletrodos com 0s
4 materiais utilizados neste trabalho. Todos os eletrodos tem 3 mm de diametro do
material sensor e um didmetro total de 10mm. A principal diferenca entre os
materiais utilizados esta que o eletrodo convencional vem isolado com PEEK e o
fabricado na Unicamp em PTFE.
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Figura 12 Eletrodos convencionais utilizados no trabalho.

[11.4.2 Construcao de Célula de fluxo.

Tendo em maos os mesmos materiais utilizados para a construcao dos
eletrodos de disco rotatério, seguiu-se a confecgcao de células apropriadas para uso
em sistemas de fluxo. As células de fluxo construidas seguiram o molde da célula
convencional, no qual a parte do eletrodo de referéncia foi mantida, contudo a parte
do eletrodo de trabalho foi fabricada para poder acomodar os diferentes materiais.
Um esquema ilustrativo esta apresentado na figura Figura 13, em que estédo
indicadas as partes da célula de fluxo. Tem-se o eletrodo de trabalho em posicao
central, logo a fase movel atinge o eletrodo de forma perpendicular, o que leva esta
célula a ter o nome de Wall-Jet. O material de confeccao do eletrodo auxiliar, tanto
na célula comercial quanto nas outras é inox. O eletrodo de referéncia de estado
solido de Ptlr, esta localizado na parte inferior a célula foi utilizado independente do

material em estudo.

Neste passo cabe ressaltar que o bronze TM 23 nao foi utilizado para a
construcao da célula por razées que serdo discutidas mais a frente neste trabalho.
Houve também uma otimizacdo na célula frente aquelas disponiveis

comercialmente, no caso das células apresentadas na Figura 14, as células de
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bronze TM 620 — A e bronze TM 620 — B, hd uma diferenca na profundidade do
contra eletrodo. Isso foi necessario para a diminuicao do volume morto da célula

bem como a diminuicdo da estagnacéo de bolhas no detector.

Uma ultima otimizacao do sistema foi realizada com a redugao do diametro
do eletrodo de trabalho de 3mm para 1Tmm, como apresentado na Figura 15, em
que estao as celulas fabricadas nestas condi¢goes. Note-se que ha uma mudanga
no material de fabricacdo da segunda célula que tem seu material externo em
PEEK, isso se fez necessario devido a baixa resisténcia mecanica do PTFE. Apés
periodos prolongados de uso, o PTFE sofreu um alargamento e como consequéncia
houve infiltracdo de fase movel entre o PTFE e o eletrodo auxiliar.

» Said
Eletrodo de alda
Eletrodo trabalho
auxiliar \
; » Espacador
Eletrodo de _—
referéncia
» Entrada

Figura 13 Esquema ilustrativo da célula de fluxo empregada no cromatdgrafo de
ions.
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Figura 14 Fotos dos eletrodos utilizados na célula de fluxo no cromatdgrafo de ions.
Tem-se a seguinte geometria na célula de fluxo, o eletrodo de trabalho fica no
centro, circundado pelo eletrodo auxiliar, o eletrodo de referéncia esta localizado na
outra metade da célula. Ha na figura a célula de comercial com eletrodo de trabalho
em ouro, a célula ndo comercial com eletrodo de cobre e bronze TM 620. Destaque
para as células de bronze onde a célula A tem o eletrodo auxiliar com 3 mm de
profundidade e a célula B com 1,5mm.
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Figura 15 Fotos dos eletrodos utilizados na célula de fluxo no cromatdgrafo de ions.
Tem-se as células ndo comerciais com eletrodos de trabalho em bronze TM 620,
com eletrodo auxiliar com profundidade de 1,5mm e material externo em PTFE e
PEEK.

[11.5 — Limpeza do eletrodo

Os eletrodos e células de fluxo nao comerciais inicialmente foram lavados em
solucdo de 10% de Extran® em banho de ultrassom por 30 minutos para retirar
residuos Oleos do processo de fabricagcdo. Em seguida foram lavados com agua e
polidos em lixas com granulometria de 400 a 2500, novamente lavados com 4gua e
passados para a etapa seguinte.

Deste ponto em diante a limpeza dos eletrodos segue um procedimento
padrao de polimento em alumina com tamanhos decrescentes, com auxilio de uma
politriz. As solu¢des de alumina continham particulas com tamanho de 1,0, 0,5e 0,3
um. O polimento inicialmente é feito com a solu¢do de alumina com particulas com
1,0 um de tamanho. Durante o polimento o eletrodo é limpo com 4gua e o disco de
polimento trocado e parte-se para a solugao de alumina com particulas de 0,5 pm o
mesmo procedimento é repetido para a solugdo de alumina com particulas de 0,3
um. O eletrodo é polido por 5 minutos em cada tamanho de particula da alumina.
Em seguida o eletrodo é colocado em um banho de etanol:dgua 1:1 e colocado em
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banho de ultrassom por 5 minutos. Por fim o eletrodo é colocado somente em agua

e colocado em banho de ultrassom por mais 10 minutos.

[11.6 Estudos voltamétricos preliminares.

A primeira parte do estudo foi baseada no trabalho de Hampson (25).
Seguindo a abordagem deste autor, os seguintes estudos foram realizados tendo
como resultado o perfil de oxidagdo dos aminoacidos sobre diferentes materiais. A
metodologia adaptada e empregada aos estudos preliminares foi a seguinte:

Ativacéo da superficie: Para garantir a uniformidade da superficie, o eletrodo
passou por uma etapa de ativacao por voltametria ciclica. Para os eletrodos de
cobre e suas ligas a ativacao consistiu na realizacao de 30 varreduras ciclicas com
velocidade de 100 mV s na faixa de -1,6 a +0,8 V versus eletrodo de Ag|AgCl em
KCI 3,0 mol L-'. Para o eletrodo de ouro a faixa de varredura utilizada foi de -0,8 a
0,8 V versus Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L.

Faixa de estudo: Para o estudo as condi¢des utilizadas foram as seguintes.
Para os eletrodos de cobre e suas ligas o estudo foi realizado com 3 varreduras
ciclicas com velocidade de 10 mV s na faixa de -1,6 a +0,8 V versus eletrodo de
Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L'. Para o eletrodo de ouro a faixa de varredura utilizada
foi de -0,8 a 0,8 V versus Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L.

[11.7 Estudo do mecanismo de deteccéo.

O estudo do mecanismo de deteccao dos aminoacidos foi baseado no
trabalho de Zen e colaboradores (58), onde eles apresentam que dois tipos
respostas sdo possiveis, mediante a interacdo do aminoacido com o eletrodo de
cobre. A primeiro sinal ocorre em potenciais entre -0,2 a +0,2 V versus Ag|AgCl, é
atribuido pelo trabalho de Zen a formacao do complexo aminodacido — cobre (Il). J&
em potenciais entre, 0 a +0,8 V versus Ag|AgCl, ocorre a oxidacao do aminoacido
sobre o eletrodo. Neste estudo aminoacidos com diferentes grupos R foram
utilizados.
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[11.8 Estudo da influéncia da camada de 6xido de cobre.

Este estudo pode ser dividido em duas etapas: Primeiramente um estudo em
diferentes velocidades de varredura foi realizado. Neste estudo voltametrias
lineares foram realizadas na auséncia e na presenca de 7,5 10* mol L' de treonina,
em faixa de potencial de -0,5 a 0,8 versus Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L'V, tendo como
eletrélito hidroxido de sédio 0,1 mol L. As velocidades de varredura estudadas
foram de 2,5 mV s a 10 mV s'. O objetivo neste ponto foi avaliar a influéncia do
tempo de oxidacado do eletrodo antes do potencial onde ocorre a oxidacdo do
aminoacido e avaliar a corrente de pico obtida no processo de oxidacdo do

aminoacido.

O segundo estudo consistiu em variar o tempo de crescimento da camada de
oxido de cobre (ll) em eletrélito composto de hidréxido de sédio 0,1 mol L entre 5
e 450 segundos. Para induzir a formagédo do 6xido de cobre (Il) o eletrodo foi
mantido em potencial constante por tempo determinado. Logo apés o final do tempo
determinado, 7,5 10 mol L' treonina foram adicionados ao eletrélito e uma
voltametria ciclica foi realizada para a obtencdo da corrente de pico referente ao
processo de oxidagdo do aminoacido.

[11.9 Estudos em fluxo.

O estudo em fluxo pode ser divido em trés partes como descritas abaixo. Mas
as condicoes comuns para todo o estudo foi a composicao da fase moével com
hidréxido de sédio 0,15 mol L' e acetato de sédio 0,1 mol L', uma vazao de 1

mL.min"' e deteccdo amperométrica pulsada.

111.9.1 Otimizacao do pulso de potencial

O pulso de potencial desenvolvido no trabalho teve suas condicbes
otimizadas frente ao tempo de cada potencial que compdem o pulso. Sendo assim,
inicialmente se otimizou o potencial onde ocorre a formagédo do complexo cobre
aminoacidos, em seguida o potencial de deteccao e, por fim, o potencial referente
a reestruturacao do eletrodo.
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[11.9.2 Robustez do sistema

O sistema foi validado frente a diferentes parametros como estabilidade onde
a fase mével foi testada, vazado de bomba e temperatura. Estes parametros foram
avaliados com n = 10 inje¢des e o calculo do coeficiente de variagao e desvio padrao
relativos foram realizados (59). Neste estudo devido as mudancas pontuais das
condicbes de uso do equipamento as condicbes serdo descritas junto aos

resultados e discussao.

[11.9.3 Estabilidade do sistema.

Para testar a estabilidade duas séries de 50 injecbes de um padrao de 5,0
10 mol L', em duas condigdes foi avaliado. Na primeira condigdo, 25 injegoes
foram realizadas e o equipamento permaneceu ligado e 12 horas depois as outras
25 injecdes foram realizadas. Na segunda condicao o sistema foi desligado apés as
primeiras 25 injecdes e 12 horas depois religado e as inje¢des foram concluidas.

[11.10 Andlise da amostra de suplemento alimentar

A metodologia empregada na analise da amostra consistiu em um protocolo
simples. O preparo da amostra consistiu na abertura de uma capsula do suplemento
do tipo BCAA e seu conteudo diluido a 50 mL de agua ultrapura. Uma curva de
calibracao foi construida, onde a concentracdo esperada dos componentes
estivesse na concentragdo média da curva. Apos a obtengéo da curva de calibracédo

a amostra foi avaliada.

lll. 11 SERS

[11.11.1 Fabricacdo dos substratos.

A secao que descreve a fabricagcao dos substratos para as medidas de SERS
esta descrita de forma mais detalhada na parte de resultados e discussao no
Capitulo VI. Toda esta etapa do trabalho foi desenvolvida na Universidade de
Southampton, UK, sob a orientacao do Prof. Dr. Philip N. Bartlett.
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I11.11.2 Avaliagdo da profundidade da cavidade.

Em um substrato recém-preparado uma faixa de 3 por 10mm foi delimitada.
O eletrodo foi conectado a um mecanismo que permite variagao da profundidade do
eletrodo na solugédo. O experimento foi montado de forma com que os primeiros 200
segundos de deposicao fossem comuns a todo o eletrodo e a cada 100 segundos
o eletrodo seria retirado 1mm da solucéo. Para a dissolucao das particulas foi usado
DMF e como sonda para as medidas de Raman uma solugdo etanoica de
benzenotiol na concentragéo de 1,4 10 mol L.

I11.11.3 Medidas de espectroeletroquimica.

O sistema utilizado para as medicoes de SERS consiste em uma cela
desenvolvida e construida na Unicamp, onde o eletrodo de trabalho (substrato) fica
posicionado no centro da cela e esta apresentado na Figura 16. Esta cela apresenta
uma grande vantagem ao trabalho, pois permitem medidas de
espectroeletroquimica sobre os substratos.

Figura 16 Célula de espectroeletroquimica desenvolvida na Unicamp. Em (A) tem-
se a célula aberta com o substrato exposto e em (B) a célula fechada e conectada
pronta para uso.
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IV — Resultados e discussao - Eletrodos de
Ouro e Cobre

IV.1 — Estudos voltamétricos preliminares

A primeira informag&o que € preciso obter é sobre a capacidade dos materiais
em estudo responderem a Oxido reducado eletroquimica dos aminoacidos no meio
proposto. Logo, este estudo foi planejado para obter informagdes preliminares da
capacidade de 6xido reducdo dos aminoacidos sobre os diferentes materiais
eletrédicos, primeiramente sobre o eletrodo de ouro. Esta estratégia foi utilizada
para que inicialmente fosse possivel acompanhar as reacbes obtidas dos
aminodcidos sobre um padrao conhecido na literatura. Primeiramente, na Figura 17
apresenta-se o perfil voltamétrico do eletrodo de ouro obtido em hidroxido de sddio
0,1 mol L' a 10 mV s de velocidade de varredura. Neste perfil ficam claros o pico
da oxidacao do ouro, que ocorre entre 400 e 600 mV, e o pico de redugéo do ouro,
que ocorre entre 200 e 0 mV.

4,0x10°
2,0x10°

0,0 4

Corrente (A)

-2,0x10°

-4,0x10°

-6,0x10° - y T J T Y T ¥ T ¥ T J T ,
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0.8

Potencial vs Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L’ (V)

Figura 17 Perfil de corrente em fungao do potencial, eletrodo de ouro em hidréxido
de sa6dio 0,1 mol L, varredura iniciando em 0 V e velocidade de 100 mV s,
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Deve-se agora considerar a adicdo do aminoacido ao eletrdlito e para tanto
tem-se a Figura 18. Nela fica claro que ha um aumento na corrente na regiao onde
ocorre a formacao do 6xido de ouro e decréscimo na regido de reducédo do ouro.
Pode-se assumir que ocorre uma reagao de 6xido-reducao da glicina em eletrodo
de ouro, porém, a glicina € o aminoacido que tem como grupo R apenas um atomo
de hidrogénio, sendo entao esperado que a resposta seja dependente da estrutura
fundamental do aminoacido. Mas diante da variedade de grupos R presentes o que
aconteceria com o perfil de resposta?

6,0x10”

Branco
—— Glicina

4,0x10° -
2,0x10°
0,0 -

-2,0x10°

Corrente (A)

-4,0x10°

-6,0x10°

-8,0x10°

T T T T T T T

! I I I I
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Potencial vs Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L™ (V)

Figura 18 Perfil da corrente em fungéo do potencial para o eletrodo de ouro em meio
de hidréxido de sédio 0,1 mol L' (em preto ) e na presenca de glicina (em vermelho)
com a varredura iniciando em 0 V e velocidade de varredura de 100 mV s

Como apresentado na Figura 19 ha diferentes processos para diferentes
aminoacidos, isso se deve principalmente ao grupo R de cada aminoacido
envolvido. Este fato leva a conclusdo de que, como os aminoacidos possuem
diferentes grupos R, ha uma variacao entre as suas respostas de éxido reducao,

caso o0s grupos R interajam com o eletrodo e tenham relacdo com o mecanismo de
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oxido reducao dos aminoacidos. Utilizou-se como exemplo a serina e a glicina, cujas
estruturas sdo mostradas na Figura 20, em destaque a hidroxila, do grupo R da
serina. Neste caso esta hidroxila claramente participa do mecanismo de oxido-

reducao do aminoacido, interferindo assim no formato do voltamograma.

4,5x10° - —— Branco

3,6x10° - ——4,82.10" mol L Serina
2,7x10° - ——9,65.10" mol L Serina
1,8x10°

Corrente (A)

9,0x10° - . g
0,0 - —
9,0610° - v | | |
010 0‘,2 0;4 016 0,‘8 110
Potencial vs Ag|AgCl em KCI 3,0 mol g (V)

3,0x10° -
2,0x10° -
< 1,0x10° -
O 1 /—A —p
= 0,0 -
g 5 —— Branco
2 | ——4,93.10% mol L” Glicina
-2,0x10° - ——9,85.10" mol L Glicina
T T \ T T \ T T \
0,0 0.2 04 0,6 08 1,0

Potencial vs Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L™ (V)

Figura 19 Perfil de corrente em fung&o do potencial para o eletrodo de ouro em meio
de hidréxido de sddio 0,1 mol L' com a varredura iniciando em 0V e velocidade de
varredura de 10 mV s™'. Medidas realizadas com glicina e serina.
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Figura 20 Estruturas moleculares: a) Serina com destaque ao grupo R, b) Glicina.

No caso apresentado na comparagao entre serina e glicina, fica claro que ha
uma reducao no potencial de oxidacdo do aminoacido para a serina. Isso se deve
principalmente ao grupo R que no caso da serina possui uma hidroxila, o que faz
com que a interacao entre o aminoacido e o eletrodo ocorra de forma diferente para
os diferentes aminoacidos. Como alternativa deve-se passar a andlise do
comportamento destes aminoacidos sobre o cobre e estudar a relagédo entre os
grupos funcionais e o tipo de resposta obtida. Tem-se na Figura 21 o perfil de
corrente em fungéo do potencial para o eletrodo de cobre em meio de hidréxido de

sédio 0,1 mol L' nele h& as seguintes transigdes:

Oxidagao de cobre 0 a cobre () que ocorre -400 mV a -150 mV e logo apds
a oxidacao a cobre |l que ocorre entre -125 mV a 0 mV. (60)

Reducéao de cobre (ll) a cobre (l) que ocorre -400 mV a -600 mV e redugéo

de cobre (I) a cobre 0 que ocorre entre -635 mV a -800 mV. (60)
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Figura 21 Perfil de corrente em funcédo do potencial para o eletrodo de cobre em
meio de hidroxido de sodio 0,1 mol L' com a varredura iniciando em OV e velocidade
de varredura de 100 mV s

Quando é adicionado um aminoacido ao eletrélito, algumas mudancas do
perfil voltamétrico do eletrodo ficam claras. Primeiro o aumento de corrente na
regidao de formacdo do hidroxido de cobre I, que é atribuida a oxidacdo do
aminoacido. Mostrando entdo a capacidade do eletrodo de cobre de responder na
presenca de aminoacidos Figura 22, porém também h& um aumento no sinal
correspondente a formacédo do cobre (I) e, como consequéncia, também ha um
aumento no sinal correspondente as redugdes de cobre (ll) a cobre (I) e de cobre
(I) a cobre 0.
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Figura 22 Perfil de corrente em fungao do potencial para o eletrodo de cobre em
meio de hidréxido de sédio 0,1 mol L' ( em preto ) e na presenca de glicina ( em
vermelho ) com a varredura iniciando em 0 V e velocidade de varredura de 100 mV
s

Sabe-se que no eletrodo de ouro, diferentes aminoacidos, ou seja, diferentes
grupos R, causam mudanga no perfil voltamétrico em relacdo ao obtido para o
eletrodo de ouro sem modificagdo. Na mesma condicdo em que se realizam as
medidas no eletrodo de ouro, no cobre se tem os resultados apresentados na Figura
23. Quando os diferentes amino4cidos sdo oxidados em um eletrodo de cobre, a
resposta é idéntica para ambas moléculas, demonstrando que sobre o eletrodo de
cobre 0 mecanismo é relacionado a estrutura do amino acido e que € comum a
todas as moléculas deste grupo. Sendo assim, entdo o grupo R embora possa
influenciar as caracteristicas das moléculas, como solubilidade em agua, ponto
isoelétrico e massa molecular, nao influenciam o perfil voltamétrico de forma
significativa. Foram testados os 21 aminodcidos essenciais, contudo somente o
exemplo da glicina e da serina s&o apresentados por mostrarem de forma clara e

significativa as diferencas observadas para os aminoacidos.
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Esta caracteristica vira a facilitar a aplicacéo deste material, pois neste caso
o grupo R do aminoéacido em estudo néo alteraria a resposta esperada, seja essa
alteracao devido ao deslocamento do potencial de oxidagao para valores maiores
ou menores, dependendo do aminoacido.
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8.0x10* | ——4.82.10" mol L™ Serina
T 9,65.10" mol L™ Serina
o ,UX
2 3.
c 4,0x107
g ]
& 2,0x10* -
O —
0,0
4—
\ ! I ' T ‘ \ I T 1
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
1,0x10° - Potencial vs Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L™ (V)
| —— Branco
8,0x10* { ———4,93.10™ mol L™ Glicina
< 6.0x10* | —9.85.10" mol L' Glicina
= |
e 4,0x10* -
E d
S 2,0x10™
2 i e
0,0 4
T T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

Potencial vs Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L7 (V)

Figura 23 Perfil de corrente em funcédo do potencial para o eletrodo de cobre em
meio de hidroxido de sddio 0,1 mol L' com a varredura iniciando em 0 V e
velocidade de varredura de 10 mV s™'. Medidas realizadas com glicina e seria.

V.2 — Mecanismo de oxidagao.

Seguindo o trabalho de Zen (58), e a metodologia ja apresentada, uma série
de experimentos foi planejada para que fosse possivel identificar quais os possiveis
mecanismos envolvidos na interacdo com subsequente oxidacdo dos aminoacidos
em eletrodos de cobre. Zen descreveu que ha duas regides que podem ser
utilizadas para a deteccao dos aminoacidos. Na primeira delas, em potenciais entre
-0,5 a 0 volts versus Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L', tem-se a formagédo de um complexo
entre o aminoacido com o cobre (l). Na Figura 24 resta em destaque a regido, no

voltamograma caracteristico do cobre em meio basico.
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Figura 24 Perfil de corrente em funcao do potencial para o eletrodo de cobre em
meio de hidréxido de sodio 0,1 mol L' com a varredura iniciando em 0 V e
velocidade de varredura de 100 mV s'. Em destaque regido onde ocorre a formagao
do complexo aminoacido — cobre.

Quando adicionam-se 0os aminoacidos, ha duas respostas distintas como
apresentado na Figura 25. No caso da glicina, a resposta é coerente com o que é
apresentado no trabalho de Zen. Fica clara a diminuicao da corrente em funcéo da
adicdo e aumento da concentracdo dos aminoacidos. Isso se deve a formacao do
complexo entre o aminodacido e cobre (I). Nesta etapa, o aminoacido interage com
0 cobre e estabiliza este 6xido. Nesta estabilizacdo ndo ha a formagédo de novas
camadas, logo a quantidade de sitios que reagem € baixa e a corrente diminui frente
ao eletrodo que estd somente em eletrdlito.
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Figura 25 Perfil de corrente em fungéo do potencial para o eletrodo de ouro em meio
de hidréxido de sédio 0,1 mol L' com a varredura iniciando em -0,4 V e velocidade
de varredura de 10 mV s’'. Medidas realizadas com glicina e seria. Faixa de
potencial onde ocorre a complexacao entre 0 aminodacido e cobre.

Na presenca de serina o perfil obtido é diferente. Neste caso, na regido onde
é esperada a formacgdo de complexo aminoacido-cobre, a energia do sistema ja é
suficiente para que ocorra a oxidagdo do amino4cido. Isto pode ser atribuido ao
grupo R que sofre oxidagédo. Sendo entdo o tipo de interacdo aminoacido - eletrodo
de cobre dependente do grupo R, como no eletrodo de ouro. O que novamente traz

a tona o problema existente com o eletrodo de ouro, diferentes perfis voltamétricos
para diferentes moléculas.
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Com o intuito de avaliar a regido em que de fato ocorre a oxidacao dos
aminoacidos, os experimentos foram conduzidos em potenciais mais positivos,
entre 0 & 0,7 volts versus Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L', destacado na Figura 26.
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Figura 26 Perfil de corrente em fungao do potencial para o eletrodo de cobre em
meio de hidréxido de sodio 0,1 mol L' com a varredura iniciando em 0 V e
velocidade de varredura de 100 mV s™'. Em destaque regido onde ocorre a oxidagao
do aminoacido.

Como pode-se constatar na Figura 27, a glicina e a serina sdo, novamente
empregadas como sonda. Na regido de potencial em estudo, que Zen apresenta
como a regidao em que acontece a oxidacao dos aminoacidos, tem-se uma resposta
que é idéntica para ambas moléculas. Esta informacao foi importantissima para a
continuidade do trabalho, pois é necessario que haja um potencial no qual os
aminoacidos respondam de forma similar para que este possa ser aplicado como
potencial de deteccao no sistema em fluxo. Com os experimentos realizados nesta
parte do trabalho, pode-se ver que este potencial esta nesta segunda regidao com
um valor entre 0,5 a 0,6 V versus Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L.
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Figura 27 Perfil de corrente em funcéo do potencial para o eletrodo de ouro em meio
de hidréxido de sédio 0,1 mol L' com a varredura iniciando em 0 V e velocidade de
varredura de 10 mV s™'. Medidas realizadas com glicina e serina. Faixa de potencial
onde ocorre a oxidacao do aminoacido.

V.3 — Influéncia do éxido

A regido onde ocorre a oxidacdo do aminoéacido é a mesma onde o eletrodo
de cobre sofre oxidacao para o 6xido de cobre I, logo pode-se supor uma clara
relagéo entre o éxido de cobre Il e a oxidagdo do aminoacido(25). Porém, também
se sabe que o 6xido de cobre Il é um isolante. Camadas muito espessas de 6xido
de cobre Il impedem a transferéncia eletrénica, mas, ao mesmo tempo, o 6xido de
cobre Il é necessario para a oxidagao do aminoacido no eletrodo. Considerando
estes fatores a Figura 28 demonstra que conforme aumenta o tempo de oxidagéao
do eletrodo, ou seja a espessura da camada de 6xido de cobre Il formada, ha uma
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gueda na intensidade do sinal referente a oxidagdo do aminoacido utilizado como
sonda.

4,0x10™

Corrente de pico (A)

5 10 95 50 100 150 300 450
Tempo (s)

Figura 28 Intensidade do sinal em funcao do tempo de oxidacao do cobre.

Para a aplicagdo em fluxo, a voltametria ciclica ndo € uma metodologia
interessante. Os métodos eletroquimicos mais utilizados para a detecgéo sao a
amperometria e a amperometria pulsada. No caso do sistema para deteccao de
aminoacidos em eletrodo de cobre, a amperometria ndo sera viavel. Mantendo o
potencial constante durante a medida, a camada de 6xido de cobre Il se tornaria
muito espessa e mudaria a intensidade do sinal obtido, podendo levar até a perda
total de sinal devido ao total isolamento do eletrodo.
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IV.4 Otimizacao do pulso.

Como apresentado no tépico anterior, ha uma impossibilidade do uso da
amperometria como método para a detecgao devido ao crescimento da camada de
oxido na superficie do eletrodo. Para contornar esta questdo e permitir que o
sistema seja usado por longos periodos de tempo sem perdas de sensibilidade e
qualidade da medida, um pulso de potencial teve de ser desenvolvido. A estratégia
para o desenvolvimento deste pulso foi reestruturar a superficie do eletrodo de
forma que a camada de 6xido de cobre |l formada n&o se torne tdo espessa.

Usando os voltamogramas ciclicos do cobre e dos aminoacidos sobre cobre
como referéncia, tem-se que a camada de éxido de cobre Il e a oxidagdo do
aminoacido ocorrem em potenciais de 0,6 V vs. Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L.
Portanto o potencial ideal para a formacéo do 6xido e oxidacao dos aminoacidos.
Um segundo momento do pulso é representado pela redugdo da camada de 6xido
de cobre Il formada. Nao uma completa reducédo desta camada, levando o eletrodo
a cobre metalico, mas um decréscimo da espessura da camada formada. A Figura
29 representa de forma mais clara o pulso de potencial desenvolvido. Note que a
escala de potencial esta versus Ptlr que no caso deste trabalho é o eletrodo de

referéncia utilizado na célula de fluxo.

Uma série de estudos foram realizados para a obtencao do pulso da Figura
29, os tempos de aplicagdo de cada potencial foram otimizados. Para o potencial
de oxidacao, tempo inferiores a 1,35 segundos, influenciam no tempo de reacéo
que permite a interacao entre o aminoacido e o 6xido de cobre Il, o que dificulta a
oxidacao do aminoacido. Tempos superiores a 1,35 fazem com que o tempo total
de pulso seja muito alto, o que se reflete na resolugdo do sistema, idealmente,
quanto mais curto o pulso mais pontos por evento € possivel se obter. O tempo
utilizado na etapa de reducéo foi otimizado considerando 0 menor tempo possivel
para manter uma linha de base estavel no sistema evitando um pulso com tempo

total muito alto.
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Figura 29 Pulso de potencial desenvolvido.

IV.5 — Limitacdes

Apbs o desenvolvimento do pulso de potencial a sua efetividade foi colocada
a prova no sistema de fluxo. Na Figura 30 estdo apresentados os cromatogramas
obtidos com o eletrodo de cobre, com o pulso desenvolvido. Pode-se observar que
inicialmente a linha de base se mantem estavel. Contudo na anélise realizada em

sequéncia a linha de base comecou a sofrer alteracoes.
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Figura 30 Cromatogramas obtidos em célula de fluxo com eletrodo de trabalho em
cobre, tendo como eluente hidréxido de sdédio 0,1 mol L-'. Vazdo de 1 mL min.
Deteccao amperométrica pulsada conforme pulso apresentado na Figura 29.

A conclusao que pode-se obter deste experimento € que o cobre puro nao
possui grande resisténcia a corrosao. Como a medida planejada envolve a oxidacao
forcada do eletrodo em meio alcalino, mesmo utilizando o pulso para contornar a
oxidacao excessiva, ao longo do tempo nao foi possivel evitar a corrosao. Na Figura
31 esta apresentada a consequéncia da medida no eletrodo apds a medida sofrer
alteracdo. Fica claro que a corrosdo do cobre foi danosa ao eletrodo a medida do
uso, mostrando que o cobre puro como material eletrédico para o sistema proposto
é inviavel. Sendo entédo o uso de ligas de cobre uma alternativa muito interessante.
Pois permite aliar as propriedades do cobre, que é o componente majoritario, com

outros metais que aumentam a resisténcia a corrosao.
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Figura 31 — Fotografia retirada apds a abertura da célula de fluxo.
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V — Resultados e Discussao Ligas de Cobre

V.1 — Caracterizacao das ligas de cobre.

Para garantir a qualidade e confiabilidade dos materiais comprados para
fabricacao dos eletrodos, foram feitas analises de EDX (Energy-dispersive X-ray
spectroscopy) e XRF (X-ray fluorescence) a titulo de analise semi-quantitativa dos
componentes majoritarios das amostras. Mesmo se tratando de técnicas
quantitativas, nesta aplicagdo foram escolhidas essas técnicas de forma semi-
quantitativa, pois as informacdes a serem obtidas serviriam para que fosse possivel
comparar os valores com os valores da tabela fornecida pelo fabricante dos
materiais. A preparagdo do material para as analises consistia no polimento dos
metais com alumina 0,3 um até a obtengdo de uma superficie plana e brilhante.
Apés este tratamento os metais foram sonicados em uma solucao de etanol a4gua
1:1, sendo depois as medidas realizadas. Nas Tabela 1 e Tabela 2 constam estes

resultados dos componentes majoritarios presentes nas ligas compradas.

Tabela 1: Comparacgéo das concentragcées dos elementos majoritarios presentes na
liga Bronze TM 23 utilizada para a fabricacdo dos eletrodos.

Componente/Técnica EDX XRF Fabricante
Cu 78,2% 73,9% <70%
Pb Nao detectado 10,6% >20%
Sn 5,2% 4,5% <4%
Zn 10,9% 8,9% >9%
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Tabela 2: Comparagéo das concentragdes dos elementos majoritarios presentes na
liga Bronze TM 620 utilizada para a fabrica¢ao o dos eletrodos

Componente/Técnica EDX XRF Fabricante
Cu 84,9% 87,1% <86%
Pb N&o Detectado 0,5% >1%
Sn 6,9% 7,9% <7%
Zn 5% 4% >5%

As técnicas de EDX e XRF foram escolhidas, pois se tratam de técnicas nao
destrutivas. Além disso, ndo haveria a necessidade de preparo ou digestdo da
amostra para sua posterior andlise. Nos resultados obtidos observa-se que o
elemento chumbo nao é detectado na analise de EDX, isso se deve ao fato de que
nas condicoes de analise empregadas (aceleracao de elétrons utilizada para estas
analises) nao houve energia suficiente para a deteccéo deste elemento. Caso este
parametro fosse mudado, mudaria também a profundidade a qual o feixe de elétrons
penetraria na amostra, podendo até mesmo aparecerem sinais oriundos do porta
amostra. Esse fato levou a necessidade de uso de duas técnicas para a analise da
amostra. Além disto a uma diferenca na penetrabilidade dos feixes, a técnica de
EDX tem melhor condigédo para avaliar a superficie do metal. Quanto a técnica de
XRF tem uma penetragdo maior na amostra, permitindo uma analise mais
homogénea dos componentes. Para observar a proporgdo dos metais na liga,
ambas as técnicas se mostraram viaveis e coerentes com as proporcoes fornecidas
pelo fabricante. Contudo os resultados apresentados por XRF se mostram mais
confiaveis, pois as proporcdes levam em conta o elemento chumbo. Também é
possivel afirmar que os materiais utilizados neste trabalho estdo de acordo com o
desejado.
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V.2 Estudos voltamétricos preliminares do bronze.

Como mostrado no tdpico anterior a maior parte do material que compdéem o
bronze é cobre. Contudo o comportamento eletroquimico deve ser investigado para
analisar a viabilidade do eletrodo frente a oxidacdo dos aminoacidos. Primeiramente
as mesmas condi¢gdes do sistema em cobre foram testadas. Um voltamograma
caracteristico do eletrodo foi obtido. Como apresentado na Figura 32, pode-se
constatar que o perfil voltamétrico obtido é similar aquele para o eletrodo de cobre.
Ficando claro que o bronze pode vir a ser uma boa alternativa, mas em seguida

deve-se avaliar o comportamento frente aos aminoacidos.
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Figura 32 Perfil de corrente em fungéo do potencial para o eletrodo de bronze TM
620 em meio de hidréxido de sédio 0,1 mol L' com a varredura iniciandoem 0 V e
velocidade de varredura de 100 mV s

Quando sao adicionados os aminoacidos o comportamento novamente é
caracteristico ao metal em maior proporgao na liga. Como mostrado na Figura 33.
Mas agora uma segunda questdo surge: Como a proporcéo de cobre na matriz da
liga influencia a resposta obtida? Nas Figura 34 e Figura 35 fica evidente que com

o decréscimo da quantidade de cobre na liga e com os novos elementos, a liga com
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menor quantidade de cobre se torna inviavel para usos futuros. Visto que ha perdas

significativas na intensidade do sinal obtido com este sistema.
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Figura 33 Perfil de corrente em funcéo do potencial para o eletrodo de bronze TM
620 em meio de hidréxido de sédio 0,1 mol L' ( em preto ) e na presenca de glicina
(em vermelho ) com a varredura iniciando em 0 V e velocidade de varredura de 100
mV s
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Figura 34 Perfil de corrente em fungédo do potencial para o eletrodo de bronze TM
23 em meio de hidréxido de sédio 0,1 mol L-1 com a varredura iniciandoem 0 V e
velocidade de varredura de 100 mV s-1 .
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Figura 35 Perfil de corrente em funcéo do potencial para o eletrodo de bronze TM
23 em meio de hidréxido de sédio 0,1 mol L' ( em preto ) e na presencga de glicina
(em vermelho ) com a varredura iniciando em 0 V e velocidade de varredura de 100
mV s

V.3 Mecanismo de oxidacao do aminoacido no Bronze TM 620.

Seguindo a linha de trabalho com o cobre, a Ultima avaliagao a ser realizada
para verificar a viabilidade do bronze como material para oxidacao de aminoacidos
€ a resposta frente a aminoacidos com diferentes grupos R. Utilizando serina e
glicina como sondas, vé-se que, assim como no cobre, as respostas séo idénticas.
Podendo chegar a mesma conclusdo que o mecanismo esta diretamente
relacionado ao grupo aminoacido e nao ha influéncia do grupo R na oxidagao do
aminoacido na faixa estudada.

50



1,4x10°

12x10° | —— Branco
1.0x10° | ——4,82.10" mol L Serina
< 80x10" | ——9,65.10" mol L Serina
L 6,0x10%
c e
O 4,0x10°
Q 2,0x10%
© 0,0 - —
-2,0x10* -4 ; | ; i ; . , : , :
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
A Potencial vs Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L™ (V)
aX 7
1.2x10° _| —— Branco
1 0x10° | ——4,93.10"* mol L™ Glicina
< s0ox10* | — 9,85.107 mol L™ Glicina
L 6,0x10°
C 4
© 4,0x10 1
Q 2,0x10* -
< 0,0 - :
2,0x10° - T - T ‘ T - ‘ - ]
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Potencial vs Ag|AgCl em KCI 3,0 mol L™ (V)

Figura 36 Perfil de corrente em funcéo do potencial para o eletrodo de ouro em meio
de hidréxido de sédio 0,1 mol L' com a varredura iniciando em 0 V e velocidade de
varredura de 10 mV s™'. Medidas realizadas com glicina e serina. Faixa de potencial
onde ocorre a oxidacao do aminoacido.

V.4 Estudos em Fluxo.

Apbs confirmada a viabilidade do uso de bronze como material para a
fabricacao do eletrodo, adequamos agora as condicées de seu uso em fluxo para
extrair os melhores resultados. Neste caso a primeira modificacao foi no pulso de
potencial. Como o bronze é capaz de resistir melhor a corrosao, € possivel aumentar
o potencial de deteccao no final do pulso, sem comprometer a estrutura do material.
Este aumento é interessante pois permite que os valores de corrente obtidos sejam
mais altos. Como apresentado na Figura 37, tem-se o pulso de potencial com este
incremento. Este aumento de potencial foi realizado para deslocar a detec¢cao mais
proximo ao ponto de corrente maxima da oxidagao dos aminoacidos, logo, obtendo
um sinal mais intenso.
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Figura 37 Pulso de potencial otimizado para deteccao de aminoacido com a liga de
cobre.

Na Figura 38 ha o eletrodo de bronze TM 620 apds sucessivas analises. Na
Figura 40 ficam claras algumas questdes. Diferentemente de cobre o eletrodo de
bronze suportou as condicoes de uso sem maiores problemas. Também ficou claro
que no centro do eletrodo, onde o fluxo atinge o eletrodo, o material reage de forma
diferente. Isto fica claro na diferenga de coloragéo das diferentes regides do eletrodo
e se deve ao fato de que as reacdes de oxidacdo dos aminoacidos ocorrem
preferencialmente nesta regido. No resto do eletrodo a superficie somente sofre a
oxidacao e reducado do cobre. Logo, uma forma de melhorar o sistema seria a
diminui¢cdo do eletrodo para um didmetro que fosse compativel a saida do fluxo.
Como apresentado na Figura 39 ha o eletrodo da cela de fluxo com 1 mm de
didametro. Nele pode-se observar que ha pouca mudanca no aspecto do eletrodo
apods o uso. Indicando que toda a sua area eletroativa estda comprometida na
oxidacao dos aminoacidos.
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Figura 38 Célula de fluxo com eletrodo de trabalho com 3 mm de diametro. Destaque
para a regido amarela no centro do eletrodo de trabalho, indicando o local onde o
fluxo atinge o eletrodo.

Figura 39 Célula com eletrodo de trabalho de 1 mm de diametro.

Apoés a otimizagao do pulso de potencial e tamanho do eletrodo de trabalho
na célula de fluxo passa-se ao estudo em fluxo dos aminodcidos. Inicialmente é

necessario determinar a viabilidade do uso do bronze, se diferente do cobre ele nao
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sofreria com corrosao ao longo da medida. Como demonstrado na Figura 40 ha 4
concentracdes crescentes de uma solugao contento valina, isoleucina e leucina. As
concentragdes utilizadas na Figura 40 sdo, em azul 1,0 10*mol L', 1,0 102 mol L™
e 1,0 mol L' de valina, leucina e isoleucina respectivamente. Em verde: 2,5 10 mol
L, 2,0 102 mol L' e 2,5 mol L' de valina, leucina e isoleucina respectivamente. Em
vermelho: 3,75 108 mol L', 3,0 102 mol L' e 3,75 mol L' de valina, leucina e
isoleucina respectivamente. Em amarelo: 5,0 10 mol L', 4,0 102 mol L' e 5,0 mol
L' de valina, leucina e isoleucina respectivamente. Nas condigdes empregadas no
teste em relacéo ao e fase mével e deteccdo amperométrica pulsada, diferente do
cobre puro, o eletrodo de bronze TM 620 resistiu as inje¢des ao longo de mais de
4000 segundos, sem apresentar problemas. Isto pode ser percebido pela clara
manutencdo da linha de base bem como a sensibilidade ao aumento da

concentracao da amostra. Assim, o uso de ligas supera o uso de somente um metal

puro.
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Figura 40 Cromatogramas obtidos em sequencia com concentragdo crescescente
dos componentes da amostra. Vazdo 1mL.min"', fase mével hidroxido de sédio 0,15
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mol L' com acetato de sédio 0,1 mol L'. Deteccdo amperométrica pulsada sobre
eletrodo de bronze de 1 mm de didmetro. As concentracdes utilizadas sdo, em azul
1,0 10 mol L', 1,0 102 mol L' e 1,0 mol L' de valina, leucina e isoleucina
respectivamente. Em verde: 2,5 102 mol L', 2,0 102 mol L' e 2,5 mol L' de valina,
leucina e isoleucina respectivamente. Em vermelho: 3,75 10 mol L, 3,0 102 mol
L-" e 3,75 mol L' de valina, leucina e isoleucina respectivamente. Em amarelo: 5,0
102 mol L7, 4,0 102 mol L' e 5,0 mol L' de valina, leucina e isoleucina
respectivamente.

V.5 Robustez do sistema.

Nesta etapa foram estudados alguns parametros para ver como
influenciariam a concentragcdo da fase movel, temperatura e vazao. Quando a fase
moével foi ligeiramente alterada, passando a ser composta por 0,13mol L' de
hidréxido de sodio, através da diluicdo da solucdo utilizada, o sistema teve um
comportamento onde o coeficiente de variacdo da média dos picos de valina foi de
13,5%. Isto pode ser atribuido ao fato do 6xido precisar de certas condi¢ées de pH
para ser formado e com a otimizagdo do pulso para as condigbes de pH da fase
mével a influéncia do pH se mostrou relevante. Comprovando esta afirmacao, tem-
se a variacao quando hd aumento da concentracao de hidroxido de sédio na fase
mével, neste caso para 0,16 mol L' de hidréxido de sédio. O coeficiente de variagdo
reduziu para 6,14% em relacdo a média dos picos. No estudo referente a
temperatura da sala, com uma variacdo de 2 graus a menos o coeficiente de
variagao entre os picos e a média em condigdes normais ficou em 5,9%. Na situagéao
inversa, com o aumento de dois graus o coeficiente de variacdo entre os picos e a
média em condi¢des normais ficou em 4,9%. Quando a vazdo foi diminuida em 5%,
de 1 mL.min' para 0,95 mL.min", simulando uma bomba com alteragdo, o
coeficiente de variacao foi de 10,03 % frente a média em condi¢gées normais. Isso
pode ser explicado pela menor vazdo promover uma maior difusdo dos

componentes na fase mével e como consequéncia um achatamento dos picos.

Foi passado entdo para a investigacao da estabilidade do sistema. Nesta
etapa o experimento foi planejado para que houvesse o entendimento de como seria
a variacao da intensidade dos picos de valina ao longo de um grande numero de

sucessivas injecoes. Quando consideramos a metodologia aplicada, temos que em
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uma situacado onde 25 injecdes foram realizadas o equipamento foi desligado e
novamente mais 25 injegdes foram realizadas a variacdo dentre as médias de um
dia para o outro foi de 0,8% para a concentragdo de 5,0.10° mol L. Contudo,
quando manteve-se o equipamento com o fluxo ligado e a célula eletroquimica
desligada a variagao entre os dias aumentou para 18,7%. Isso pode ser explicado
pela auséncia de controle no crescimento do 6xido de cobre sobre o eletrodo. No
caso do sistema desligado o crescimento foi baixo entre os dias, contudo no caso
do eletrodo no qual a fase movel passou por toda a noite antes da segunda série de
injecbes, houve um crescimento ndo controlado do 6xido de cobre Il que afetou de
forma significativa a resposta.

V.6. Analise da amostra.

Nesta etapa do trabalho foi desenvolvida a metodologia para a analise de
valina em suplementos alimentares. A valina tem uma atividade interessante no
organismo, uma vez que tem a capacidade de evitar o catabolismo muscular, logo
promove o anabolismo. Sendo ela disponivel em varios suplementos alimentares
do tipo BCAA (Branched Chain Amino Acids ou Aminoacidos de Cadeia
Ramificada), que contém valina, isoleucina e leucina. Para a analise desta amostra
primeiramente obteve-se uma curva de calibragdo com todos os aminoacidos
presentes na amostra. A curva de calibragdo esta apresentada na Figura 41. Para
a obtencdo desta curva e da subsequente analise da amostra os parametros
utilizados sdo os otimizados nos testes de robustez e reprodutibilidade. Nestes
parametros ha a fase mével otimizada com 0,15 mol L' de hidréxido de sédio e 0,10
mol L' de acetato de sddio, temperatura do sistema em 32°C, vazdo de 1 mL.min"
1. Obtivemos para a curva de calibragdo a seguinte equacgao:

Area do pico — 5,6471107°
3,83904 104

Concentracgao de valina na amostra =

Para esta equacao temos R = 0,996 com sensibilidade de 382 pyA L/mol de

valina.
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Figura 41 Curva de calibragdo para a valina.

A andlise da amostra foi realizada com os parametros apresentados na secéo
de materiais e métodos. Esta apresentado na Figura 42 o cromatograma obtido para
a amostra de BCAA. Nele esta claro o pico correspondente a valina que tem tempo
de retencao de 7,5 minutos. Os aminoacidos que possuem picos de retencao em
tempos proximos sé@o a isoleucina e a leucina. Foi encontrado o resultado de 123 +
2 mg por comprimido. Segundo o fabricante do suplemento este tem 125 mg de

valina por capsula.
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Figura 42 Cromatograma de uma amostra de BCAA. Vazao 1mL min', fase mével
hidréxido de sédio 0,15 mol L' com acetato de sédio 0,1 mol L. Deteccdo
amperométrica pulsada sobre eletrodo de bronze de 1 mm de didmetro.
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VI. Resultados e discussao SERS

VI.1 Fabricacédo do substrato

A primeira parte deste trabalho consistiu na preparacdo da cela para
obtencao dos substratos SSV. Para tal, a preparacéao do substrato pode ser dividida
em trés partes, a fabricacao da cela fina, preparacdao do molde com nano particulas
e finalmente a deposicao do metal de interesse.

VI.1.1 Preparacao da cela fina.

Primeiramente uma lamina de microscépio foi coberta como uma camada de
cromo de aproximadamente 10 nm, seguida de uma camada de ouro de 200 nm e
entdo foi cortada com um cortador com ponta de diamante em 8 pedacos, sendo a
superficie do ouro limpa com solugdo piranha. Um espacador, feito de Parafilm®, foi
cortado na forma de um trapézio invertido e utilizado para a construgéo da cela que
é coberta com uma laminula. O esquema esta apresentado na Figura 43. O sistema
possui 3 camadas, que foram aquecidas, em chapa quente a 60°C, para que

ocorresse a promoc¢ao da aderéncia entre elas e assim obter a cela fina.

A 19 mm B 7 mm C Micropipette
[G
13 mm 7 W M 12 mm f \
Y —
Lﬁj 15 mm

Figura 43 Esquema para preparacao da célula para deposi¢dao das nanoparticulas.
VI. 1.2 — Deposicao das nanoparticulas.
Com a cela fina preparada, passou-se para 0 segundo passo que envolve a

concentracdo da solugcao comercial de nano particulas e a sua deposi¢cao sobre a

superficie do ouro na cela final. Primeiramente a solucdo comercial de particulas,
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com 700 nm de diametro e um coeficiente de variacdo menor que 2%, com
concentragao de 1% foi elevada a 1,8%, para que o empacotamento das particulas
seja melhor sobre a superficie do ouro. Essa concentragédo leva a um aumento de
particulas por volume de solugéo, logo quando depositados na cela fina, um
empacotamento mais coesivo € obtido. Para realizar a concentracao das particulas
um simples passo de centrifugacéo a 628,31 rad.s™' por 15 minutos foi realizado.
Ap6s a formacao do precipitado 0 excesso de solvente é retirado e as particulas sao
ressuspendidas.

Da solucéo a 1,8% de esferas de 700 nm, 1,0 x 108 mL , sdo cuidadosamente
adicionados a cela fina. Entre cada adi¢ao o sistema é cuidadosamente agitado para
auxiliar o empacotamento das particulas. Por fim o sistema é incubado por 48 horas

a 14°C em um angulo de 20°. Na Figura 44 esta representada a imagem final da

cela fina com as particulas apds a incubacao de 48 horas.

Figura 44 Compartimento fino preparado com o filme de nanoparticulas formado.
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VI. 1.3 Eletrodeposicao do cobre.

O passo final do processo de fabricacdo do substrato para SERS é a
deposicao do metal de interesse. Para este procedimento a laminula que protege o
arranjo de nano particulas deve ser removida. Este procedimento foi realizado
através do aquecimento para o amolecimento do Parafim®. Apo6s a fusido do
Parafilm® com o auxilio de pincas a laminula foi removida, expondo assim as nano
particulas. O proximo passo consistiu na delimitacdo da area onde se desejava
realizar a eletrodeposicao. Isto foi feito simplesmente cobrindo a area onde nédo se
desejava depositar com esmalte a base de poliacrilamida.

Com a area eletroativa definida podemos passar entdo para a deposi¢ao do
metal, cuja as condigdes serdo tratadas em detalhes mais a frente. Apds a
deposi¢do do metal as nano particulas de poliestireno foram dissolvidas, através da
imersdao do substrato em DMF por 4 horas. Esta etapa pode ser demonstrada
atraves da ilustragdo na Figura 45.

Figura 45 — llustracdo grafica dos filme apds eletrodeposicdo de cobre (A) e
dissolugdo das nanopatrticulas (B).

VI. 2 Eletrodeposicao de cobre.

A eletrodeposicao de cobre sera discutida em detalhes nesta parte, pois sua
otimizacao foi crucial para o sucesso do projeto. Pois para a obtencdo de bons
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espectros de SERS, um substrato brilhante e pouco rugoso tem que ser preparado.
Portanto, para atingir estas condi¢des, parametros como potencial aplicado na

eletrodeposigcéo e banho de eletrodeposic¢ao tiveram que ser otimizados.

VI.2.1 Potencial aplicado para eletrodeposicao de cobre.

Um fator crucial para o controle da eletrodeposicdo de cobre € o potencial
aplicado. Cobre é um dos metais de mais facil eletrodeposi¢cdo com centenas de
metodologias possiveis de serem aplicadas para este fim. Contudo para preparar
os substratos de forma simples e reprodutivel o potencial aplicado na deposicao
teve que seguir os critérios a serem apresentados. A deposicao teria que ser rapida
para que uma série de pontos de nucleacdo fossem gerados, obtendo assim
pequenos graos, porém nao rapida demais a ponto da camada ter um crescimento
desordenado. Para tanto, o potencial de deposicédo nao poderia ser muito diferente
daquele valor obtido para o potencial de circuito aberto (PCA). Contudo, deve-se
levar em consideragao o tempo total para a eletrodeposi¢cao do cobre, tempos muito
longos levariam a formagdo de uma camada espessa de 6xido de cobre na
superficie do metal depositado. Para este sistema em especial, tendo o substrato
com as nano particulas como eletrodo de trabalho, eletrodo de Ag|AgCl em KCI
saturado como eletrodo de referéncia e uma grade de platina como eletrodo auxiliar
o potencial de circuito aberto ficou em torno de 0,0 V.

Uma faixa de potenciais foi escolhida, a cada ponto um decréscimo de 50 mV
era realizado, sendo o ponto inicial o PCA. A solucdo escolhida para os primeiros
testes foi uma solugdo de 0,1 mol L' de sulfato de cobre penta hidratado. No
potencial de -0.05 vs. Ag|AgCl em KCI saturado, ndo ocorreu deposicdo em 15
minutos de experimento. Com um segundo decréscimo de potencial de 50 mV a
deposicao ocorreu, e apds 4 minutos ja era possivel visualmente identificar uma
camada de cobre depositada na superficie. Como apresentado na Figura 46, ha a
figura de microscopia eletrdnica de varredura do filme com a estrutura proposta.
Contudo ha ainda graos de cobre na superficie o que dificulta que o substrato tenha
baixa rugosidade. Isso ocorre devido a deposicao ocorrer preferencialmente em
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certas areas do eletrodo. Uma forma de contornar esta questao € a utilizacao de
aditivos no banho para que previnam esta deposicao inespecifica de cobre.
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Figura 46 Imagem de microscopia electrénica de varredura do substrato de cobre
apods a eletrodeposicao a partir da solugéo de 0,1mol L' de sulfato de cobre. Em A
vé-se a imagem com 1000x de aumento, B 8000x, C8000x com medida do tamanho
da cavidade formado e em D10000x com as medidas de tamanho das cavidades
formadas.

VI.2.2 — Solugéo de eletrodeposi¢ao para o cobre.

A solucao utilizada para a eletrodeposicao de cobre, proposto neste trabalho,
consiste no uso de uma solucdo de sulfato de cobre penta hidratado na
concentragdo de 0,1 mol L'. Contudo, devido a qualidade do material obtido, a
aplicagdo de aditivos se fez necessaria para melhorar a qualidade do substrato
obtido. Como aditivos na solucédo de eletrodeposi¢cdo foram utilizados polietileno
glicol (PEG) e cloreto de potassio KCl. O PEG tem a propriedade de inibir a
deposicao de cobre, 0 que parece ir contra as intengdes neste momento do trabalho,
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contudo a sua adigédo controla a deposicao e ajuda na obtencdo de uma superficie
pouco rugosa e brilhante. O cloreto de potassio entra como uma fonte de cloreto
qgue em sinergia com o PEG reduz a taxa de deposicao do cobre. Apresentado na
Figura 47 e na Figura 48 estao os substratos depositados nestas condi¢des, através

das imagens fica claro a melhoria na qualidade dos substratos obtidos.

Figura 47 Imagem de microscopia eletrdnica de varredura do substrato de cobre
apoés a eletrodeposicdo a partir da solugdo de 0,1mol L' de sulfato de cobre com
PEG e KCI. Em A vé-se a imagem com 1200x de aumento, B 1500x, C5000x e em
D 6500x.
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Figura 48 Imagem de microscopia eletrénica de varredura do substrato de cobre
apos a eletrodeposicdo a partir da solugdo de 0,1mol L' de sulfato de cobre com
PEG e KCI. Em A vé-se aimagem com 12000x de aumento, B 12000x com medida
de tamanho das cavidades, C15000x e em D15000x com medida do tamanho da
cavidade.

VI. 3. Caracterizagédo do Substrato

VI1.3.1. Profundidade das cavidades e fator de aumento.

Apoés a obtencao de um substrato SSV de boa qualidade o trabalho continuou
no sentido de avaliar a profundidade do poro com a magnitude do sinal de Raman
obtido e sua reprodutibilidade. Primeiramente um espectro Raman do substrato foi
obtido, como apresentado na Figura 49 Em continuidade ao trabalho, diferentes
tempos de deposigdo foram utilizados para variar o tamanho das cavidades
geradas. A partir da metodologia apresentada sete regides foram obtidas onde o
cobre foi depositado sobre as particulas em diferentes alturas. A Figura 50
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apresenta o resultado dos espectros obtidos para as sete diferentes regides

utilizando benzenotiol como sonda.

O espectro SERS obtido para cada regiao demonstra que as diferentes condigbes
do filme obtidos impactam o sinal SERS. Como pode ser observado nas regides 1,
3 e 6 ha um baixo sinal de linha base. Contudo a regido 2, obteve-se sinal com
melhor relag&o sinal ruido. Esses resultados estdo de acordo com o que é visto nas
imagens de microscopia eletrénica. Esta apresentado nas Figura 51, Figura 52,
Figura 53 e Figura 54 o efeito de aumento no tempo de deposicdo. Com 0 aumento
do tempo, blocos de cobre acabam sendo depositados na superficie, levando a
formacao de rugosidades. Mesmo que nestas condigdes seja possivel obter o sinal
de SERS, devido a irregularidade da superficie a reprodutibilidade da mesma ficara
comprometida. Sendo assim, para a continuidade do estudo a superficie que
corresponde a regiao de numero 2 foi escolhida, aquela cuja a deposicao de cobre

levou 300 segundos.

6 mw 151

T J T y T
500 1000 1500

NUmero de onda / cm1

Figura 49 Espectro Raman do substrato de cobre puro. Tempo de aquisi¢cao de 10
segundos. Laser de 633 nm com potentcial de 3mW.
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Figura 50 Espectros Raman obtidos para benzenotiol sobre o substrato SSV de
cobre. 10 segundos de acumulagdo com um laser de 633 nm com poténcia de 10
mW.

Como demonstrado na Figura 50 o sinal de SERS varia conforme a
topografia do eletrodo. Portanto a condicdo otimizada para a obtencao do substrato
€ a seguinte: Solucao de eletrodeposicao contendo sulfato de cobre penta hidratado
0,1 mol L', 1 mL por litro de PEG e 1,0.10® mol L' de cloreto de potéssio. O
potencial de deposicéo foi de -100 mV vs. Ag|AgCl em KCI saturado. O que sobre
as particulas de 700 nm origina um substrato com cavidades com diametro
aproximado de 450 nm. Este didmetro foi calculado através das imagens de
microscopia eletrbnica de varredura e a profundidade obtida foi de

aproximadamente 300 nm.

Outro parametro interessante a ser abordado é o tamanho da cavidade
formada. Como apresentado por Cintra et. al (41), hd uma direta relagdo entre a
profundidade da cavidade e o efeito SERS. Com particulas de tamanho diferentes,
diferentes cavidades serdao geradas. Portanto diferentes periodos de deposicao
levarao a diferencas no tamanho da cavidade. Como apresentado nas Figura 51 e
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Figura 52 o tamanho da cavidade varia pouco em fung¢ao do tempo de deposicao,
mas isto esta relacionada a deposicdo preferencial em sitios de nucleagdo. A
consequéncia desta deposigcao preferencial é a formacgao de filmes ndo uniformes,
como apresentado nas Figura 53 e Figura 54.

Figura 51 Imagem de microscopia eletrdnica de varredura do substrato de cobre
apds a eletrodeposicao a partir da solugdo de 0,1mol L' de sulfato de cobre com
PEG e KCI. Em A vé-se a imagem com 1200x de aumento, B 1500x, C5000x e em
6500x.
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Figura 52 Imagem de microscopia eletrénica de varredura do substrato de cobre,
referente a regido 3, apds a eletrodeposicio a partir da solugcdo de 0,1mol L' de
sulfato de cobre com PEG e KCI. Em A vé-se a imagem com 1200x de aumento, B
5000x, C 15000x e em 15000x com medida do tamanho das cavidades obtidas.
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Figura 53 Imagem de microscopia eletrdnica de varredura do substrato de cobre,
referente a regido 5, apds a eletrodeposicdo a partir da solugdo de 0,1mol L' de
sulfato de cobre com PEG e KCI. Em A vé-se a imagem com 1200x de aumento, B
5000x, C 15000x e em 15000x com medida do tamanho das cavidades obtidas.
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Figura 54 Imagem de microscopia eletrénica de varredura do substrato de cobre,
referente a regido 7, apds a eletrodeposicédo a partir da solucdo de 0,1mol L' de
sulfato de cobre com PEG e KCI. Em A vé-se a imagem com 1200x de aumento, B

5000x.
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V1.3.2 Avaliagéo do fator de aumento.

A Figura 55 apresenta a estrutura da molécula de benzenotiol. Esta molécula
€ uma sonda excelente para a medida de SERS, devido a suas caracteristicas.
Dentre estas caracteristicas temos o grupo tiol que interage com o metal do
substrato de forma muito forte e ajuda a alinhar o anel benzénico perpendicular a
superficie. Esta orientacdo beneficia a medida, j& que os modos ressonantes do

anel benzénico geram sinais intensos no espectro SERS obtido.

SH

Figura 55 molécula de benzenotiol.

O fator de aumento para o substrato de cobre foi calculado com base no
trabalho de Adbelsalam et al. (34) onde o fator obtido para o cobre é 10 vezes menor
qgue aquele obtido para 0 mesmo tipo de substrato, porém em ouro. Isso se deve ao
fato que, mesmo esperado uma intensidade maior do sinal para o cobre (35), a
camada de 6xido de cobre, por mais fina que seja, interfere nas propriedades
Opticas do material.

A atribuicdo dos picos para o benzenotiol esta apresentado na Tabela 3 e
seguem o trabalho de Abdelsalam et al. (34). Os picos largos que aparecem na
regido de 400 cm™ a 600 cm™!, podem ser atribuidos aos sinais dos éxidos de cobre
Il e seus sub picos como em 616 e 513 cm™ (61).
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Tabela 3 Atribuicédo de picos para o benzenotiol, conforme o trabalho de Abdelsalam
et al. (34)

Numero de onda/cm-! Atribuicdo
a v( C-C-C)
998 1
1022 a v(C-H)
1079 a1v( C-C-C) e v(C-S)
1579 a1v( C-C-C)

V1. 4 —Medidas SERS de aminoacidos em substratos SSV de cobre.

VI.4.1 Aminoacidos aromaticos.

Para avaliar a possibilidade de aplicagdo dos substratos SSV para
investigacdo dos aminoacidos, foram testados aminodcidos aromaticos. Estes
aminodcidos foram escolhidos, pois as vibragdes do anel aromatico geram sinais
intensos de Raman, facilitando assim a interpretacdo destes sinais. O primeiro
aminoacido avaliado foi o triptofano, o qual a molécula é apresentada na Figura 56.
A molécula de triptofano possui um anel aromatico o que gera uma grande secao

de Raman, ajudando na obtencédo de um espectro com picos intensos e claros.

O

Figura 56 molécula do triptofano.
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A primeira condicao testada para a obtencéo dos espectros dos aminoacidos
envolveu a medida em diferentes potenciais. Sendo o perfil de potenciais
apresentado na Figura 57. Inicialmente foi escolhido o potencial de circuito aberto.
Porém, como apresentado na Figura 58, nenhum sinal foi obtido, além daqueles
que correspondem ao 6xido de cobre Il (61). O potencial entdo foi deslocado a
valores mais positivos promovendo a formacao do complexo cobre || aminoacido.
Este passo foi realizado com o intuito de observar mudangas no espectro que
corresponderiam a formagao do complexo. Porem nesta condi¢do nenhum sinal foi
obtido. Por fim o potencial foi deslocado a valores negativos, onde a camada de
oxido de cobre |l seria reduzida. Nesta condicao foi possivel a obtencao do espectro

Raman do aminoéacido sobre o substrato SSV de cobre.
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Figura 57 Degraus de potencial usados para a obtencao do espectro do triptofano
no substrato SSV de cobre.

O potencial escolhido para permitir que os espectros Raman fossem obtidos
foi de -0,65 V vs Ag|AgCl em KCI saturado. Neste potencial o espectro dos

aminoacidos foi coletado e foi possivel ver 0 surgimento de picos. Isso significa que

73



nestas condi¢des € possivel ver a interacao entre os amino4cidos e o substrato de
cobre. Isto pode ser confirmado, visto que o sinal SERS s6 surge a partir da
interacdo da molécula com a superficie do substrato, pois se o sinal fosse
proveniente somente da molécula em solugao diferentes modos vibracionais seriam
excitados. Além disto, a concentracdo das moléculas em solucéo, neste caso 2,0
104 mol L' de triptofano em hidréxido de sédio 0,1 mol L', é muito baixa para obter
um sinal proveniente da solugc&o. Portanto, pode-se concluir que é possivel obter
um sinal da interagdo dos aminoacidos com cobre, mesmo em baixas
concentracbes, desde que o0 experimento seja realizado sob controle
potenciostatico. Na Tabela 4 esta a atribuicdo de picos para o triptofano.

300,00

+0.25V -1
+0.25V -2
——OCP -1
OCP -2
- 0.65V-1
- 0.65V-2
- 0.65V-3
-0.65V-4
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-0.65V-6
- 0.65V-7
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Figura 58 Espectros obtidos para o triptofano em substrato SSV de cobre. Tempo
de aquisicdo de 10 segundos com laser de 633 nm, potencial aplicado no eletrodo
€ dado no inserto do grafico com valores expressos em funcao do eletrodo de
referéncia de Ag|AgCl em KClI saturado. Concentracéo de triptofano de 7,5 10 mol
L' em hidroxido de sédio 0,1 mol L.
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Tabela 4 Atribuicéo de picos para ao triptofano.

Numero de onda/ Atribuicao Ref. (62) nUmero

cm’! de onda/ cm™!
465 vR,r 462

1071 yNHs*, BH(C) 1066

1324 BH(C), wCH:2 1321

1378 wCH2, BCH 1367

1426 v(r) v(R) 1418

1508 N/A

1574 V(R), v(r) 1564

VI.4.2 Aminoacidos ndao aromaticos.

Acima vimos que foi possivel obter espectros de SERS de aminoacidos
interagindo com o cobre. Neste ponto do trabalho ird demonstrar-se que o sistema
proposto também propicia a obtencdo de espectros de moléculas com baixas
secOes de Raman. Nesta etapa foi estudada a obtencao de espectros de serina e

glicina, as quais suas estruturas estdo apresentadas na Figura 59.

Chegou-se aqui a um ponto chave do trabalho. A glicina é o aminoacido
estruturalmente mais simples de todos, o que sugere que as interagdes entre ela e
o cobre serdo causadas pela estrutura fundamental dos aminoacidos e ndo por seus
grupos R. Além disto, tem-se que o espectro obtido mostra uma clara amplificagéo
dos poucos modos vibracionais presentes para esta molécula, provando que a
técnica é viavel para ser aplicada a todos os aminoacidos.

A serina é um aminoacido cuja eletroquimica é muito interessante. Devido a
hidroxila no grupo R, ele pode ter um comportamento de oxido redugédo Unico.
Portanto é de grande interesse entender a interagcao desta molécula com o eletrodo
de cobre.
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Figura 60 Espectros obtidos para glicina e serina sobre o substrato SSV de cobre.
Tempo de aquisicdo de 10 segundos com laser de 633 nm, potencial aplicado sobre

o eletrodo de trabalho de -0,65 V vs Ag|AgCl em KCI saturado. Concentracao de
glicina 9,8 10* mol L' e serina 7,5 10* mol L' em hidréxido de sédio 0,1 mol L.
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Como apresentado no trabalho de Zhu et al. (63), algumas modos
vibracionais podem ser correlacionados, porém sem atribuigcdes de picos. Contudo
cabe chamar a atengdo ao pico que aparece na regido de 1327 cm-'. Este pico é
atribuido no trabalho de Zhu como um marcador da glicina e esta presente nos
espectros obtidos neste trabalho. Portanto € possivel concluir que a glicina interage
com o eletrodo de cobre proposto.

Tabela 5 Atribuicao de picos para serina.

Numero de onda / Atribuicao Referéncia(64)

cm- numero de onda
/cm-

1145 N/A

1324 N/A

1348 O0CH + & estrutural. 1354

1388 0COH + wCH2 wagg.+06 estrutural. 1422

1478 GCH2 1464

1532 N/A

Os resultados obtidos com a glicina e a serina foram muito encorajadores,
pois se 0s aminoacidos mais basicos apresentam sinal, este sistema é capaz de
responder a todos os aminoacidos. Podendo no futuro ser utilizado para elucidar o
mecanismo de interacdo entre os aminoacidos e o cobre, ponto de grande

discussao na literatura.
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VIl — Conclusoes

Os estudos desenvolvidos neste trabalho permitiram que objetivos
pretendidos fossem atingidos. Primeiramente, que o estudo de materiais
alternativos é de grande interesse para a eletroanalitica. Isso se deve por que ha
uma série de limitagbes nos materiais hoje em uso, seja frente ao custo ou a falta
especificidade. Nesta busca de novos materiais, muitas vezes questdes simples
passam despercebidas. No caso deste trabalho, pdde-se demonstrar que a
eficiéncia do uso de eletrodos de ouro para a deteccao de aminoacidos € baixa. Isso
se deve ao fato que o mecanismo de Oxido-reducdo dos aminoacidos sobre o
eletrodo ouro tem ligacao direta com o grupo R dos amino&cidos.

No sentido de encontrar uma alternativa que explorasse melhor as
propriedades dos aminoacidos partiu-se para a utilizagao de eletrodos de cobre. O
cobre puro mostrou-se um desafio consideravel, devido a sua baixa resisténcia a
processos de corrosao nas condi¢cdes experimentais. Como alternativa adotou-se a
utilizacdo deste metal em ligas metalicas. Esta alternativa € de grande interesse ao
campo da eletroanalitica, pois mostra uma alternativa ao uso dos metais de forma
isolada. O uso das ligas permite o controle das propriedades de interesse dos
eletrodos desenvolvidos, com um aumento significativo da resisténcia a processos

COrrosivos.

Considera-se como passo determinante para o sucesso na utilizagéo de ligas
de cobre na eletroquimica, entender o comportamento das moléculas alvo sobre o
eletrodo desenvolvido. O estudo cauteloso dos mecanismos de reacoes deve ser
realizado garantindo a eficiéncia dos novos materiais frente ao metal puro. Pode-se
concluir que esta etapa foi realizada com sucesso no presente trabalho, no qual foi
determinado que o mecanismo que rege a 6xido-reducao dos aminoacidos sobre o
eletrodo de bronze é aquele mesmo que rege sobre o eletrodo de cobre.

Outro ponto de destaque neste trabalho, frente a investigagdo dos
mecanismos de reagao entre os aminoacidos e o cobre, € o0 desenvolvimento de um

substrato em cobre para a obtencao do sinal Raman com efeito de superficie. Muito
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se discute sobre a possibilidade do uso de cobre para estudos de SERS. Porém,
este é o primeiro trabalho desenvolvido de forma a planejar um substrato para obter
o sinal de SERS de forma reprodutivel e com baixo tempo de aquisi¢cdo e poucas
acumulagdes. Isto demonstra que um bom planejamento do substrato permite a
realizacdes de analises de forma otimizada. O sucesso deste trabalho pode ser
medido pela capacidade de observar as interagdes entre aminoacidos simples como
a glicina e a serina com o substrato planejado. Mostrando que um bom
planejamento e um estudo cauteloso levam a algo inovador.

Por fim, ao longo deste trabalho muito se discutiu sobre as propriedades das
ligas serem beneficiais ao sistema. Em particular, no caso da liga de cobre utilizada,
comprovadamente houve melhora no desempenho do sistema, tornando-o mais
resiste a corrosdo. Assim, pode-se concluir que o uso da liga de cobre, além da
semelhanca em mecanismos, trouxe avangos no quesito aplicabilidade do sistema

proposto.
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IX - Perspectivas Futuras

As perspectivas futuras deste trabalho podem ser direcionadas a aplicacao
deste material em sistemas de fluxo. Para tal, alguns parametros ainda devem ser
determinados, tais como a sensibilidade individual de cada aminoacido. Aliado ao
desenvolvimento de uma nova célula de fluxo para o cromatografo a fim de
aprimorar a sensibilidade do sistema. O projeto contaria com as condi¢cdes de
operacao do sistema em particular, sendo assim possivel se beneficiar da aplicagéo
das ligas de cobre. Outro ponto de destaque, viria da aplicacdo do substrato para
SERS, desenvolvido para estudar de forma mais profunda a interagdo entre
aminodcidos e cobre, bem como entre cobre e outras moléculas de interesse. As
informacdes provenientes da interagdo entre a molécula e o cobre, obtida com o
uso da espectroeletroquimica, poderiam trazer direcionamentos de para onde

seguir com o desenvolvimento.
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