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RESUMO

Ferreira, L.M.C. Caracterizacdo e Aplicacdo Analitica de Eletrodos Modificados com
Sistemas Porfirinicos Supramoleculares. 2015. 166p. Tese de Doutorado - Programa de Pds-
Graduacao em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Estudos com eletrodos modificados foram conduzidos utilizando dois sistemas porfirinicos
supramoleculares diferentes. O primeiro foi baseado na modificacdo de eletrodo de carbono
vitreo com uma porfirina de niquel tetrarrutenada, [Ni'TPyP{Ru"(bipy),CI}.]*". A
modificacdo do eletrodo foi realizada por meio de sucessivos ciclos voltamétricos em meio
alcalino (pH 13), gerando um eletrodo com caracteristica similar a eletrodos modificados com
a-Ni(OH),. A caracterizacdo quimica do filme formado foi realizada através das técnicas de
voltametria ciclica, ressonancia paramagnética eletrdnica, espectroscopia eletrénica por
reflectdncia e espectroscopia Raman com ensaio espectro-eletroquimico. Os resultados
sugerem a formacdo de um polimero de coordenacdo, [p-O.-Ni'"TPyP{Ru"(bipy),Cl}4]n,
composto por subunidades porfirinicas ligadas entre si por pontes p-peroxo axialmente
coordenadas aos atomos de niquel (Ni-O-O-Ni). O crescimento do filme apresentou
dependéncia da alcalinidade do meio pela formacdo do precursor octaédrico
[Ni(OH), TRPYP]** em solucdo, pela coordenacéo de OH™ nas posicBes axiais do 4tomo de
niquel. O processo de eletropolimerizagdo indicou a participacdo de radical hidroxil, gerado
por oxidacdo eletrocatalitica da &gua nos sitios periféricos da porfirina contendo o complexo
de ruténio. O mesmo eletrodo foi aplicado como sensor eletroquimico para analise
amperométrica de acido félico em comprimidos farmacéuticos. O sensor foi associado a um
sistema de Batch Injection Analysis (BIA) alcancando consideravel rapidez e baixo limite de
deteccdo. Para as analises das amostras também foi proposto um método para a remocao da
lactose, que agia como interferente. O segundo estudo envolveu a modificacdo de eletrodos de
carbono vitreo com diferentes hemoglobinas, naturais (HbA,, HbA; e HbS) e sintéticas (Hb-
PEG5K,, oa-Hb-PEG5K, e BT-PEG5K,), para a avaliacdo da eficiéncia na reducgéo
eletrocatalitica de nitrito mediada por Fe'-heme. Os filmes foram produzidos pela mistura de
solugbes das hemoglobinas com brometo de didodecildimetiltrimetilaménio (DDAB),
aplicados nas superficies com consecutiva evaporacdo, formando filmes estaveis. Os valores
de potencial redox para 0s processos do grupo heme e a sua associacdo com a disponibilidade
do grupo na proteina foram avaliados por voltametria ciclica. Os valores das constantes de
velocidade, k, para reducdo de nitrito foram obtidos por cronoamperometria em -1,1 V (vs
AY/AgClkci 3my) que foram utilizados para estudo comparativo entre as espécies sintéticas
para eventual aplicacdo clinica.

Palavras-chave: Eletrodos modificados, sistemas supramoleculares, porfirinas tetrarrutenadas,
hemoglobina, eletrocatalise, sensores eletroquimicos.



ABSTRACT

Ferreira, L.M.C. Characterization and Analytical Application of Electrodes Modified with
Supramolecular Pophyrin Sytems. 2015. 166p. PhD Thesis - Graduate Program in Chemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo.

Studies with modified electrodes were conducted using two different supramolecular
porphyrin systems. The first one was based on the modification of glassy carbon electrode
with a tetraruthenated nickel porphyrin, [Ni"TPyP{Ru"(bipy),CI}s]**. The electrode
modification was carried out through successive voltammetric cycles in alkaline media (pH
13), generating an electrode with feature similar to a-Ni(OH), modified electrodes. The
chemical characterization of this film was performed by cyclic voltammetry, electronic
paramagnetic resonance, reflectance electronic spectroscopy and Raman spectroscopy with
spectroelectrochemistry assay. The results suggested the formation of a coordination polymer,
[1-O2-Ni"TPyP{Ru" (bipy)>Cl}4]n, composed by porphyrin subunits linked by p-peroxo
bridges axially coordinated to nickel atoms (Ni-O-O-Ni). The film growth showed
dependence of the alkaline media by the formation of octahedral precursor [Ni(OH), TRPyP]*
in solution by way of axial coordination of OH™ to the nickel atoms. The
electropolymerization process showed to have a contribution from hydroxyl radicals,
generated by electrocatalytic oxidation of water on the peripheral sites containing the
ruthenium complexes. The same electrode was applied as an electrochemical sensor for
amperometric analysis of folic acid in pharmaceutical tablets. The sensor was associated to a
Bath Injection Analysis (BIA) system, achieving good sampling frequency and low detection
limit. For the samples analysis, it was also proposed a method for lactose removal. The
second study comprises the modification of glassy carbon electrodes with different
hemoglobin species, of natural occurrence (HbA,, HbA; e HbS) and synthetics (Hb-PEG5K;,
ao-Hb-PEG5K; e BT-PEG5K,) for evaluation of efficiency on electrocatalytic reduction of
nitrite mediated by Fe'-heme. The films were produced by mixing solutions of the
hemoglobins with didecyldimethylammonium bromide (DDAB), applied on the surfaces with
following solvent evaporation, forming stable films. The redox potential values for the heme
group processes and the heme availability in the protein were evaluated by cyclic
voltammetry. The reaction rate constants, k, for nitrite reduction were obtained by
chronoamperometry at -1,1 V, which were used for comparative study between the synthetic
species for further clinical applications.

Keywords: modified electrodes, supramolecular systems, tetraruthenated porphyrins,
hemoglobin, electrocatalysis, electrochemical sensors.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E FORMULAS QUIMICAS

[Ni"TPyP{Ru" (bipy),ClI}]**: cétion H-meso-tetra(4-piridil)porfirinatoniquel (11)-
tetrakis[bis(piridina)-(cloro)ruténio(ll). Porfirina tetrarrutenada de niquel

[Ru" (bipy),CI(PyP)]*": Porfirina tetrarrutenada de niquel (énfase no complexo
[Ru"(bipy).CI]* periférico)

[Ni(OH), TRPyP]**: Porfirina tetrarrutenada de niquel axialmente coordenada com ions

hidroxila

[1-O,-Ni"TPyP{Ru" (bipy)-Cl}4].: Porfirina tetrarrutenada de niquel polimerizada axialmente

por pontes pL-peroxo

[Ru(bipy)s]**: Cétion tris(2,2’-bipiridina)ruténio(l11)

[ZnTPPS]*: 5, 10, 15, 20-tetrakis(4-sulfonatofenil)porfirinatozinco(l1)
H, TMPyP: tetrakis(N-metil-4’piridil) porfirina base livre

ZnTMPyP: tetrakis(N-metil-4’piridil)porfirinato zinco(IT)

AF: Acido Folico

BIA: Analise por Injecdo em Batelada (do inglés: Batch Injection Analysis)
bipy: Bipiridina

CAF: Cloranfenicol

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

DMPO: 5,5 dimetil-1-pirrolina-N-6xido

ECE (mecanismo): Eletroquimico-Quimico-Eletroquimico (do inglés: Electrochemical-

Chemical-Electrochemical)

ECCE (mecanismo):  Eletroquimico-Quimico-Quimico-Eletroquimico  (do  inglés:

Electrochemical-Chemical-Chemical-Electrochemical)



ECS: Eletrodo de calomelano saturado

EIS: Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (do inglés: Electrochemical Impedance

Spectroscopy)

ELSA: Automontagem eletrostatica camada-por-camada (do inglés: Electrostatic Layer-by-

Layer Self-Assembly)
EPR: Ressonancia Paramagnética Eletrénica (do inglés: Electron Paramagnetic Resonance)

EQCM: Microbalanca Eletroquimica de Cristal de Quartzo (do inglés: Electrochemical

Quartz Crystal Microbalance)
FIA: Andlise por Injecdo em Fluxo (do inglés: Flow Injection Analysis)
Hb: Hemoglobina

HBOC: Carreadores de Oxigénio Baseados em Hemoglobina (do inglés: Hemoglobin-Based

Oxygen Carriers)

HOMO: Mais Alto Orbital Molecular Ocupado (do inglés: Highest Occupied Molecular
Orbital)

IUPAC: Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do inglés: International Union of

Pure and Applied Chemistry)

LUMO: Mais Baixo Orbital Molecular N&o Ocupado (do inglés: Lowest Unoccupied
Molecular Orbital)

SERS: Espelhamento Raman Amplificado por Superficies (do inglés: Surface-Enhanced

Raman Scattering)

PM: Peso molecular
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CAPITULO I: Sistemas Porfirinicos Supramoleculares
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1. Metaloporfirinas e Sistemas Supramoleculares

O termo “porfirina” se origina da palavra grega “porphyra” que significa “parpura” e
compreende uma classe de compostos macrociclicos que possuem uma estrutura composta
por quatro aneis pirrdlicos ligados por uma ponte metina, de forma que os atomos de
nitrogénio sdo direcionados para o centro, possuindo um sistema eletronico altamente
conjugado, dotado de aromaticidade originada pelo sistema m com 18 elétrons. Além disso, a
presenca de insaturacfes no anel porfirinico favorece a adicdo de substituintes em sua
estrutura, nas posig¢des a, f € meso, indicadas na Figura 1.

Porfirinas e seus macrociclos analogos apresentam um papel muito importante no
metabolismo de organismos vivos atuando como sitios ativos de proteinas, cujas funcdes
compreendem transporte e armazenamento de oxigénio, o transporte de elétrons e conversao
de energia. Uma caracteristica importante é a facilidade com que as porfirinas formam
quelatos com ions de metais de transicdo, como mostrado na Figura 1 formando complexos

porfirinicos de elevada estabilidade.

Mn+
- 2H"

Figura 1: Anel porfirinico base-livre com indicacdo das posi¢des onde ocorrem insercdo de
substituintes e reacdo geral de coordenacao de porfirinas com ions metalicos M™. Onde M é o metal

e n é sua respectiva carga.
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Tomemos como exemplo o complexo porfirinico heme, composto pela protoporfirina
IX coordenada ao cation Fe®*, como mostrado na Figura 2. Ele est4 presente como grupo
prostético de proteinas desde organismos unicelulares até organismos mais complexos, como
os dos mamiferos, desempenhando papeis essenciais em etapas importantes de processos
bioquimicos fundamentais para a manutencdo da vida, como a respiracdo: a partir do
momento que inalamos o ar e acontece a troca de gases nos alvéolos pulmonares com a
corrente sanguinea, o oxigénio é captado pelo sangue através da hemoglobina presente nas

células vermelhas (eritrécitos).

Mioglobina Hemoglobina

Figura 2: Estruturas do grupo heme e de algumas hemeproteinas de importancia biol6gica.

Figura retirada e adaptada das referéncias [1-4].


file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_1

26

A hemoglobina é uma proteina que possui quatro sitios contendo o grupo heme
(hemeproteina), responsavel por se ligar direta e reversivelmente com o oxigénio,
transportando-o pela corrente sanguinea até os outros 6rgaos. A liberacdo de O, para 0s
tecidos acontece através do efeito Bohr [5, 6], através do qual o grupo heme é afetado pela
sinalizacdo promovida pela elevacdo da concentragéo de CO,, que reage com grupos histidina
da cadeia proteica, formando grupos carbamato, liberando prétons, diminuindo o pH nas
vizinhangas do grupo heme, desvinculando o O, da proteina.

No caso de mamiferos aquéaticos, que passam a maior parte do seu tempo submersos,
além de transportar oxigénio, precisa estoca-lo nos musculos. Essa funcdo é exercida pela
mioglobina, que também é proteina que contém o grupo heme. Embora possua similaridades
em suas estruturas, mioglobina e hemoglobina possuem funcdes diferentes em relacdo ao
mesmo substrato. Uma vez que a interacdo entre hemoglobina e O, é muito mais complexa
(como sera visto no Capitulo V), a ligacdo entre eles através do grupo heme é mais labil,
favorecendo o processo de transporte.

Quando a célula precisa de fato utilizar o oxigénio nas mitocondrias, existe a atuacéo
de outra hemeproteina, a citocromo ¢, um componente essencial da cadeia transportadora de
elétrons do processo de respiracdo celular, que promove a formacgdo da molécula ATP. Nesse
processo, 0 grupo heme ndo se liga ao oxigénio, mas sim atua como um aceptor e doador de
elétrons. Outras hemeproteinas importantes que desempenham papéis importantes no
organismo sdo o citocromo P450 e a catalase, que participam como catalisadores de reacoes
de oxidacéo de diferentes substratos, pela transferéncia eletronica com o ion ferro.

Todos os exemplos de processos biogquimicos citados dependem intimamente da
interacdo de substratos com o grupo heme, entretanto, o que define que tipo de funcdo ele ird
desempenhar é a cadeia proteica, que sdo distintas em cada macromolécula. A interagdo entre

estas duas subunidades, estruturalmente independentes, promovendo o surgimento de uma


file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_5
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_6

27

funcéo especifica, operando de forma inteligente, € somente um dos casos contemplados pela
chamada Quimica Supramolecular, que é o termo que compreende o estudo de interacdes,
ligagOes e arranjo moleculares, resultando em sistemas moleculares dotados de complexidade,
de modo a gerar propriedades Unicas, ndo encontradas quando um dos componentes esta
sozinho.

A associacdo desses componentes pode envolver interacdes de diferentes naturezas,
como ligacdo de hidrogénio, forcas de Van der Walls, interagdes m-mt, forgas eletrostaticas,
coordenacdo metal-ligante, ou outros mecanismos de associacdo reversiveis, que promovam
labilidade e certo grau de acoplamento eletrénico. Nesse sentido, a Quimica Supramolecular
compreende ndo somente o entendimento dessas associacBes, mas também a obtencdo de
novos sistemas supramoleculares com o objetivo de alcancar propriedades melhoradas e
altamente especificas, como automontagem, reconhecimento molecular, transformacéo,
transporte e sinalizagdo. Muitos deles inspirados em sistemas moleculares encontrados na
natureza. Um belo exemplo disso sdo os diversos compostos sintéticos baseados em
metaloporfirnas, que vem sendo desenvolvidos a fim de gerar dispositivos moleculares
capazes de realizar processos como catélise ou eletrocatalise com elevadas eficiéncia e
seletividade. Uma vez que grande parte dos complexos porfirinicos possui estrutura plana e
relativamente rigida, eles podem ser utilizados como blocos construtores em estruturas mais
complexas [7].

Sistemas supramoleculares, utilizando arranjos de porfirinas como material de
recobrimento de eletrodos, podem ser obtidos por associacdao por empilhamento n-n € arranjos
eletrostaticos de porfirinas, como métodos automontagem eletrostatica (ELSA) [8]. Um bom
exemplo desse caso é a obtencdo de filmes de porfirinas substituidas com grupo cati6nicos e
anidnicos, como o arranjo formado pela porfirina tetrassulfonada de Zn, ZnTPPS, que possuli

quatro grupos benzil-sulfonato em sua estrutura, e a porfirina tetrarrutenada de cobalto,
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CoTRPYP, que possui quatro complexos periféricos de ruténio com bipiridina, [Ru(bipy).CI]",
ligados ao anel porfirinico pela coordena¢do de um grupo piridina como substituintes na
posicdo meso. Esse tipo de filme pode ser facilmente construido a partir da imersdo de
eletrodos em solugdes contendo os compostos porfirinicos, de forma alternada [9, 10].

O arranjo eletrostatico das suas porfirinas € mostrado na Figura 3a. Esse tipo de
abordagem forma filmes estaveis e suas multiplas camadas podem promover a conducéo de
carga por diferentes processos, como mostrado da Figura 3c: percolagéo de carga [11] entre
0s metais centrais e/ou entre os complexos periféricos de ruténio; entre eletrodo e o ruténio
via sistema 1 da porfirina; ou somente pela condugdo eletronica do sistema .

Esse exemplo ilustra a variedade de mecanismos de conducdo de carga que um
sistema supramolecular metaloporfirinico pode estabelecer de forma simultanea. O sistema ©
anel porfirinico permite uma eficiente conducdo de carga. O transporte de carga através dos
ions metélicos ocorre normalmente por processo de percolacdo de carga, que € um mecanismo
de conducdo redox, processo que é dependente do potencial aplicado, que seré discutido mais
profundamente no Capitulo I1.

Devido a eficiéncia na transferéncia de carga e propriedades eletrocataliticas, arranjos
similares baseados em arranjos eletrostaticos vém sendo utilizados no desenvolvimento de
sensores eletrogquimicos, sendo extensivamente utilizadas em aplicacdes analiticas de
diferentes analitos, como sulfito [12], nitrito [12, 13], NADH e dopamina [14], oxigénio [15]

e farmacos [2].
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ZnTPPS Par idnico

CoTRPyP/ZNTRPYP
(b) 20% ©

CoTCP/
ZnTPPS

|/ uA
&
(]

(A)

0200020406
E /V (vs SHE)

Figura 3: (a) Representacdo estrutural das porfirinas CoTRPyP e ZnTRPyP e respectivo par ibnico;
(b) voltamogramas registrados para esse filme para reducéo de O, e (c) Mecanismos de transferéncia
de carga dentro do filme eletrostatico formado: I) do complexo periférico para o eletrodo via sistema
z, 1) percolagdo via metal central, 111) percolacdo via complexos periféricos e 1V) conducdo via

sistema 7 da porfirina. Figura adaptada das referéncias [7] e [9].

Ainda no contexto do desenvolvimento de eletrodos modificados, metaloporfirinas
podem ser utilizadas como componente monomérico de formas poliméricas [16, 17], pela
insercdo proposital de substituintes constituidos de grupo funcionais polimerizaveis. Uma
estratégia bastante utilizada ¢ a eletropolimerizagdo, como ilustrado na Figura 4, que mostra o
processo de eletropolimerizacdo exemplo de uma zinco-porfirina modificada com dois grupos

N-metil-3-piridiletinil nas posi¢cdes meso. O processo de eletropolimerizagdo nesse caso se da
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pela imersdo do eletrodo contendo solucdo da espécie monomeérica e aplica¢do de sucessivos

ciclos voltamétricos de 0,4 a-1,6 V.
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Figura 4: Eletropolimerizacéo do substituinte N-metil-3-piridiletinil inserido na posi¢cdo meso de uma

zinco-porfirina. Figura adaptada da referéncia [18].

A transferéncia nesse caso fica em funcdo do tipo de acoplamento eletrdnico entre 0s
ligantes, mais do que os centros metélicos, dependendo da disposi¢do do arranjo polimérico e
do seu empacotamento, favorecendo ou ndo a conducao de carga pelo sistema « do anel e dos
substituintes, os quais também podem apresentar um centro metdlico com ligantes
polimerizaveis, aumentando os sitios de transferéncia de carga, facilitando seu transporte
dentro do filme [19, 20]. A polimerizagdo com aumento de conjuga¢ao n tende a diminuir a
energia entre os niveis eletronicos HOMO e LUMO, favorecendo a formagdo de uma banda
de conducéo em toda a cadeia polimerica.

Outra classe interessante de material porfirinico, ou analogo, com caracteristicas

condutoras sdo 0s seus polimeros de coordenacao, que podem ser formados pela coordenacéo
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axial do metal central pelo ligante de outra subunidade porfirinica vizinha, ou de maneira
mais interessante, entre os centros metalicos unidos por outro ligante atuando como uma,
conectando eletronicamente as subunidades porfirinicas em um arranjo unidimensional ao
longo do eixo de empilhamento, como mostrado na Figura 5. Esse tipo de polimero de
coordenacdo é capaz de atuar como excelentes transferidores de carga, podendo ser utilizados

como materiais para recobrimento de eletrodos utilizados em sensores e dispositivos de

conversao de energia.
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Figura 5: Arranjo unidimensional formado por e metaloporfirinas ligadas pelo ligante em ponte “L”,

no qual M é o metal central e n é 0 seu nimero de oxidag&o.

A conducao de carga nesse material depende, além da contribuicao do sistema m, da
interacdo dos orbitais d-r do metal com os orbitais 7 do ligante em ponte L, como CN,
pirazina e 4,4’-bipiridina [21, 22]. Se o ligante tem caracteristica de doador m, a comunicagio
entre 0os metais adjacentes ocorre de maneira eficiente. A banda de condugdo é formada
majoritariamente pelo sistema 7 dos ligantes, entretanto a interacdo entre metal e ligante axial
pode conferir uma contribuicdo extra, diminuindo energia entre os niveis HOMO e LUMO.
Esse tipo de material pode ser obtido facilmente via sintese quimica ou processos de
eletropolimerizacdo [22, 23].

No caso de porfirinas ndo planares, e com ligantes em ponte, os polimeros resultantes
podem adquirir propriedades ferroelétricas, como esquematizado na Figura 6, que mostra um

polimero de coordenagdo porfirinico com distor¢do “bowl-shaped” (forma de taga), no qual o
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metal central é forcado a sair do plano da porfirina por influéncia do ligante axial, dessa
forma, um momento dipolo se origina da separacdo de cargas entre as subunidades
porfirinicas de forma espontanea. A consequéncia desse processo é o aumento do momento
dipolo macroscopico do material, ou seja, a soma dos momentos dipolos induzidos de

subunidades monoméricas [24].

E
I

L S |
| =

= |

— ) e

Figura 6: Representacao da alteragdo do momento dipolo de um polimero de coordenacao porfirinico

em resposta a um campo elétrico externo. Figura retirada da referéncia [25].

Todos esses exemplos ressaltam as potencialidades de sistemas porfirinicos baseados
em arranjos supramoleculares na obtencdo de novos dispositivos eletroquimicos com novas
propriedades, ou com propriedades aprimoradas. O estudo das interacfes presentes nesses
materiais e a sua elucidacdo estrutural tornam-se importantes para o conhecimento da sua
aplicabilidade. No caso especifico de eletrodos modificados para aplicacdo analitica como
sensores, sensibilidade e seletividade sdo caracteristicas que visam ser melhoradas e séo
provenientes das propriedades redox desses materiais, que devem ser exploradas no intuito de

aperfeicoamento de sistemas analiticos.
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CAPITULO Il: Fundamentos Teéricos



34

1. Introducédo

Nesse capitulo serdo apresentados 0s aspectos tedricos das técnicas utilizadas para a
aquisicdo de informac@es estruturais e de mecanismos dos sistemas porfirinicos estudados.
Primeiramente serdo abordados o0s aspectos eletroquimicos envolvendo mediadores redox em
eletrodos quimicamente modificados para aplicacdo em processos eletrocataliticos, uma vez
que o fendmeno de eletrocatélise esta presente em todos 0s ensaios experimentais presentes
nessa tese. Também serdo abordados alguns aspectos importantes relacionados a
espectroscopia eletrénica de metaloporfirinas, bem como os fundamentos tedricos das

técnicas de espectroscopia Raman e ressonancia paramagnética eletronica.

2. Eletrodos Quimicamente Modificados, Eletrocatélise e Mediadores Redox: Modelos

para Transferéncia de carga

O surgimento dos chamados eletrodos modificados esta relacionado com necessidade
de se controlar determinadas propriedades das superficies, em ordem de melhorar a eficiéncia
de sensores e processos baseados em eletrossintese ou conversdo e armazenamento de energia
[26]. Segundo a terminologia adotada pela IUPAC [27], a defini¢do de eletrodo quimicamente
modificado é:

[...] um eletrodo feito de material condutor ou semicondutor que é
recoberto com um filme monomolecular, multimolecular, idnico, ou
polimérico de um modificador quimico adequadamente selecionado,
que por meio de reacOes faradaicas (transferéncia de carga) ou de
diferencas de potencial interfacial (sem transferéncia de carga
liquida), exibe propriedades quimicas, eletroquimicas, e/ou Opticas do

filme.


file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_26
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_27

35

Eletrodos modificados podem ser obtidos pela incorporacdo de materiais especificos,
condutores ou ndo, na superficie eletrodica, a fim de conferir as propriedades desejadas. A
incorporacdo desse material pode ser feita de diversas maneiras, dependendo no método de
recobrimento da superficie, sendo que os métodos de modificacdo mais comuns séo baseados
em processos de quimissorcdo [28], ligagdo covalente [29, 30], recobrimento com filme
polimérico [31] ou formag&o de eletrodos compositos [32].

No caso se sensores eletroquimicos voltamétricos e amperométricos, as caracteristicas
almejadas, como elevadas seletividade e sensibilidade, podem ser adquiridas com eletrodos
modificados que utilizam materiais que promovam a eletrocatalise, um processo que pode ser
definido como a habilidade de uma substancia em acelerar a velocidade de dado processo de
oxidacdo ou reducdo de outra espécie, aumentado a corrente registrada e consequentemente a
sensibilidade, ou favorecer termodinamicamente essa reacdo de forma a diminuir o
sobrepotencial, m, necessario para que ela ocorra, o que tem impacto direto na seletividade.

Num processo eletrocatalitico, a transferéncia de carga entre o eletrodo e o substrato
ndo é direta, ela é intermediada por um catalisador, também chamado de mediador redox, que
é normalmente uma espécie que sofre transformacao eletroquimicamente reversivel, reagindo
guimicamente com o substrato e sendo regenerado continuamente pelo eletrodo num dado
potencial, gerando um ciclo eletrocatalitico.

Considerando o par redox reversivel O/R como mediador em um eletrodo modificado
com um filme fino, formado por uma monocamada fortemente adsorvida na superficie do

eletrodo, segundo a Reacéo 1, abaixo.

O+ne= (Reagéo 1)
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A resposta voltamétrica de corrente, i, € diretamente proporcional a velocidade de

varredura, é dada pela Equacdo 1 abaixo

__ (F?/RT)vir®exp(-§)
07 [1+exp(-9)]2

(Eq. 1)

Onde & = — (;—T) (E — E3R); EQR € o potencial padrio da redugio de O em R, v é velocidade

de varredura F é a constante de Faraday, T é a temperatura, R é a constante dos gases, I'° é 0
recobrimento superficial correspondente a uma monocamada contendo o mediador redox e [ é
0 numero de monocamadas. O perfil do voltamograma para essa condi¢do € formado por um
conjunto de picos catodico e anodico simétricos, com potencial de pico E, coincidindo com

E°, como mostrado na Figura 7, onde Q é a carga transferida, dada pela &rea sob a curva.

T Q= I''nFS

; mV
Iy

(P FLRTvST?

Figura 7: (a) Perfil voltamétrico para filme fino ou monocamada, de comportamento ideal, de um

mediador adsorvido irreversivelmente. Figura adaptada da referéncia [7].
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A curva voltamétrica pode sofrer distor¢des de simetria de picos devido a dois fatores.
O primeiro esta relacionado com processo de transferéncia de carga na interface
eletrodo/filme que, caso seja suficientemente lenta, sera necessaria a aplicagdo de
sobrepotencial para efetuar essa transferéncia, causando as distor¢cbes no voltamograma
ciclico [33].

O segundo fator estd relacionado ao transporte no interior do filme como fator
limitante. Esta situacdo é encontrada normalmente para filmes espessos. Para um filme
contendo sitios que promovam mediagdo de processos redox, como polimero de coordenagdo
porfirinico na superficie de um eletrodo, que se comporta como um polimero redox [26]. Em
comportamento néo ideal, assume-se que o transporte de carga ao longo desse filme seja um
processo de difusdo linear semi-infinita [34]. Uma vez que os sitios redox sdo praticamente
fixos no filme, eles ndo sdo capazes de difundir de maneira convencional, apesar de
possuirem relativa mobilidade dentro do filme. O modelo que descreve a propagagdo de carga
dentro do filme é baseado no mecanismo de percolacdo de carga, pela transferéncia eletrénica
mutua entre sitios redox adjacentes [7], como mostrado na Figura 8, pelo qual a forma
oxidada do mediador atua como um receptor de elétrons da forma reduzida (doador). Esse
tipo de modelo obedece a Lei de Fick, onde o coeficiente de difusdo de carga dentro do filme,
D., é 0 parametro utilizado para definir o transporte de carga dentro do filme. Esse tipo de
transporte ¢ acompanhado da difusdo de um contraion associado ao eletrélito, de forma a

promover a eletroneutralidade dentro da matriz do filme [27, 35].
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Figura 8: Esquema representativo do percurso da transferéncia de carga envolvendo eletrocatalise
heterogénea da reducéo de A em B. O par R/O e o mediador redox. k,» € 0 coeficiente de particéo A
entre filme e solugdo. Das € 0 coeficiente de difusdo de A dentro do filme, D é 0 coeficiente de
difusdo de transporte de carga e kng € 0 coeficiente de transferéncia de carga homogénea entre

mediador e substrato dentro do filme.

Nesse caso, o voltamograma apresenta uma “cauda” difusional, e os potenciais de pico
anodico, Ep, e catodico, Epc, ndo coincidindo com Ey; , como mostrado na Figura 9 e a

resposta de corrente, iy, é prevista pela equacio de Randles-Sevcik e varia com v [34].

io = 2,69 - 1075 n3/25DY/*C,p v1/2 (Eq. 2)

Onden é o nimero de elétrons, s é a area da superficie do eletrodo, D¢ é 0 coeficiente de
difusdo de transferéncia de carga e Cpir € a concentracdo de espécies eletroativas dentro do
filme.

Em experimentos envolvendo voltametria ciclica, o perfil de concentracdo de espécies
eletroativas no interior do filme é dada por (D RT/Fv)/d?, onde d é a espessura do filme.
No caso de eletrodos suficientemente finos, no qual todos os sitios eletroativos estdo em

equilibrio com o potencial de eletrodo, (D, RT/Fv)/d? > 1, e o perfil voltamétrico se
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assemelham ao mostrado na Figura 7. Para (D, RT/Fv)/d? « 1, o voltamograma
apresentara o perfil quasi-difusional apresentado na Figura 9, podendo na maioria das

situacBes experimentais apresentar condi¢fes intermediarias.

Current

0.4 0.2 0 -0.2 -0.4
E (volts)

Figura 9: Perfil voltamétrico para eletrodo modificado com filme redox sob condigédo de difusdo semi-

infinita de transferéncia de carga. Figura adaptada da referéncia [34].

Em relacdo a transferéncia de carga entre o filme e o substrato, o tratamento
matematico para a corrente em experimentos de voltametria ciclica utilizando processos
eletrocataliticos difere um pouco do tratamento apresentado na equacdo de Randles-Sevcik,
uma vez que esta apenas considera a transferéncia de carga simples e direta entre eletrodo e
substrato. Para o modelo tedrico que rege a corrente para voltametria ciclica, consideremos a
Reacdo 1 como etapa eletroquimica e assumamos que a reacdo eletrocatalitica é de reducdo de
A em B, catalisada pelo estado reduzido do mediador, R. A etapa quimica do processo sao

dadas pelas reacdes a seguir.
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A+R—B+0 kq (Reagéo 2)

Onde k; € a constante de velocidade de reagdo de conversdo de A em B

Assumindo que a transferéncia de carga entre o eletrodo e o mediador redox é rapida o
suficiente e obedece a lei de Nernst durante a varredura e que a concentracdo do substrato A é
constante ao longo do filme contendo o mediador redox, a corrente total é dada como a soma
da contribuigdo da corrente devido ao mediador redox na superficie do eletrodo na auséncia

do substrato, i,, € da corrente catalitica, i., devido a presenca do substrato [33, 36].

A corrente i, é a mesma dada pela Eq. 1 ou Eq.2 dependendo o tipo de filme, e a

corrente catalitica, i € dada pela Equagéo 4:

i k1 r°

1 1 fg ic dn
= 1 —_ —_—
FSCSDY*(Fv/RTYY> ~ DY*(Fv/RT)V? 1+ exp(=§) | m'/? )_, FSCDY (Fv/RT)V2 (€ — )1/

(Eq. 4)

Onde C? é a concentragdo inicial da espécie A e D, é seu o coeficiente de difuséo.

Dadas duas condigdes opostas a equacao acima pode ser simplificada:

i) Para valores de v suficientemente elevados e k, [, I'° suficientemente pequenos,
a equacao que define uma onda sigmoidal, possuindo potencial de meia onda E1 ,

coincidindo com E2, pode ser simplificada para:
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k1 T°Fsc)

= 1+exp(=§) (Eq. 5)

i) Ja em situagGes onde v apresenta valores pequenos e ki, 1, I'° elevados, a
equacdo simplificada descreve o maximo corrente como uma onda em formato

de pico.

ic = 0,496 FSC{D,;/*(Fv/RT)'/? (Eq. 6)

que é muito similar a equacdo de Randles-Sevicik para processos irreversiveis
monoeletronicos.

O potencial de pico, Ep é dado por:

Ep = ESp — 0,78 (55) + (5) in[ky T°C D, (Fv/RTY?]  (Eq.7)

A equacdo acima indica que o potencial de pico da onda eletrocatalitica esta nas redondezas
do potencial padrdo do mediador redox.

Analogamente ao tratamento dado a voltametria ciclica, na anélise
cronoamperomeétrica de um processo eletrocatalitico, 0 comportamento da corrente em funcéo
do tempo ndo é regido pela equacdo de Cottrell. Dessa forma, consideremos novamente as
reacoes 1 e 2. Assumindo que, dado o potencial aplicado, o substrato A € inativo na superficie
do eletrodo na auséncia do mediador e que a concentragdo de O na superficie do eletrodo, sob
a mesma condicdo, € igual a zero, a corrente em funcdo do tempo é dada pela seguinte

equacéo:
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0
ic = nFSDYCY { (s )2 erf [ (ke ()17 + “2atd)) (Eq. 8)

(T[t)l/z
Onde erf é a funcdo erro Gaussiana que descreve o gradiente de concentracdo do substrato A

nas vizinhangas do eletrodo, na forma de sigmoide [37].

O tratamento pode ser simplificado aplicando a equacdo de Cottrell para a espécie O.

. nrspyl*c
= W (Eq. 9)

Dividindo a equacéo 8 pela 9, temos

[ (=v)
€= 12 [ rerf (r112) + ZEC (Eq. 10)
Ondey = k,Cot

ke _ w2912 = (1 ky COt)V/2 (Eq. 11)

Que é a equacdo utilizada para a determinacdo da constante de velocidade k, da

reacao quimica de conversao do substrato.

3. Estruturas de Porfirinas e Espectroscopia Eletronica de Absorgéo

O anel tetrapirrdlico da porfirina confere a ela uma elevada aromaticidade e
consequentemente um perfil bem caracteristico dos espectros de absorcdo eletrdnica em

decorréncia das transi¢des m—m, caracterizado pela absorcdo em duas regides de
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comprimento de onda: A banda Soret, de elevada absortividade molar (¢ da ordem de 10°
mol-L™.cm™), que ocorre geralmente nas regides entre 380 e 420 nm; e as bandas Q, que
ocorrem na faixa de 500 a 800 nm (& da ordem de 10* mol-L™.cm™).

Esse conjunto de bandas é resultado das transicBes eletrbnicas dos orbitais
moleculares HOMO, ajy € apy (m), para dois orbitais LUMO degenerados, eq (n*). Essas
transicOes sdo bem descritas pelo modelo de quatro orbitais de fronteira de Gouterman [38],
representado na Figura 10. Esse modelo considera que as transiches ajy—ey € axy—ey

possuem energias similares e sdo degeneradas.

eg
LUMO
X
::: :;: Z
HOMO

a2u a1u

Figura 10: Representacdo dos orbitais moleculares HOMO (ay, € a,,) € LUMO (gy) para sistemas
pofirinicos de acordo com o modelo de quatro orbitais de Gouterman. As cores azul e vermelho

representam os sinais das funcGes de onda.
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Para uma porfirina coordenada a um ion metélico, de simetria Dgp, as bandas Q séo
atribuidas as transi¢cGes do estado a;, para diferentes niveis vibracionais, 0 e 1, do estado
eletronico excitado e; como mostrado na regido a esquerda da Figura 11. No caso de uma
porfirina base livre, a presenga dos dois prdtons origina em simetria € menor da molécula,
D.p, € possui os orbitais HOMOs ay, e by, (sendo a energia do orbital by, superior a do ayy), e
orbitais LUMOs byg e bsg (sendo o primeiro o de menor energia). Como resultado dessa perda
de simetria, originam-se quatro bandas Q por causa do desdobramento dos orbitais eg nos

orbitais byg e bsg, possuindo os niveis vibracionais 1 e 0 cada um, como mostrado no diagrama

da Figura 11.
V ‘.‘\ alu
&, ; \g/
S b blu
)
o )
) <
S ) o
) (3
= (o4
S s S
N S e
\EK ’ ’
a2u bEg
alu d b29
Dun Dan

Figura 11: Diagramas de energia para as transicoes eletronicas referentes ao anel porfirinico com

diferentes simetrias: D,h (base livre) e D;h (coordenada).

A coordenacdo de porfirinas com ions metalicos pode ser facilmente identificada no
espectro eletronico, em decorréncia da mudanca de simetria do macrociclo de D;h para Dyh,

alterando a disposigéo dos orbitais moleculares e o numero de bandas Q. O deslocamento da
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banda Soret também é uma caracteristica da coordenacdo de metais no anel porfirinico. Esse
deslocamento ¢ oriundo das interagdes dos orbitais dm do metal com o orbital © da porfirina.
Metais com configuracdo de camada aberta, d" (m = 6-9), causam um deslocamento para
menores comprimentos de onda, ou para o azul (deslocamento hipsocromico), pela interacdo
de orbitais d preenchidos que aumentam a energia do orbital 7 . J& metais de camada fechada,
ou seja, com configuracéo d° e d*°, como o Zn** por exemplo, afetam pouco a energia entre os
orbitais do sistema m da porfirina, entretanto podem causar perturba¢fes, aumentando a
energia do orbital a,,, promovendo um deslocamento para maiores comprimentos de onda, em
direcdo ao vermelho (deslocamento batocromico). A Figura 12 mostra 0S espectros
eletrénicos com deslocamento batocromico da banda Soret ocasionado pela coordenagéo de
Zn?* & tetrakis(N-metil-4 piridil) porfirina (TMPyP). Também é possivel observar a redugio

do numero de bandas Q relativa a mudanca de simetria da porfirina [39].

1.4 - Soret
(aj

1.2

1,0

Absorbinda
e
=1

0.8+

o
=
]
1

0,6

Absorbancia

044

0.2+

0.0 T T T T T T T T
300 400 500 600 700
A (hm)
Figura 12: Efeito da coordenacdo de metais no anel porfirinico. Os espectros mostram a variacao das
bandas Soret e Q para H,TMPyP (—) e ZnTMPyP (—), Figura adaptada da referéncia [39].
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A presenca de um sistema pi aromatico deixa a porfirina susceptivel a interacGes
intermoleculares do tipo m-m, formando agregados cofaciais, de forma que h& também
interagdo entre os orbitais, diminuindo a energia das transicdes n—n , causando também um

deslocamento batocromico [40, 41].

4. Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica utilizada para caracterizacdo de uma grande
variedade de espécies quimicas. Ela é baseada no efeito Raman, que descreve o fenbmeno de
espalhamento inelastico de radiacdo eletromagnética pela matéria. Basicamente, uma radiacéo
monocromatica laser incide em uma amostra de interesse, ocorre interacdo do feixe com a
amostra e o espalhamento de radiacdo em todas as direcdes. A maioria da radiacdo espalhada
possui a mesma energia que o feixe inicial (espalhamento eléstico), e uma pequena fracdo
(0,001%) é espalhada inelasticamente devido a interacdo com a amostra, caracterizando o
espalhamento Raman. Desse tipo de espalhamento séo obtidas informacdes vibracionais e

rotacionais da molécula [42].

A natureza da interacdo que leva ao espalhamento Raman esta relacionada com a
interacdo do campo elétrico incidente, E, com a nuvem eletrnica de moléculas na amostra
analisada. A presenca desse campo elétrico tem capacidade de distorcer a nuvem eletrénica
distribuida em torno de uma ligacdo na molécula, induzindo a formacdo de um momento
dipolo, p, que ¢ decomposto em dois componentes: um que oscila na mesma frequéncia do
campo elétrico e outro componente que oscila de acordo com as energias vibracionais da
molécula. A facilidade com que o campo elétrico incidente tem de deformar a nuvem
eletronica ¢ definida como polarizabilidade, o, que define a relagdo entre momento dipolo

elétrico induzido na molécula e o campo elétrico [43].
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(Eq. 12)

A excitacdo em decorréncia da radiacdo incidente promove o elétron a um estado de energia

que é basicamente a soma de sua energia inicial e a energia fornecida durante a excitacao.

Como esse novo estado de energia depende essencialmente da energia do laser e ndo €

necessariamente um estado de energia possivel, esse estado é chamado de estado virtual de

energia [44]. Como a molécula ndo pode permanecer num estado virtual de energia, ela

imediatamente decai a niveis menos energéticos e consequentemente, emitindo um féton com

energia correspondente a esse decaimento.

Conforme mostrado na Figura 13, se o féton emitido possui mesma energia que 0

foton incidente, hv,, significa que a molécula retornou ao seu nivel de energia inicial, Ej,

caracterizando o espalhamento elastico (espalhamento Rayleigh).

....................................................... R NV
de energia

......... N B

hv, hy,
hv, hy, - hy,, hy, hy, + hy,,
th th
Niveis
vibracionais
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Figura 13: Representacéo esquematica das transi¢des vibracionais referentes aos espalhamentos:

elastico (Rayleigh) e inelastico (Stokes e anti-Stokes).
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Se o féton colide com a molécula, passando de um estado fundamental para o virtual
e, apds o decaimento, retorna para um estado de energia vibracional maior que o inicial E,,;, 0
féton espalhado tera energia menor que a radiacao incidente (E = hv, — hv,,), caracterizando
o espalhamento Raman Stokes. Entretanto, no caso de uma molécula que ja se encontra em
um estado vibracional excitado, devido a energia térmica e, ap0s a excitacdo, retorna ao
estado fundamental, o féton espalhado possui energia maior que a radiacdo incidente (E =

hv, + hv,,), definindo o espalhamento Raman anti-Stokes.

Os espectros Raman séo apresentados como a relagdo entre intensidade versus uma
grandeza relacionada & energia (usualmente nimero de onda, % em cm™), como mostrado na
Figura 14 e podem ser registrados em uma grande faixa de energia (4000 a 10 cm™).
Geralmente, os espalhamentos Raman s&o registrados apenas ao lado de baixa energia, ou
seja, pelos espalhamentos Stokes, entretanto, no caso de amostras que proporcionem
interferéncia por fluorescéncia, por exemplo, o registro dos espelhamentos anti-Stokes €

preferencialmente utilizado.
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Figura 14: Representacdo dos espalhamentos Rayleigh, Raman Stokes e anti-Stokes, com excitacao

em 1064 nm. Figura adaptada da referéncia [45].

A versatilidade da espectroscopia Raman permite a analise de amostras em varios
estados fisicos, tanto em solucdo quanto na forma sélida ou de vapores, particulas
microscopicas ou filmes alocados em superficies, o que faz dessa técnica uma excelente

ferramenta para caracterizacdo de eletrodos modificados.

5. Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR)

A espectroscopia de ressonancia magnética eletrbnica € uma técnica que permite a
deteccdo de espécies paramagnéticas de forma qualitativa e quantitativa, complexos de metais

de transicdo, estados tripleto de moléculas com estados fundamentais singlete, radicais livres,
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ou outras espécies intermediarias de reagdes, possibilitando a obtencdo de informacdes sobre

mecanismos de reagdes.

A técnica é baseada na absorcdo de energia de micro-ondas (1-100 GHz) por uma
espécie quimica em um dado campo magnético externo oscilante aplicado. Quando um
composto contendo um elétron desemparelhado € colocado sob a influéncia de um campo
magnético B, o spin desse elétron pode se alinhar de duas formas diferentes (Efeito Zeeman),
criando dois estados de spin (ms = +1/2). O alinhamento pode ser ao longo da dire¢do do
campo magnético, que corresponde ao estado de menor energia (ms = -1/2) ou aposto a
direcdo do campo (ms = +1/2), correspondendo ao estado de energia mais elevado, conforme
ilustrado no diagrama da Figura 15. Quando a diferenca de energia entre os dois niveis
eletronicos, AE se iguala a energia da radiacdo de micro-ondas incidente, hv (condi¢do de

ressonancia), ocorre absorcéo de energia, que é dada por:

AE=hv=g,"B8"'B (Eq. 13)

Onde h é a constante de Plank (6,626 x 10™* J-s), v é a frequéncia da radiacéo incidente, g, é
fator de desdobramento espectroscépico do elétron, geralmente possui o valor de 2,0023,
entretanto, esse valor muda de acordo com as condicBes experimentais, o valor efetivo é dado

por g, = hv/BB e B é magneton de Bohr (9,274 x 10* J-T™) [46].
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Figura 15: (a) Diagrama esquematico ilustrando a transic@o de ressonancia magnética na frequéncia

v e campo B para elétron L=0, S=1/2. (b) Desdobramento hiperfino para spin nuclear I igual a 1.

Por causa da interacdo do momento magnético eletrénico com o momento magnético
dos ndcleos da molécula analisada, origina-se o desdobramento hiperfino. Como
consequéncia, sinal relativo a absor¢do no espectro também sofre desdobramento em linhas
espectrais adicionais (linhas hiperfinas). O nimero de linhas originadas da interacdo com um
nacleo depende do spin nuclear, 1, que pode possuir valores inteiros ou semi-inteiros. Para um
nacleo com spin |, se origina 21 +1 linhas hiperfinas, por exemplo, para um nucleo com spin
igual a 1, tem-se trés projecGes de spin: -1, 0 e 1, como ilustrado Figura 15b. A energia

referente as linhas é dada por:

AE=hv=g, Bt Am (Eq. 14)
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Onde A é constante hiperfina, dada em unidades de niimero de onda (cm™) ou e unidades de

campo magnético A/gB (G) e m, sdo os possiveis valores de I.

A constante hiperfinas € um dos parametros fundamentais no reconhecimento de
espécies quimicas atraves da analise dos espectros EPR, uma vez que cada espécie

paramagnética possui seu proprio conjunto de linhas hiperfinas e respectivos valores de A.

No caso de espécies com tempos de vida muito curtos, normalmente intermediarios de
reacdes quimicas, como espécies radicalares, a analise por EPR se torna dificultada devido ao
tempo de realizacdo do experimento. Dessa forma, algumas abordagens sdo utilizadas para
diminuir os tempos de decaimento dessas espécies. A mais conveniente e simples sdo as
reagdes “spin trap” que sdo baseadas na reagdo da espécie de interesse com outro reagente, de
forma a gerar um aduto radicalar mais estavel. Assim, a analise € baseada qualitativamente no
desdobramento hiperfino desse aduto. Um exemplo classico € o método de deteccdo de
radicais hidroxil por reacdo com 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPQO), mostrada na
Figura 16, de forma que o aduto formado possui tempo de vida de pouco mais de 2 horas e

constante hiperfina de 15,01 G [47-49].

CHs /\ CHj OH

OH ———>
e,
CHy T CHJ N H
o 0
DMPO

Figura 16: Formacao do aduto DMPO/*OH
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CAPITULO IlI: Caracteriza¢do do Filme Eletroquimicamente Gerado a

Partir de Porfirina Tetrarrutenada de Niquel em Meio Alcalino



54

1. Introducédo

1.1. Consideragdes iniciais

A motivacdo do estudo abordado nessa tese é inspirada nos primeiros estudos
realizados pelo nosso grupo de pesquisa envolvendo a formagdo de um filme
eletroquimicamente ativo [50], gerado a partir do tratamento eletroquimico de eletrodo de
carbono vitreo com a porfirina  pu-meso-tetra(4-piridil)porfirinatoniquel(I1)-
tetrakis[bis(piridina)-(cloro)ruténio(ll), ou simplesmente [Ni"TPyP{Ru"(bipy).CI}s]*", cuja

estrutura é apresentada novamente na Figura 17 a seguir.

Figura 17: estrutura do cétion p-meso-tetra(4-piridil)porfirinatoniquel(ll)-tetrakis[bis(piridina)-
(cloro)ruténio(11), [Ni"TPyP{Ru" (bipy),Cl}.]**
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O filme porfirinico foi gerado a partir do tratamento eletroquimico por ciclagem
voltamétrica utilizando eletrodo de carbono vitreo imerso em solugdo do composto em meio
alcalino (pH = 13), de 0 a 0,9 V, como mostra o voltamograma ciclico da Figura 18a,
apresentando picos de oxidacdo e de redugdo bem caracteristicos durante o processo de
crescimento do filme respectivamente, sendo a corrente de pico diretamente proporcional a
velocidade de varredura v. Além disso, o eletrodo modificado com esse filme foi aplicado
com sucesso na quantificagdo voltamétrica e amperométrica de carboidratos através de sua

oxidacéo eletrocatalitica mediada pelo par Ni"'/Ni" (Figura 18b).
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Figura 18: (a) Voltamogramas ciclicos registrados para um eletrodo de carbono vitreo em NaOH 0,1
mol-L™" + [Ni"TPyP{Ru"(bipy),Cl}.]** 5,0 x 10* mol-L™, durante o processo de eletropolimerizagio
do complexo porfirinico, de 0 a 0,9 V (vs Ag/AgCI(KCls,)) & velocidade de varredura de 0,1 V-s™; 40
ciclos. (b) Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo modificado em solucdo de NaOH 0,1
mol-L™ na presenca de frutose (0 a 6,9 x 10™ mol-L™) velocidade de 0,01 V-s™. Figura adaptada da

referéncia [50].
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Apesar do bom desempenho como sensor eletroquimico, poucos estudos foram
conduzidos no que diz respeito a caracteriza¢do quimica do material depositado na superficie
do eletrodo. Ainda assim, algumas observagfes levaram a questionamentos em relacdo a sua
composi¢do quimica. Ou seja, o filme derivado porfirinico foi considerado como sendo de
natureza polimérica, embora apresentasse em seus voltamogramas, similaridades com
eletrodos de a-Ni(OH),, ndo sendo descartada a hipétese da formacdo do composto idnico
através da degradacdo do complexo. Em contrapartida, foi constatada por voltametria ciclica,
a co-deposicdo do ligante macrociclico porfirinico pela presenca dos sinais caracteristicos do
par redox Ru'""/Ru'" presente nos complexo periféricos, com oxidacdo em 0,79 V e reducdo
em 0,70 V, aproximadamente. Além disso, a necessidade de se estender a varredura a
potenciais acima 0,82 V para a formacdo do filme também gera davidas, uma vez que foi
atribuida, embora sem comprovacdo, a formacdo de espécies radicalares decorrente de
processos envolvendo os sitios de ruténio. Tal fato nos remeteu a buscar informagdes sobre
qual é o papel desses sitios para a formacéo do filme derivado dessa porfirina supramolecular

em particular.

Devido a esses questionamentos, significativa parcela dessa tese foi dedicada a buscar
melhor entendimento sobre a composicdo quimica desse material e do seu mecanismo de
formacdo. Neste capitulo, serdo abordadas as diferencas entre os resultados encontrados em
estudos da literatura para sistemas similares, que dao suporte tanto para a formacdo de
compostos poliméricos quanto para a formacao de hidroxido de niquel. Para uma analise mais
detalhada, também serad abordada a eletroquimica de sistemas contendo Ni(OH),, sobretudo
ao que se refere a distin¢ao entre as diferentes fases morfoldgicas, o que servira, mais adiante,

como base para uma analise comparativa.
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1.2. Eletroquimica envolvendo Ni(OH),

A eletroquimica relativa ao Ni(OH), é relativamente complexa, entretanto, bem
conhecida e difundida, uma vez que esse material € muito utilizado para a aplicacdo em
anodos de baterias [51]. Entender o seu comportamento eletroquimico é de grande
importancia, visto que todos os materiais depositados em eletrodos a partir de complexos

macrociclicos de niquel em meio alcalino apresentam caracteristicas similares.

Os processos redox do hidroxido de niquel sdo acompanhados por mudancas
estruturais significativas a niveis cristalograficos. Basicamente, o Ni(OH), possui uma célula
unitaria do tipo brucita, com lamelas distribuidas ao longo do eixo cristalografico c, sendo
que, dependendo da organizacdo e empacotamento dessas lamelas, é possivel obter duas

estruturas morfologicas distintas: A forma o, que possui as lamelas em maior grau de
desordem e também maior distancia interlamelar (8,0 A) do que o da forma P (4,6 A) que,

por sua vez, apresenta um empacotamento mais ordenado em relagéo ao eixo ¢ [52, 53].

Durante os processos eletroquimicos, cada uma das formas polimoérficas do hidroxido
metalico originam produtos distintos: no processo de oxidagdo do a-Ni(OH), forma-se o y-
NiOOH e, em contrapartida, durante a oxidagdo do B-Ni(OH),, ¢ gerado o B-NiOOH, de
forma que ambas as formas oxidadas possuam distancias interlamelares similares as
respectivas formas reduzidas. Os processos de oxidacdo e reducdo do Ni(OH), sao

sumarizados no diagrama da Figura 19.
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a-Ni(OH), v-NiOOH
oxidagao
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envelhecimento sobrecarga
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>
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Figura 19: Diagrama de Bode ilustrando as mudangas estruturais durante o0s processos de

oxirredugdo envolvendo Ni(OH), e NiOOH em suas diferentes formas polimorficas.

A distancia interlamelar nas estruturas de Ni(OH), é um parametro importante para a
distincdo entre as duas fases. Considerando que o espaco interlamelar é preenchido por agua e
fons, quanto maior esse espacamento, maior a facilidade de difusdo idnica e também maior a
exposi¢do de sitios ativos, permitindo a entrada de ions entre as estruturas lamelares, a fim de
promover a compensacdo de carga decorrente da saida de prétons durante o processo de
oxidagdo. Esse processo que é extremamente facilitado para a-Ni(OH),. Em contrapartida,
essa compensacdo de carga ¢ mais dificultada para a fase B, que ndo possui espagamento
lamelar suficiente para acomodar grande quantidade de ions. Tal fato acarreta em
comportamentos voltamétricos distintos para cada forma, como observado nos

voltamogramas ciclicos da Figura 20a.
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Figura 20: (a) Voltamogramas ciclicos e (b) respectivas curvas eletrogravimétricas registrados para
filmes de hidroxido de niguel nas formas o e f em KOH 1 mol-L™ , velocidade de varredura de 10
mV-s™. Figura retirada da referéncia [54].

A capacidade de acomodacdo de ions confere uma maior capacidade de carga
especifica para a forma o, devido a maior quantidade de carga envolvida no processo de
oxidacdo em relacdo ao mesmo processo para a forma [, exibindo picos de oxidacdo e
reducdo bem definidos. Além disso, pode ser observado um menor espacamento entre picos
para a forma o (AEp, = 75 mV) do que para a forma p (AE, = 118 mV), revelando também

uma melhor reversibilidade dos processos redox para a primeira [54].

Outra maneira de fazer a distingdo entre as duas formas de hidroxido de niquel é
através do uso da microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo (EQCM), pela qual é
possivel verificar as variagdes de massas durante os processos redox do par Ni'"'/Ni", como

observado nas curvas eletrogravimétricas apresentadas na Figura 20b. Dessa forma, é possivel
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observar que, durante o processo de oxida¢do na forma o, ocorre um ganho de massa,
explicado pelo processo de acomodacéo de fons K™ no espaco interlamelar, que possui massa
muito maior que 0 H* cedido durante a oxidagdo. Enquanto que para a forma B, somente é

observada uma perda de massa devido a perda do proton.

Adicionalmente, a forma o possui menor estabilidade e tende a se transformar na
forma B através de processo de envelhecimento ou através de sucessivos ciclos de carga e
descarga, processo no qual é possivel observar gradativa diminuicdo na capacidade de carga,
deslocamento dos picos de oxidagéo e reducgéo para potenciais mais positivos, e alteracdo no

perfil eletrogravimétrico até a conversao completa da forma o para a forma 3 [55].

O oxo-hidroxido de niquel (NiOOH) na fase [ também pode ser convertido
irreversivelmente na fase y durante um processo de sobrecarga, provocando estresse mecanico

em sua estrutura e causando danos a estrutura do filme eletrddico, visto que ocorre uma

variagdo mais agressiva nas distancias interlamelares (de 4,6 A para 8,0 A)

1.3. Filmes eletrddicos derivados de Complexos Macrociclicos N4 de Niquel: Aspectos

historicos

A modificacdo de eletrodos com complexos macrociclicos de niquel por tratamento
eletroquimico em meio alcalino vem sendo reportada na literatura cientifica desde 1982 [56],
sendo alvo de estudos de aplicacdo na oxidacdo de varios substratos, tais como alcodis [57-
61], carboidratos [62], 6xido nitrico [63-65], hidrazina [66], peréxido de hidrogénio [67],
dopamina [68], derivados fendlicos [69-74] e nitrito [75]. Entretanto, a caracterizacdo do
material formado sobre a superficie eletrddica foi pouco estudada até entdo, sendo 0s

resultados apresentados pouco conclusivos ou até mesmo contraditorios.
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Nos trabalhos abordados na literatura, os filmes derivados de complexos N4 de niquel
compreendem essencialmente trés tipos de macrociclos: tetra-aza, porfirinas e ftalocianinas,
podendo apresentar diferentes substituintes. As estruturas basicas dos complexos séo

ilustradas na Figura 21 a seguir.

X ‘ 1
S
~ 0

Ni(ll)-Tetraaza Ni(Il)-Porfirina Ni(ll)-Ftalocianina
macrociclo

Figura 21: Estruturas basicas dos complexos macrociclicos de niquel(ll) precursores de filmes

eletrédicos em meio alcalino.

Em um dos primeiros estudos, Issahary e colaboradores utilizaram um complexo de
Ni" com o ligante 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano-5,7-dionato (dioxocyclam) [56]. Durante
os experimentos de modificacdo eletrddica, foi observado um produto precipitado na
superficie do eletrodo de platina quando o pH do eletrélito era maior que 10,5, e pela
aplicacdo de potenciais constantes maiores que 1,0 V (vs ECS), sendo esse produto dissolvido
na superficie em pH < 9. Nesse trabalho, os picos referentes ao par redox reversivel Ni''/Ni"
foram atribuidos a seus respectivos hidroxidos e oxidos, provavelmente formados devido a
alcalinidade do eletrélito. Entretanto, medidas de espectroscopia Auger do eletrodo indicaram

ndo sé a presenca de atomos de niquel, mas também de nitrogénio, provenientes do ligante
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macrociclico, ndo havendo evidéncias sobre a ocorréncia de modificacdo ou demetalacdo do

complexo durante o processo de modificacao.

Em um trabalho de 1992, Roslenek e colaboradores utilizaram a voltametria ciclica e
espectroscopia de absorcdo para estudar a oxidacdo de alcodis utilizando filmes eletrédicos
derivados de complexos de niquel(ll) com trés ligantes tetra-aza macrociclicos, realizando
suposicdes sobre a composicao dos filmes [59]. Tais filmes eram gerados em superficie de
eletrodo de carbono vitreo imerso em solugcdes dos complexos em meio alcalino e submetidas
a ciclos voltamétricos de 0 a 0,6 V (vs ECS). Além disso, nesse trabalho, os autores
empregaram a espectroscopia eletrénica de absorcdo para analise do complexo dissolvido em
solucdes eletroliticas de NaOH e NaClO,. Através da comparagdo entre os espectros, foi
sugerido que uma espécie de geometria octaédrica era formada em meio alcalino pela
coordenacdo de ions OH™ nas posic¢des axiais do complexo de niquel. A presenca de ions OH"
no meio também foi considerada importante para a formacgéo de radicais hidroxil durante o
tratamento eletroquimico, de forma que a geracdo de tais espécies permitiria a ligacdo entre a
superficie eletrodica e o complexo através da formagdo de grupos funcionais na superficie “S”

do eletrodo, se ligando ao complexo a partir de pontes u-oxo (S-O-Ni).

Em um posterior estudo comparativo [76], a oxidacdo de metanol foi conduzida
utilizando eletrodos modificados com o filme derivado do mesmo complexo e também com
filme de B-Ni(OH),, resultante de precipitagdo de a-Ni(OH), ap6s a imersdo em solucdes de
Ni(NOg3), e NaOH seguido por processo de envelhecimento. Os voltamogramas resultantes
indicaram que, sob as mesmas condi¢fes experimentais, a oxidagdo de metanol utilizando o
filme derivado do complexo ocorria em potencial 0,1 V menor, e gerando corrente de
oxidagdo cerca 5 vezes maior do que quando utilizado o eletrodo modificado com filme de

Ni(OH),. Portanto, tais diferencas seriam decorrentes de disting@es estruturais entre os filmes,
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e que a hipotese de formacéo de Ni(OH),, a partir da degradacdo do complexo de niquel, seria

pouco provavel, dada a elevada estabilidade do composto (log K = 20,1).

Em decorréncia dessa anélise, um experimento do mesmo grupo foi conduzido para a
caracterizacdo de filmes derivados dos complexos 2-metil-1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano
niquel(ll) e 2,3,5,5,7,12,14,14-octametil-1,4,8,11-tetraazaciclotetradecan-1,3,7,11-tetrano
niquel(Il) em eletrodo de ouro [77]. Nesse estudo, os filmes foram analisados através de
medidas espectroeletroquimicas utilizando espectroscopia Raman amplificada por superficie
(SERS), explorando a regido de potencial de -0,20 a 0,45 V, de forma que espectros dos

filmes foram monitorados em funcéo de cada potencial.

Pela interpretagdo dos espectros SERS, os autores indicaram a auséncia de evidéncias
que suportem a hipdtese de formacdo de Ni(OH), na superficie de ouro, atribuindo as
principais bandas observadas em 480 e 570 cm™, as quais modulavam sua intensidade em
funcéo do potencial aplicado, aos estiramentos simétrico e assimétrico de vibragées O-Ni'"'-O,
sugerindo que o material depositado no eletrodo era composto de complexos cujos centros de

niquel eram interconectados por pontes do tipo u-o0xo.

Baseado em dois trabalhos complementares de 1995, Cataldi [57, 62] estudou o
comportamento eletroquimico do filme derivado do complexo tetrametil-dibenzo-
tetraaza[14]anuleno niquel(ll). Nesse caso, a modificacdo se processa em duas etapas: a
primeira em meio de diclorometano, pela aplicacdo de ciclos voltamétricos de -0,2a 1,5 V (vs
ECS) para previa eletropolimerizacdo a partir do ligante. Na segunda etapa, o eletrodo foi
imerso em solugdo de NaOH 0,1 mol-L™ e submetido a ciclos voltamétrico de 0,1 a 0,7 V (vs
ECS), nos quais foi possivel observar o crescimento dos picos caracteristicos do par Ni"'/Ni"

com picos de oxidacéo e de reducdo em 0,464 e 0,384 V, respectivamente.
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Embasado em resultados de espectroscopia fotoeletronica de raios-X, Cataldi sugeriu
que as ligacdes Ni-N eram quebradas durante o processo de ciclagem voltamétrica em meio
alcalino, com concomitante formagdo de microestruturas porosas no eletrodo de carbono
vitreo, no qual espécies de Ni(OH), eram confinadas no substrato. Através de medidas de
variacdo do potencial de pico em fungdo do pH do eletrélito, também foi sugerido que o
hidroxido de niquel, formado durante o processo eletroquimico, se encontraria na fase o, uma
vez que os potenciais dos processos redox na fase [ sdo, segundo Cataldi, insensiveis as

variagdes de pH do meio.

ApoOs esses primeiros estudos, durante periodo de mais de uma década (1996-2012),
varios outros trabalhos reportados na literatura utilizaram filmes similares para aplicacGes
analiticas baseada na oxidacdo eletrocatalitica de analitos, sendo estes filmes
majoritariamente derivados de complexos de ftalocianinas [60, 63, 64, 68, 69, 71-75, 78-80],
porfirinas [58, 65, 70, 81, 82] e tetra-aza macrociclos [66, 67, 83]. Todos estes evidenciando a
formacdo de um filme de natureza polimérica, com a formacdo de pontes u-oxo
interconectando os centros metalicos como mostrado na Figura 22, entretanto, sem a
apresentacdo de estudos de caracterizacdo consistentes que suportassem tal hipotese. Nesse
sentido, sdo poucos os trabalhos na literatura que abordam a caracterizagdo mais elucidativa

da composicao quimica dos filmes em questao.
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Superficie eletrodica

Figura 22: Representacdo esquematica do suposto filme composto por pontes p-oxo conectando 0s

complexos de niquel com ligantes Ny: ftalocianina, porfirina ou tetra-aza macrociclos.

Em 2005 e 2006, Perez-Morales conduziu dois estudos sobre o efeito catalitico de
eletrodos modificados com porfirina tetrassulfonada de niquel (NiTSPP) [84, 85]. Utilizando
técnicas espectroscopicas de absorcdo eletrdnica e reflectancia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) em eletrodos de 6xido de indio dopados com estanho (ITO)
modificados, foi detectada a presenca de estiramentos referentes aos grupos Ni-OH em 472
cm™, atribuidos & formagio de B-Ni(OH), com co-deposicéo do ligante na forma de cétion-

radical, descartando a existéncia de pontes Ni-O-Ni no filme eletrddico.

Utilizando uma ftalocianina analoga, em 2007, Ureta-Zafartu empregou ECQM para
averiguar as variacdes de massas durante os processos redox envolvendo o par Ni"'/Ni" nos
filmes em pH 11 [60], tendo sido observada significativa perda de massa durante a oxidag&o.
Tal comportamento ndo pdde ser atribuido a presenca de Ni(OH),, ja que, para a fase a, o
processo acarreta em ganho de massa devido a insercdo de cation no espacgo interlamelar.
Além disso, a perda de massa observada ndo era compativel com a perda protonica esperada

para a fase . Dessa forma, o decréscimo observado foi atribuido unicamente a expulsdo de


file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_84
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_85
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_60

66

moléculas de &gua, indicando que, no estado oxidado, o filme teria elevada hidrofobicidade,

embora o complexo apresentasse grupos sulfonados em sua estrutura.

Entre 2007 e 2009, Berrios e colaboradores [70, 82, 86], através de estudos
envolvendo espectroscopias fotoeletronica de raios-X (XPS), eletronica, e de impedéncia
eletroquimica (EIS), exaltaram as controvérsias indicadas na literatura, apontando para o fato
de existirem discrepancias entre os filmes de Ni(OH) e os derivados de complexos porfirina e
ftalocianina, principalmente no que se refere as mudancas estruturais em funcédo do tempo,
que seriam muito mais lentas no ultimo tipo. Dessa forma, ocorrendo de forma diferente a que
ocorre com o processo de envelhecimento em eletrodos de hidroxido de niquel, muito embora
os autores julgassem, como produto final, a formacédo de agregados de Ni(OH), a partir da

demetalagéo dos macrociclos.

Em contrapartida, 0 mesmo grupo conduziu o desenvolvimento de um estudo tedrico,
utilizando método de Monte Carlo, para filmes crescidos em superficie de carbono vitreo,
predizendo os valores de energia de interacdes superficie-complexo e complexo-complexo,
para sistemas teoricos envolvendo pontes do tipo u-oxo (Ni-O-Ni), u-hidroxo (Ni-OH-Ni) e
interacdes sem ponte, de forma que os sistemas contendo pontes u-oxo seriam 0S mais
estaveis e mais provaveis, uma vez que geram elevada estabilizacdo de carga, sendo este o

melhor sistema para promover a transferéncia eletrénica em um processo catalitico.
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2. Objetivos

A composicdo quimica do filme eletrédico derivado de [Ni"TPyP{Ru"(bipy),Cl}s]**
em meio alcalino ndo é precisamente conhecida. Além disso, a inconsisténcia sobre a
composicdo de filmes similares, discutida no capitulo Il, ndo permite a analogia ou extensao
de conceitos para uma melhor compreensdo desse sistema eletroquimico. Visto isso, 0
objetivo dos estudos descritos neste capitulo é a caracterizagdo quimica do material
depositado na superficie de eletrodo de carbono vitreo apds o processo de modificacdo com
[Ni"TPyP{Ru"(bipy),ClI}]**. Nesse estudo, ser4 abordada, de forma detalhada, a busca de
informacdes que possibilitem a elucidacdo de formacdo dos depdsitos, explorando as técnicas
de Voltametria Ciclica, Espectroscopia de Absorcdo e Refletdncia na regido UV-Vis,
Ressonancia Paramagnética Eletronica, Espectroscopia Raman com compara¢do com modelo
simulado e Espectroeletroquimica. Além das técnicas instrumentais, algumas observacGes

realizadas durante os experimentos servirdo de base para a interpretacdo dos resultados.

3. Parte Experimental

3.1. Reagentes e Solucgdes

Metanol, hidroxido de sédio, ferrocianeto de potassio e ferricianeto de potassio em
alto grau de pureza foram obtidos da Merck. Suspensbes aquosas de alumina (de
granulometrias 1,0, 0,3 e 0,5 um) para polimento de eletrodo foram adquiridas da Arotec.
Dimetil sulféxido (DMSO) e 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich, sendo este purificado por destilacdo a pressdo reduzida, como recomendado
para seu uso em espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica [87]. Os complexos
porfirinicos u-meso-tetra(4-piridil)porfirinatoniquel(I1)-tetrakis[bis(piridina)-(cloro)ruténio(ll)

(CF3503),  [Ni"TPyP{Ru"(bipy),CI}s]** e 5~ 10, 15,  20-tetrakis(4-
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sulfonatofenil)porfirinatozinco(ll), Nas[ZnTPPS], foram sintetizados e caracterizados no
Laboratério de Quimica Supramolecular e Nanotecnologia (LQSN), Instituto de Quimica da

USP, de acordo com os procedimentos descrito na literatura [88].

Todas as solugdes foram preparadas utilizando &gua purificada em sistema Millipore

Milli-Q (resistividade > 18,2 MQ cm).

3.2. Instrumentacéo
3.2.1 Voltametria Ciclica

As medidas voltamétricas realizadas para o estudo do complexo porfirinico e dos
aminoacidos foram feitas usando um potenciostato p-Autolab type I11 (EcoChemie, Holanda).
Um eletrodo de carbono vitreo, com 0,071 cm? de érea, foi utilizado como eletrodo de
trabalho, um fio de platina com eletrodo auxiliar e Ag/AgClkcisary como eletrodo de referéncia
[89]. Para modificacdo do eletrodo foi utilizada uma célula eletroquimica adaptada em um
frasco de 2,0 mL de forma que o eletrodo de trabalho foi inserido invertido na parte inferior
da célula, junto a um O-ring com funcdo de evitar vazamentos, enquanto os outros dois
eletrodos foram alocados na parte superior da célula, conforme ilustrado na Figura 23. Esta
configuracdo permitiu que se trabalhasse com apenas 0,5 mL de solugdo de porfirina. Esta
solucdo era descartada ap6s a formacgdo do filme. Os experimentos em voltametria ciclica,

pos-modificacdo, foram realizados numa célula eletroquimica convencional de 10,0 mL.


file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_88
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_89

69

Eletrodo auxiliar é

Solugdo de porfirina Eletrodo de referéncia
emNaOH 0,1 mol-L*

O-ring Eletrodo de trabalho

Figura 23: Célula eletroquimica adaptada utilizada para a modificacdo de eletrodo de carbono

vitreo.

3.2.2 Espectroscopia Eletronica por Reflectéancia

Os espectros eletronicos das solucdes de porfirinas foram registrados por um
espectrofotdmetro HP 8453 (Agilent Technologies, USA) utilizando uma cubeta de quartzo
de 1,00 cm de caminho Optico. Ja os espectros de refletancia dos eletrodos modificados foram
obtidos usando um espectrofotdmetro com sonda de fibra dptica Field Spec ASD (ASD Inc.
Boulder, CO, USA) equipado com lampada de tungsténio. O eletrodo de Platina (0,071 cm?
de area) utilizado para este experimento foi construido sobre uma placa de acrilico alocada no
interior de uma cubeta de quartzo. Os eletrodos de referéncia e auxiliar também foram

colocados na cubeta de acordo com a Figura 24. Os espectros de reflectancia obtidos foram

convertidos de porcentagem de reflectancia para unidades de absorbancia através da equacéo:

1
)
8 Reflectancia
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Figura 24: Esquema representativo da célula eletroquimica adaptada em cubeta de quartzo para as

medidas de reflectancia em eletrodo de Pt modificado com filme porfirinico.

3.2.3 Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR)

Para execucdo do experimento utilizando EPR foi desenvolvida uma célula
eletroquimica de coleta e reacdo em linha (Figura 25) na qual o eletrodo de trabalho (carbono
vitreo) foi modificado com arranjo eletrostéatico das porfirinas [Ni" TPyP{Ru" (bipy),ClI}s]** e
[ZnTPPS]*. Uma confluéncia foi projetada para injetar DMPO imediatamente apés o eletrodo
de trabalho, na linha de fluxo. Nesse ponto, 0 DMPO (necessario para a reagdo “‘spin
trapping”) foi inserido no sistema de forma a reagir com espécies paramagnéticas formadas
na superficie do eletrodo de trabalho, polarizada a 0,9 V. O fluxo principal foi constituido da
solucdo eletrolitica de NaOH 0,1 mol-L™, que foi impulsionada por uma bomba peristaltica
operando & vazdo de 0,6 mL-min™. A solucéo resultante (200 uL) foi coletada e injetada em

uma célula “flar”, colocada na cavidade de um espectrofotdmetro Brunker EMX operando na
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banda X (9,5 GHz). Os espectros foram obtidos a temperatura ambiente utilizando os
parametros: modulacdo de frequéncia de 100 kHz, modulagdo de amplitude = 1 G, e poténcia

de saturacdo = 20,21 mW.

Eletrodo de Entra}qa de
referéncia eletrélito

Eletrodo auxiliar
-

Entrada de
reagente Cobertura de
_ acrilico
Saida para s
coleta
Espacador de —g
borracha
o | Eletrodo de
carbono vitreo

Contato elétrico——» &

Figura 25: Esquema representativo da célula eletroquimica em fluxo para coleta do produto formado
na superficie de eletrodo de carbono vitreo modificado com fime de [Ni"TPyP{Ru"(bipy),Cl}.]*"/

[ZnTPPS]* para subsequente medida por EPR.

3.2.4 Espectroscopia Raman e Espectroeletroquimica

Os experimentos visando a caracterizacdo da superficie eletrédica modificada por
espectroeletroquimica foram realizados utilizando um microscopio Raman confocal modelo
Alpha 300R (WITec, Knoxville, TN, USA) equipado com os lasers de Nd:YAG (532 nm), Ar
(488 nm) e He-Ne (633 nm). Todos os espectros foram adquiridos com excitacdo em 488 e
532 nm com poténcia ajustada a 0,50 mW e com tempo de integracdo de 10 s. Para a
aplicacdo de potencial no sistema eletroquimico com eletrodo modificado foi utilizado um
potenciostato PalmSens (Hounten, The Netherlands).O acoplamento entre os sistemas

espectroscopico e eletroquimico foi realizado utilizando uma célula espectroeletroquimica
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construida no laboratorio de pesquisa (Figura 26) composta por: uma cobertura de acrilico
com orificios para entrada e saida de solugéo e para os eletrodos de referéncia e auxiliar, além
de um orificio maior para encaixe do sistema éptico; uma janela de acrilico que limitava
verticalmente o volume de solucdo e permitia a passagem do laser incidente; um espagador
composto de borracha que limitava lateralmente o volume de solucdo e a regido do eletrodo
de carbono vitreo fixado em uma base polimérica. As partes componentes da célula eram
fixadas por dois parafusos (ndo mostrados na figura). Os modelos e especificagdes utilizados

para simulagéo dos espectros Raman encontram-se no Anexo A.

(a) __-Eletrodo auxiliar (b)

Eletrodo de “
referéncia

+«—————— Saida

Cobertura de
acrilico

s A Janela de

. acrilico

Entrada

i

Espacador de
borracha

© «——~ | Eletrodo de
carbono vitreo

Contato elétrico - /

Figura 26: (a) Esquema detalhado de montagem da célula espectroeletroquimica para os

experimentos de caracterizacao; (b) Célula espectroeletroquimica em funcionamento.

3.3.Procedimentos

3.3.1 Preparo e modificagdo dos eletrodos

Antes de cada procedimento de modificagdo, os eletrodos de carbono vitreo utilizados

foram polidos em suspensdo aquosa de alumina e em seguida colocados em banho
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ultrassdnico em &gua deionizada por 5 minutos. Por fim, os eletrodos foram submetidos a um
procedimento eletroquimico de limpeza por ciclagem voltamétrica em NaOH 0,1 mol-L™ de -

1,0a 1,5V por 100 ciclosa 0,5 V-s™.

Para a modificacdo da superficie, o eletrodo de carbono vitreo foi inserido na célula
eletroquimica adaptada, contendo 500 pL do complexo [Ni'"TPyP{Ru"(bipy).CI}.]*" 1,0 x
10 mol-L™* em NaOH 0,1 mol-L™, e entdo foi submetido a continuas varreduras ciclicas de
potencial, totalizando 50 ciclos, entre 0 e 0,9 V com velocidade de varreduraa 0,1 V-s™. Apés
esse procedimento, o eletrodo foi lavado com solugdo de NaOH 0,1 mol-L™ para remover da

superficie a solucdo de porfirina remanescente.

Os filmes de porfirinas feitos por arranjo eletrostaticamente montado de
[Ni"TPyP{Ru" (bipy),CI}4]**/[ZnTPPS]* foram obtidos seguindo a metodologia reportada na
literatura [14, 90, 91]: 2 pL de solucdo metandlica de [Ni'"TPyP{Ru"(bipy),CI}.]*" na
concentracdo de 1,0 x 10™* mol-L™ foram transferidos para a superficie do eletrodo de carbono
vitreo, sendo este deixado exposto ao ar ambiente para evaporacdo do solvente por
aproximadamente 5 minutos. Em seguida, sobre o mesmo eletrodo, o procedimento foi
repetido usando solucéo aquosa de Nas[ZnTPPS] 1,0 x 10™ mol-L?, sendo o tempo para
secagem, nesse caso, variando entre 10 e 20 minutos. Posteriormente, a superficie eletrédica

modificada foi lavada com agua deionizada.

4. Resultados e Discussoes
4.1. Observagdes Preliminares
Antes das analises instrumentais, durante o preparo das solucbes de

[Ni"TPyP{Ru" (bipy),CI}4]**, foi possivel obter informacdes visuais preliminares sobre o seu

comportamento em diferentes meios. Nos proximos paragrafos serdo descritas as observacoes
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visuais do reagente [Ni' TPyP{Ru"(bipy),ClI}s]** quando solubilizado em diferentes meios.
Estas informagBes dardo suporte as hipéteses levantadas nas discussdes dos ensaios

instrumentais.

A Figura 27 mostra trés frascos contendo o equivalente a 1,0 x 10* mol-L™" de
[Ni"TPyP{Ru"(bipy),ClI}s]** em (a) 4gua; (b) em solucdo de NaOH 0,1 mol-L™*; (c) em

metanol.

@) (b) (c)

Figura 27: Frascos contendo 1 x 10" mol-L™ do complexo porfirinico [Ni"TPyP{Ru"(bipy),Cl}.]** em

1,0 mL de diferentes meios: (a) 4gua, (b) solugio aquosa de NaOH 0,1 mol-L™ e (c) metanol.

Quando a porfirina foi adicionada a um frasco contendo apenas agua, mesmo apds
insercdo em banho ultrassénico por periodos de 20 minutos ou mais, nao foi possivel observar
solubilizacdo total do composto, sendo observada a formacéo de um corpo de fundo na porcéo
inferior do frasco e sobrenadante de coloracdo pouco intensa e de aspecto levemente tarbido.
Em solucdo alcalina, ndo foi observada imediata solubilizacdo da porfirina apo6s agitagdo
manual, em contrapartida, a solubilizacdo completa do solido foi obtida apds banho
ultrassdnico dutante 10 minutos. J& em metanol, a porfirina foi facilmente solubilizada por

simples agitagdo manual, ndo apresentado necessidade de banho ultrassénico.
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A baixa solubilidade de compostos porfirinicos em agua é bem entendida e previsivel mesmo
com a inser¢do de grupos com carga como o grupo Ru(bipy).Cl, a solubilidade dela em &gua
ainda é muito pequena, pois a carga é dispersa no seu sistema molecular volumoso, sendo
necessarios o emprego de solventes de menor polaridade, como o metanol. Intrigantemente, a
maior solubilidade relativa da porfirina em solucédo alcalina (frente a solubilidade em e agua)
revela a possibilidade de uma reacdo quimica entre porfirina com componentes do eletrélito
presente, possivelmente ions OH’, uma vez que, como visto anteriormente, a formacdo
eletroquimica dos filmes derivados de complexos macrociclicos de niquel, como visto no

capitulo anterior, parece ser um processo intimamente dependente da alcalinidade do meio.

Tendo isso em vista, 0s ensaios instrumentais foram direcionados ndo somente a
composicdo do filme porfirinico gerado eletroquimicamente, mas também as caracteristicas

quimicas da solucéo precursora.

4.2. Espectroscopia Eletronica e Comportamento em Meio alcalino

O espectro eletrdnico da solucdo [Ni"TPyP{Ru"(bipy),CI}.]* em metanol (Figura
28a) possui bandas de absorcdo em 209, 244, 291, 355, 408, 434, 486, 526, e 558 nm, as quais
sdo consistentes com a presenca de dois grupos cromoforos: a niquel-porfirina e o complexos
periféricos de ruténio. As bandas em 291, 355, 434 e 486 nm foram atribuidas ao complexo
perférico, sendo que a banda em 291 nm ¢ caracterizada como uma transi¢ao do tipo n—n*

dos ligantes bipiridina (bipy).

A transicdo referente ao desdobramento do campo ligante dos atomos de Ru em
relacdo ao ligante bipy ocorre em 355 nm, enquanto as bandas em 434 e 486 nm podem ser
atribuidas & transferéncia de carga do metal para o ligante (MLCT) Ru"—bipy, d—p:*. As

mudancas observadas nas bandas MLCT em metanol e solucédo alcalina podem ser atribuidas
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ao efeito solvatocrdmico, devido a mudanca do solvente. As bandas caracteristicas das
transi¢des no anel porfirinico em 408, 526 e 558 nm sdo atribuidas as transi¢des Soret, Q1,0) €
Q(,0), respectivamente, sendo observado para a banda Soret, alem do efeito solvatocromico,

uma diminuicao da sua intensidade relativa frente a banda bipy(n—n*).
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Figura 28: Espectros eletronicos para solucdo de [Ni'"TPyP{Ru"(bipy).Cl}.]** 1x10° mol L™ em (a)
metanol em (b) solugdo de NaOH 0,1 mol-L™* (—), conjunto de bandas deconvoluidas usando fungdes
Gaussianas e respectivos espectros calculados (—). A direita: Representacdo esquematica da
coordenacdo de fons hidroxila nas posices axiais do centro de Ni" do complexo
[Ni"TPyP{Ru" (bipy),Cl},]** em meio alcalino. R = py-{Ru(bipy),Cl}*s. As demais cores representam
as bandas deconvoluidas.
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De acordo com o modelo de quatro orbitais de fronteira [38] para os estados
eletronicos porfirinicos, a banda Soret € caracterizada pela transi¢cdo do orbital HOMO (ay,)
para o orbital LUMO (eg). O orbital ay, apresenta uma baixa densidade eletronica nos
carbonos pirrélicos, sendo mais sensivel a natureza dos substituintes nas posi¢des meso, o ion
metélico coordenado e os respectivos ligantes axiais. Por isso, a coordenagdo de ions
hidroxila no Ni central, induzida pela alta concentragdo do ligante no eletrélito suporte, causa
0 deslocamento para o azul e diminui a intensidade da banda Soret e o surgimento de uma
nova banda em 472 nm [92], observados na Figura 28b, indicando a presenca de uma nova
espécie em solucdo de NaOH 0,1 mol-L?, a porfirina ligada axialmente & hidrolixa
[Ni(OH), TRPyP]**, como representado na reagdo da Figura 28. A coordenacdo axial de fons
OH" explica 0 aumento de solubilidade observado da porfirina em meio alcalino, uma vez que
a insercdo de grupos hidroxila deve aumentar consideravelmente a interagdo com o solvente

por meio de ligacOes de hidrogénio, apesar da diminuigédo da carga total do complexo.

Depois de 50 ciclos voltamétricos em solucao alcalina da porfirina, é possivel perceber
visualmente a formacdo de um filme fino de coloragdo castanho escuro depositado no
eletrodo de disco de platina. O mesmo acontece no eletrodo de carbono vitreo, porém, devido
a sua coloracdo escura, a mudancga ¢ muito sutil. Na Figura 29 é mostrado o espectro de
reflectancia (convertido para absorbéancia) para o eletrodo de platina modificado. As
semelhangas entre os perfis espectrais entre filme e solucdo alcalina podem indicar uma
conservacdo de geometria. Além disso, observa-se o deslocamento para o vermelho das
transicdes Soret, Q1,0 € Q,), consistente com a formagdo de um sistema de z-z stacking,
enquanto as bandas MLCT dos complexos periféricos exibem somente um ligeiro
deslocamento no mesmo sentido, além de um alargamento, indicando um grau de interacdo

intermolecular menor quando comparado com o anel porfirinico.
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Figura 29: Espectro eletrénico do material depositado na superficie de eletrodo de Pt apds 50
sucessivos ciclos voltamétricos em solucdo [Ni"TPyP{Ru" (bipy).CI}.]** 1,0 x 10*mol-L™* em NaOH 0,1
mol-L™ entre 0 e 0,9 V (—) e conjunto de bandas deconvoluidas usando funcdes Gaussianas e

respectivos espectros calculados (—).As demais cores representam as bandas deconvoluidas

4.3. Aspectos Eletroquimicos do Crescimento do Filme Porfirinico

Devido a complexidade dos processos eletroquimicos envolvidos no crescimento do
filme, a analise dos voltamogramas foi realizada, em primeira instancia, observando o0s
processos individualmente, atribuindo os sitios de oxidacdo/reducdo aos dois diferentes
centros metalicos, identificando produtos de reacdo (em combinacdo com EPR) e,

posteriormente, a analise da dependéncia entre esses processos.

a) Aspectos Gerais

Os voltamogramas tipicos (50 primeiros) registrados para o processo de modifica¢do

de eletrodo de carbono vitreo com o filme porfirinico sdo apresentados na Figura 30, na qual
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o sinal mais proeminente, ainda no primeiro ciclo, é o surgimento de um pico de corrente em
0,820 V que cresce gradativamente ao longo dos ciclos até perder a forma caracteristica de
pico, de forma que, nos ultimos ciclos, é observado somente 0 aumento continuo da corrente
com o potencial aplicado. Os picos de oxidagdo em 0,485 V e redugdo em 0,398 V,
caracteristicos para esse tipo de filme, sdo atribuidos aos processos de oxidacdo e redugédo

envolvendo o par Ni"'/Ni", respectivamente.
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Figura 30: Voltamogramas sucessivos (n=50) registrados o monitoramento do crescimento do filme
porfirinico em eletrodo de carbono vitreo na presenca de 1,0 x 10* molL*
[Ni"TPyP{Ru" (bipy),ClI},]** em NaOH 0,1 mol-.L* de0a 0,9V a0,1V:s™.

O primeiro estudo eletroquimico visando a obtencdo de informac6es para a elucidagdo
do mecanismo de formacdo do material foi realizado pelo monitoramento dos trés primeiros
voltamogramas ciclicos registrados durante o processo de modificacdo, que sdo apresentados

na Figura 31.
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Ja no primeiro ciclo, é possivel perceber o surgimento de um pico de corrente elevada
em 0,820 V que sugere a participacdo do par Ru"/Ru" na formacdo do filme. Como a
corrente é elevada (aproximadamente 55 HA) e ndo € observado pico de reducdo na varredura
reversa, € provavel que este processo seja decorrente da oxidacdo eletrocatalitica. Como a
reducdo Ru"'/Ru" ¢ observada em eletrélitos neutros e levemente acidos, é provavel que esse
processo envolva ions OH™ presentes no eletrdlito. Além disso, o crescimento do sinal do pico
de corrente referente ao par [Ru'(bipy).Cl(PyP)]*/[Ru"(bipy).CI(PyP)]**, nos ciclos
subsequentes, torna-se um indicativo que o complexo periférico também é depositado durante

a formacéo do filme.
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Figura 31: Primeiros voltamogramas ciclicos registrados durante o processo de modificacéo
eletrédica de 1,0 x 10 mol-L™* [Ni"TPyP{Ru" (bipy),CI},]** em NaOH 0,1 mol-L* a 0,1 V-s*, de 0 a
0,9 V: Branco (—); 1.° ciclo (—), 2.° ciclo (—) e 3.° ciclo (—).
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b) Etapas iniciais do crescimento do filme: Papel dos sitios [Ru" (bipy).CI(PyP)]*

Para confirmar a hipétese de oxidacéo eletrocatalitica de ions OH™ foi realizado um
experimento utilizando um eletrodo modificado com filme de porfirinas montado
eletrostaticamente, composto por [Ni"TPyP{Ru"(bipy).CI}.]** e [ZnTPPS]* (meso-
tetraquis(4-sulfonato fenil) porfirina de Zn?*) em eletrélito KCI 0,1 mol-L™ e, a essa solucéo,
foi adicionado o equivalente a 1,0 x 10° mol-L™ de NaOH. O mesmo tipo de filme foi
utilizado nas medidas de EPR, pois este permite a exploracdo das propriedades eletroquimicas
dos complexos periféricos de Ruténio, uma vez que, as porfirinas tetracatibnica e tetra-
anidnica se empilham axialmente, impedindo estericamente a formacéo de possiveis pontes de

oxigénio que poderiam consumir os radicais hidroxil formados em meio alcalino.

Os voltamogramas apresentados na Figura 32 mostram a resposta do eletrodo
modificado, com a presenca do par redox reversivel [Ru"(bipy).CI(PyP)]*"/
[Ru"(bipy).CI(PyP)]**, com pico de oxidagdo 0,814 V e de redugdo em 0,751 V. O nitido
incremento de corrente apés a adicdo de solucdo de NaOH, na mesma regido de oxidacao de
fons ruténio, com pequeno deslocamento de potencial de pico para 0,830 V e a clara
supressao do respectivo sinal de reducdo, revelam um efeito eletrocatalitico de oxidacdo.
Entretanto, o processo de oxidacdo de fons OH™ diretamente mediado pelos fons Ru'"
acarretaria em uma mudanca na esfera de coordenacdo do metal, com formacdo de espécies
Ru-hidroxo e Ru-oxo, resultando em um deslocamento de potencial consideravel e coeso dos
picos de oxidacéo e reducdo, o que ndo ocorre. O ligeiro deslocamento observado para o pico
de oxidacéo é atribuido a variacdo esperada em relacdo potencial padrdo do mediador para
processos eletrocataliticos (conforme previsto pela Eg. 7 do Capitulo ). Veremos

posteriormente que os ligantes bipiridina também apresentam um papel importante na

transferéncia de carga.
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Figura 32: Avaliagdo da atividade eletrocatalitica dos complexos periféricos de
[Ru" (bipy),CI(PyP)]": voltamogramas ciclicos registrados para filme de
[Ni"TPyP{Ru" (bipy),CI},]**/[ZnTPPS]* em KCI 0,1 mol-L™" antes (—) e depois (—) da adi¢éo de
NaOH 1,0 x 10° mol-L™;

Uma vez que o processo de formagdo do filme ndo é observado quando as varreduras sdo
realizadas até potenciais menores que 0,82 V, presume-se a participacdo ativa dos complexos
periféricos [Ru" (bipy),CI(PyP)]* para o crescimento do filme como mediador redox, atuando
na oxidacdo de ions OH™ para, muito provavelmente, radicais ‘OH, uma vez que esta é uma
espécie de tempo de vida curto e altamente instavel, potencialmente ativadora de processos

reativos que podem desencadear a formacéo do filme.

A dependéncia da formacdo do filme em relacdo a janela de varredura foi estudada
variando-se o potencial de inverséo (E;) durante a modificacdo de eletrodo de carbono vitreo
por voltametria ciclica. Os voltamogramas obtidos neste experimento sdo apresentados na
Figura 33. Nesse estudo, a formacao do filme foi avaliada pela intensidade de corrente do par

reversivel do par Ni"'/Ni"" com oxidac&o em 0,486 V e reducdo em 0,399 V.
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Nos trés primeiros voltamogramas a presenga do par redox caracteristico ndo é
observada, somente outro par reversivel (Eoxi = 0,310 V; Erep = 0,238 V), que aparenta
possuir queda difusional de corrente ao longo dos ciclos. Esses sinais foram atribuidos ao par
[Ni"'(OH), TRPYP]**/[Ni"(OH),TRPYP]**. Apenas quando E; atinge o valor de 0,8 V (valor
muito préximo ao potencial de oxidacdo dos complexos periféricos contendo ruténio) o par
caracteristico do filme é observavel. Entretanto, a baixa magnitude de corrente de pico (menor
que 20 pA para oxidacdo) indica que esse valor de E; ndo é o mais favoravel para a formacéo

do filme.

Quando E; atinge valores entre 0,9 e 1,0 V a magnitude de corrente de pico € maxima
(67 pA para oxidacdo em ambos os casos), sendo que essa faixa de potencial de inversdo
considerada a melhor para formacdo do filme, uma vez que, em valores de potencial de
inversdo maiores, a magnitude de corrente diminui, como no caso de E; = 1,10 V, onde
também ocorre acentuado deslocamento de potencial de pico durante os ciclos. A total
supressdo dos picos pode ser observada quando E; = 1,20 V. Nesse caso, 0 surgimento dos
sinais referentes ao par redox Ni"'/Ni" ocorre nos dois primeiros ciclos de varredura, sendo

que, nos ciclos subsequentes, a magnitude de corrente diminui gradativamente.
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Figura 33: Voltamogramas ciclicos (50 primeiros) registrados para modificacdo de eletrodo de
carbono vitreo com solucéo de [Ni"TPyP{Ru" (bipy),Cl},]** 1,0 x 10 mol-L™* em NaOH 0,1 mol-L™ a
0,1 V-s com variagéo do potencial de inversio: (a) 0,5; (b) 0,6; (c) 0,7 (d) 0,8; (f) 0,9; (F) 1,0; (9)
1,1e(h) 1,2 V. Detalhes: AmpliacGes das regides de potencial entre zero a 0,7 V.
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A hipétese da formagdo de radicais hidroxil mediada pelos complexos periféricos

contendo Ru'"

foi averiguada por Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica,
de forma que as espécies ‘OH, geradas a 0,9 V na superficie do eletrodo de carbono vitreo,

devidamente modificado, foram submetidas a reagdo com o DMPO.

A reacdo com DMPO se desenvolve a partir de uma confluéncia, pela qual o composto
era injetado no sistema em fluxo, imediatamente apds a passagem do eletrélito pelo eletrodo
modificado, de forma que as espécies radicalares geradas na superficie do eletrodo eram
prontamente “capturadas” (reagdo spin trapping). A solucdo final contendo o aduto
DMPO/'OH formado foi entdo coletada em um frasco e submetida a analise no espectrémetro
EPR. O espectro da solucéo resultante, apresentado na Figura 34, exibe claramente o conjunto
de linha tipica referente ao aduto DMPO/'OH, apresentando uma constante hiperfina de 15,6
G, consistente com o valor de referéncia de 15,01 G [47-49, 93], confirmando assim, a

formac&o de radicais hidroxil no eletrodo polarizado em 0,9 V.

il

Sinal EPR/ a.u. (x 10°)

3400 3425 3450 3475 3500
Campo Magnético / G
Figura 34: O espectro de EPR da solucéo a partir da célula eletroquimica em fluxo para deteccéo de

radicais hidroxil, com eletrodo de carbono vitreo modificado [Ni"TPyP{Ru" (bipy),Cl}.]**/[ZnTPPS]*

polarizado em 0,9 V, que mostra os sinais caracteristicos do aduto DMPO/ "OH.
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A oxidacéo da agua a oxigénio molecular mediada por [Ru(bipy)s]** em meio alcalino
é relatada intensamente na literatura cientifica [94-97]. Tal reacdo possui o radical hidroxil
como espécie intermediéria. Dessa forma, é pertinente que uma reagdo semelhante ocorra nos
complexos [Ru(bipy).CI(PyP)]" em condicBes eletroquimicas apropriadas. Supde-se que as
espécies radicais sejam consumidas durante o crescimento do filme, de forma que a geragédo

de O, ndo seja significativa.

Em uma solucdo de NaOH 0,1 mol-L, os radicais hidroxil parecem ser gerados como
um dos principais produtos de oxidacdo que sugerem que pode ser a espécie-chave envolvida

no mecanismo de que leva ao crescimento do filme na superficie do eletrodo.

A Figura 35 mostra o possivel mecanismo para geracao de radicais hidroxil a partir
dos complexos periféricos [Ru"(bipy).CI(PyP)]** gerados em meio alcalino em potenciais
acima de 0,8 V. Com a elevacdo do estado redox desse sitios, espécies intermediarias devem
ser geradas por ataque nucleofilico de uma molécula de H,O de uma das posi¢des para do
ligantes bipy, produzindo uma aduto protonado. Em seguida, a desprotonacdo do nitrogénio
coordenado ao Ru ocorre, sendo facilitada pela elevada concentracdo de hidréxido no
eletrolito suporte, formando um radical bipiridil hidroxilado. A homdlise da ligacdo C-OH
permite a saida do ‘OH regenerando o ligante bipiridina, mas reduzindo o complexo

periférico ao estado de Ru". Este é reoxidado a Ru"", regenerando as espécies de partida.
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0.82 V)

Figura 35: Possivel mecanismo eletrocatalitico para a geragdo de radicais hidroxil mediadas por
[Ru(bipy),CI(PyP)]?** em meio de NaOH 0,1 mol-L™. R = py-{Ru(bipy),CI}"4.

A geracdo eletroquimica de radicais hidroxil em solucdo aquosa é um processo
extremamente Util, uma vez que esta espécie é altamente reativa e ela pode desencadear varios
outros processos reativos em cascata, incluindo uma provavel eletropolimerizacdo. O
processo de geracdo eletroquimica dessa espécie requer uma elevada demanda energética e
seu mecanismo é dependente do pH do meio. Em meio acido (pH = 0) e alcalino (pH = 14),

segue respectivamente as seguintes equacdes quimicas:

oH =0 H,0 === OH+H'+e E°=2,38V (vs EPH) [98]

pH = 14 OH == OH + ¢ E°=1,55V (vs EPH) [99]
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A Figura 36 mostra outro estudo comparativo utilizando um eletrodo de carbono vitreo
ndo modificado em meio eletrolitico de NaOH na auséncia e na presenca do complexo
porfirinico em solugdo. No primeiro caso, 0 processo de oxidacdo de ions OH" inicia-se em
aproximadamente 1,3 V, valor que esta de acordo com o potencial para geracdo de radical
hidroxil quando convertido para o eletrodo de referéncia Ag/AQCI(KCls,), sugerindo que a

presenca do complexo porfirinico em solucdo antecipa este processo em, pelo menos, 0,480 V.

140
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E/V vs Ag/AgCI(KCI_ )

Figura 36: Voltamogramas referentes a geracdo de radicais hidroxil utilizando eletrodo de carbono

vitreo na auséncia (—) e na presenca de 1,0 x 10 mol-L™* [Ni(OH),TRPyP]** (—).

c) Processos envolvendo os sitios centrais Ni-porfirina e dependéncia dos processos

Voltando a atencdo para os primeiros voltamogramas do processo de modificacéo,

especificamente na regido entre 0 e 0,7 V apresentados na Figura 37 (ampliacdo da Figura 31
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nessa regido de potencial), pode-se perceber as mudangas referentes aos centros contendo

niquel.

Corrente / pA

00 01 02 03 04 05 06 0.7
E/V vs Ag/AgCI(KCI_)

Figura 37: Ampliagdo da regido entre 0 e 0,7 V dos primeiros voltamogramas ciclicos registrados
durante o processo de modificacéo eletrddica de 1,0 x 10 mol-L™* [Ni"TPyP{Ru" (bipy),Cl},]*" em
NaOH 0,1 mol-.L" a 0,1 V-s*, de 0 a 0,9 V: Branco (somente eletrélito suporte) (—); 1.° ciclo (—),

2.° ciclo (—) e 3.° ciclo (—).

Ainda durante a varredura direta do primeiro ciclo é observado um pico de oxidacao |
em 0,310 V, possuindo um respectivo processo de reducdo em Il (0,240 V) durante a
varredura reversa. Esses processos foram atribuidos a espécie porfirinica em solugéo, ou seja,
o par redox reversivel [Ni"'(OH),TRPyP]**/[Ni"(OH),TRPyP]**. Ainda no primeiro ciclo
voltamétrico, observa-se também o surgimento de um sutil pico de reducdo em 0,399 V (11I)
durante a varredura reversa que, por sua vez, apresenta um processo pareado de oxidacao, 1V,
durante o segundo ciclo em 0,518 V, que néo é observado durante o primeiro ciclo. Estes dois

processos sd0 mais proeminentes no terceiro ciclo e nos ciclos subsequentes, com ligeiro
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deslocamento do potencial dos picos de oxidagdo e redugéo para valores menos positivos,
evidenciando-se como o par redox caracteristico do filme depositado sobre a superficie
eletrddica. Tais processos sdo atribuidos a espécies também contendo niquel que é formada na

superficie eletrodica no decorrer dos ciclos.

A ocorréncia do pico IV apenas ap6s o primeiro ciclo indica a dependéncia de
processos, ou seja, uma vez que o crescimento do filme é obsevado somente quando a
varredura atinge valores de potencial para a formacdo de ‘OH, é pertinente dizer que 0s
processos Il e 1V sdo dependentes do processo redox associados aos complexos periféricos
[Ru"(bipy).CI(PyP)]". Além disso, pela anélise global dos processos, pode-se sugerir que a
formacdo do filme se assemelha a processos regidos por um mecanismo classico do tipo
Eletroquimico-Quimico-Eletroquimico (ECE) [100], entretanto, com a complexidade do
processo de oxidacdo eletrocatalitica que envolve os sitios de ruténio que ja compreende uma

etapa eletroquimica e outra quimica.

Tal processo é desencadeado em 0,814 V com formacdo de radicais hidroxil,
envolvendo uma etapa quimica complexa. Os radicais formados participam de uma segunda
etapa quimica juntamente com sitios situados no centro metalico porfirinico. Dessa forma, o
produto gerado €é reduzido em 0,399 V e reoxidado na varredura direta do ciclo voltamétrico

subsequente em 0,518 V, sendo todo esse processo repetido ao longo dos ciclos.
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4.4. Espectroscopia Raman e Espectroeletroquimica

Os estudos envolvendo espectroscopia Raman foram utilizados como ferramenta
adicional para a caracterizacdo do material formado na superficie do eletrodo de carbono
vitreo. A analise das variacdes estruturais do filme porfirinico foi realizada por comparacéo
dos espectros de [Ni"TPyP{Ru"(bipy).CI}.]*" no estado sélido, em solucéo aquosa alcalina,
depois de 5 ciclos e 50 ciclos voltamétricos entre 0 e 0,9 V, a velocidade de varredura de 0,1
V-s' a fim de acompanhar o processo de crescimento do filme. Os espectros Raman de
[Ni"TPyP{Ru"(bipy).CI}s]*" no estado sélido e em solugdo alcalina de NaOH s&o

apresentados na Figura 38.

Os modos de vibracdo caracteristicos de ligagdes C=C e C=N para o anel porfirinico e
para a bipiridina podem ser vistos na faixa de 1450-1650 cm™, utilizando as linhas de laser de
532 e 488 nm. O laser de 532 nm esta em ressonancia com a transicéo Qo) para a porfirina
de niquel, de modo que o mecanismo de Herzberg-Teller, que opera aumentando os modos
normais e 0s modos assimétricos sao mais intensificados que os assimétricos [101]. Portanto,
0s modos de estiramento C=C e C=N assimétricos em 1515 cm™ e 0 modo de deformaco do

anel porfirinico em 454 e 116 cm™ s&o os mais intensificados.
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Figura 38: Espectros Raman normalizados para [Ni"TPyP{Ru"(bipy).Cl},]** na forma sélida (—) e
[Ni"(OH),TRPyP]*" presente em solugéo alcalina de NaOH 0,1 mol-L™ (—), obtidos com excitacéo
em (a) 488 e (b) 532 nm.

O perfil espectral e as intensidades dos picos para a espécie
[Ni"TPyP{Ru"(bipy),CI}s]** em meio de NaOH 0,1 mol-L* ([Ni"(OH),TRPYP]*") se
assemelha ao obtido para a mesma espécie no estado solido, indicando que ndo ha degradacéo
do complexo quando este é dissolvido em meio fortemente alcalino. A intensidade do modo
v(Ru-Cl) em 253 cm™ diminui em solucdo de NaOH quando excitado com os lasers de 488
nm e de 532 nm, sugerindo que o ligante cloreto poderia ser trocado por anions hidroxila na
esfera de coordenacdo do Ru, mas nenhuma evidéncia dessa reacdo pbde ser encontrada
eletroquimicamente, uma vez que seria necessario a formacéo de espécies Ru-oxo, alterando o
potencial de oxidacdo Ru"/Ru'", como visto anteriormente. Entretanto, esse potencial é
praticamente invariavel, mesmo com mudancas de pH do eletr6lito. Contudo, bandas
atribuidas aos modos de estiramento Ni-O e de deformacgdo angular Ni-O-H sdo encontradas
em 405 e 1252 cm™ respectivamente, corroborando a hipétese de coordenagdo de fons

hidroxido nas posicdes axiais da esfera de coordenacdo do niquel. Portanto, pode-se assumir
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que [Ni"(OH),TRPyP]** é a espécie majoritariamente presente em meio alcalino, como visto

nos resultados para espectroscopia eletronica.

Os resultados obtidos por EPR e por voltametria ciclica, juntamente com a
espectroscopia Raman, sugerem ocorréncia de um processo de eletropolimerizagdo mediado
por radicais hidroxil. Como Vérios artigos cientificos sugerem a formacdo de um composto
polimérico com pontes p-0xo entre os centros de niquel, essa hipotese foi considerada nos
calculos tedricos (Anexo A, p,166). Entretanto como os espectros Raman apresentam indicios
de estiramento O-O em 1382 cm™, a formacgdo de um polimero com pontes p-peroxo, que
poderia explicar algumas propriedades eletroquimicas do filme, também foi considerada nos

calculos.

As tentativas de atribuicdo de bandas dos espectros Raman apresentados na Tabela 1
foram realizadas em comparagcdo com 0s espectros da porfirina e seus derivados encontrados
na literatura [102-104] e também pelos espectros Raman tedricos para as espécies [NiP],
[Ni(OH)]™ e [NiP(O2)]™, como provéveis componentes monoméricos, apresentados na Figura
1 do Anexo A, no qual P representa o anel porfirinico e também os complexos periféricos
[Ru(bipy).CI(PyP)]". Essas espécies foram consideradas nos célculos tedricos assumindo a
possibilidade de que o material depositado sobre a superficie eletrédica possa ser um
polimero de coordenacdo no qual as unidades porfirinicas sdo conectadas pelos centros de Ni

através de pontes [1-0X0 OU |L-Peroxo.
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Tabela 1: Atribuicio do espectro Raman para [Ni"TPyP{Ru"(bipy),Cl},]*" solucdo de NaOH 0,1
mol-L™* ([Ni"(OH),TRPyP]*") em comparag&o com o espectro da porfirina pura no estado sélido e o

complexo [Ru(bipy).Cl], registrados com excitagdo em 488 nm.

Tedrico  Ru(bipy),Cl  [Ni"TPyP{Ru"(bipy),CI},]** [Ni"(OH),TRPyP]**  Atribuicdo
NiP

3117 vaCyH

1632 1600 1609 1608 VassCmCo
vsi CC e vs CN (bipy)

1493 1487 1491 1490 VassCpCh
VassCC € vasCN (bipy)

1369 1379

1338 1321 1324 VassNC

1274 1271 v(bipy)

1217 1217 v(py)

1090 1094

974 1027 1024 1021 Respiracdo do anel (P + bipy) + vgNiN

889 901

807 Ssi,ipCuCBCB + Ssi,ipCquCu

696

557 vNi"O

389 381

348 320 325 VsiNiN

216 230 214 VassNIN + 8a5sNiN

v: estiramento, vsi:estiramento simétrico; vas.estiramento assimétrico

o: deformagdo angular; doy:deformagdo angular fora do plano; Ji,:deformagéo angular dentro do plano
C, C, & Cy: dtomos de carbono nas posi¢oes meso, o e  do anel porfirinico, respectivamente

py:piridil

bipy: 4,4’ bipiridil
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De forma a testar essa hipotese e identificar o grupo de ligacdo mais provavel, o
processo de formacdo do filme foi monitorado por medidas Raman espectroeletroquimicas. O
espectro do material depositado na superficie de carbono vitreo depois de 5 e 50 ciclos
voltamétricos é mostrado na Figura 39, em comparagdo com 0O espectro de
[Ni"TPyP{Ru"(bipy),Cl}s]** em solucdo de NaOH, onde pode-se notar o surgimento de uma
banda em 405 cm™ atribuida a0 modo de estiramento Ni-O. Entretanto, 0 modo de estiramento
0-O aparece geralmente como bandas intensas na regi&o entre 1600-1100 cm™ dependendo do
estado de oxidacdo do atomo de oxigénio e da ordem de ligacdo. De acordo com o espectro
Raman tedrico para a espécie [NiP(O2)]™ (Figura 39), o modo de estiramento O-O deve ser
encontrada em torno de 1376 cm™ e o comprimento de ligagdo, de acordo com a simulacdo, é

de 1,31 A, como esperado para a formacao de espécies peroxo com elevada deslocalizagdo de

carga no anel porfirinico. Comparando o espectro teérico com o espectro do material depositado
apds 5 e 50 ciclos, pode-se notar o surgimento de novas bandas em 1380 e 1234 cm™, que
podem ser atribuidas a0 modo v(O,™) com ordem de ligagdo ligeiramente superior ao previsto
teoricamente. Além disso, as bandas em 249 e 216 cm™ podem ser atribuidas & deformacéo
angular 6(NiOO), reforcando a hip6tese de formacdo de um composto porfirinico polimérico
ligado por pontes p-peroxo. Nenhuma banda adicional atribuivel a espécies com caracteristicas

H-0x0 puderam ser encontradas na faixa caracteristica entre 800 e 1300 cm™.

E possivel notar o deslocamento para o vermelho e alargamento da maioria dos picos
quando os espectros apos 5 e 50 ciclos s@o colocados em comparacdo. Este comportamento
indica que interacBes intermoleculares tornam-se mais fortes & medida que o processo de
eletropolimerizagéo procede em solucdo alcalina. Esse comportamento pode ser decorrente do
empilhamento = dos anéis Ni-porfirinicos em sua fase mais condensada, como esperado para

o crescimento do filme como funcéo do nimero de ciclos voltamétricos.
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Figura 39: (a) Espectros Raman teéricos para espécie [NiP(O,)]™ e espectros Raman experimentais
para a espécie [U-O,-NiTPyP{Ru(bipy),Cl}*s], na superficie de carbono vitreo ap6s (b) 50 e (c) 5
ciclos voltamétricos entre 0 e 0,9 V em NaOH 0,1 mol-L™.

As pontes do tipo peroxo (O-O) podem ter diferentes estados de oxidacéo e a ligacao
com o centro metalico da Ni-porfirina pode levar a uma maior ou uma menor deslocalizacdo
de carga que pode mudar o estado de oxidacao do centro de Ni. Dessa forma, a banda em 805

cm™ pode ser atribuida a0 modo v(Ni''-O) que apresenta maior frequéncia que o médulo

analogo v(Ni'-0) em 405 cm™,

Por fim, o material foi estudado através de ensaios envolvendo espectroeletroquimica Raman
(Figura 40) pela observacdo das mudancas espectrais sobre aplicacdo de potencial constante,
na faixa entre 0,05 e 0,85 V a fim de confirmar a estrutura proposta. Dessa forma, foi possivel

correlacionar as mudangas estruturais associadas aos processos redox do material.
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Figura 40: Série espectroeletroguimica Raman para [u-O,-NiTPyP{Ru(bipy),Cl}",], depositado em
eletrodo de carbono vitreo em NaOH 0,1 mol-L™ em diferentes faixas de nimero de onda (de 1650 a
1450 cm™(topo); 1450 a 900 cm™ (meio) e 900 a 50 cm™ (abaixo).

O espectro do filme mostra que a oxidagdo de Ni" para Ni"', em potenciais acima de
0,40 V, é acoplada com a formacdo de pontes peroxo Ni-O-O-Ni. Isso pode ser confirmado

pelo surgimento de bandas em 1234 e 206 cm™ atribuidas aos modos v(O-O) e 3(NiOO)
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respectivamente. Adicionalmente, o deslocamento para o vermelho dos modos v(CC) e v(CN)
do anel porfirinico em 1610 e 1560 cm™ evidencia o empilhamento (n-n stacking) de anéis
porfirinicos [105]. Esses modos vibracionais ndo séo influenciados significativamente quando
potenciais elevados sdo aplicados, confirmando a atribuicdo da onda anddica em 0,52 V
(voltamograma da Figura 37) para o processo Ni'"/Ni"". Essa conclusdo é reforcada quando a

intensidade da banda em 805 cm™ (modo v(Ni"'-O)) varia em relag&o ao potencial aplicado e

alcanga seu maximo a partir de 0,50 V.

5. Conclusdes

Atraveés dos resultados apresentados nesse capitulo, chega-se as seguintes conclusdes

sobre a estrutura e mecanismo de formacéo do filme porfirinico:

A auséncia das bandas largas tipicas da transicio Ni(OH),/NiOOH, em torno de 475 e 555 cm™
[106, 107] na série espectroeletroquimica Raman da Figura 40 e a auséncia de sinais que
evidenciem uma provavel demetalacdo da porfirina no espectro eletrénico do filme, o que
indicaria a degradacdo do complexo, descartam a possibilidade de formacéo de Ni(OH), como

componente principal do filme concomitantemente com a decomposigdo do complexo.

e Os resultados das medidas eletroquimicas em conjunto com EPR indicam a formacédo de
radical ‘OH em potenciais acima de 0,82 V por um processo eletrocatalitico complexo
mediado pelos complexos periféricos Ru(bipy).Cl, sendo a formacg&o dessa espécie radical

uma etapa essencial para a formacao do filme.

e Os dados de Espectroscopia Eletronica e Raman da solucéo da porfirina tetrarrutenada em

meio alcalino, sugerem a formacdo da espécie [Ni"(OH),TRPyP]** pela coordenacéo de
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fons OH" nas posic¢des axiais do centro de niquel, sendo uma espécie precursora do filme

resultante e explicando os mecanismos de solubilidade.

e Os estudos envolvendo Espectroscopia  Eletronica por  Reflectancia e
Espectroeletroquimica Raman reforcam a hipdtese que o material na superficie do
eletrodo € um polimero supramolecular constituido por macrociclos porfirinicos em
stacking, com centros de Ni conectados por pontes p-peroxo formados

eletroquimicamente, como representado na Figura 41.

Figura 41: Representacdo do polimero de coordenagdo supramolecular com unidades

ligadas pelos centros de Ni por pontes p-peroxo formado sobre a superficie eletrodica. R =
py-{Ru(bipy)2CI}",.

A estrutura polimérica baseada em pontes p-peroxo pode ser a razdo fundamental do

comportamento eletroquimico similar ao a-Ni(OH),. Em geral, complexos metalicos de ligantes



100

macrociclicos se depositam no eletrodo em stacking, obtendo-se cadeias lineares que possui
elevada condutividade ao longo do eixo de stacking, que é sobreposto ao orbital dz? do metal
central. Quando existem ligantes axiais que permitem a juncao entre dois centros metélicos, a
transferéncia de carga ocorre eficientemente atraves das ligagdes metal-ligante-metal.

Definido o produto final de reagdo como o polimero de coordenagdo [p-O,-
NiTPyP{Ru(bipy).Cl}4], € tomando como base as consideracbes sobre o mecanismo
envolvido, é possivel sumarizar o processo global de eletropolimerizacdo em meio alcalino

pelas seguintes equacdes:

E =0.820V

[Ni'"'(OH), TPyP{Ru" (bipy),Cl,] [Ni'"(OH),TPyP{Ru'"(bipy),Cl,]

Ky

[Ni'""(OH),TPyP{Ru"'(bipy),Cl,] + H,O

[Ni'"'(OH),TPyP{Ru'"(bipy),Cl,] + "*OH

ko

[Ni'"'(OH),TPyP{Ru" (bipy),Cl,] + ‘OH [u-O-Ni""TPYP{Ru(bipy),Cl}4],

E =0.399V

[u-Op-Ni""TPyP{Ru(bipy),Cl}.], [u-O-Ni""TPyP{Ru(bipy),Cl}],(ads.)
Embora o processo de polimerizacdo seja complexo, sabe-se que ele se inicia apds a
formacdo de radicais hidroxil e pode-se defini-lo como uma Unica etapa quimica. k; e k
representam as constantes cinéticas das etapas quimicas de geracao eletrocatalitica. O ciclo de
eletropolimerizacéo é encerrado com a reducdo de Ni"" a Ni"' com a adsorcéo do polimero na

superficie eletrddica.
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CAPITULO IV Aplicagio Analitica de Filmes Eletropolimerizados de
Porfirina Tetrarrutenada de Niquel em Meio Alcalino: Determinacéao

Amperométrica de Acido Fdlico
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1. Introducédo

Neste capitulo serdo descritos os estudos referentes as aplicacBes dos eletrodos
modificados com filmes porfirinicos poliméricos como sensores eletroquimicos na
quantificacdo de acido fdlico, utilizando o eletrodo de carbono vitreo modificado com

porfirina tetrarrutenada de niquel.

No método proposto, utilizou-se Batch Injection Analysis (BIA) associada a
amperometria, recurso que possibilita analises mais rapidas comparadas com métodos
convencionais em batelada, além de algumas caracteristicas similares as obtidas em Analise
por Injecdo em Fluxo (FIA, do inglés Flow Injection Analysis), como rapidez, volume
reduzido de amostras, simplicidade, além de repetibilidade e sensibilidade elevadas.

Entretanto, BIA também possui algumas particularidades.

BIA foi proposta inicialmente em 1991 por Wang e Taha [108] como uma abordagem
alternativa para a realizacdo de analises réapidas, sendo posteriormente demonstrada sua
aplicacdo a varios sistemas de deteccdo, como espectrofotometria UV-Vis [109],
fluorescéncia [110], calorimetria e técnicas eletroquimicas como potenciometria [108] e
voltametria [111-113]. Ao longo de quase 25 anos, BIA se mostrou uma poderosa ferramenta
quando combinada com amperometria, devido & maior versatilidade e sensibilidade inerente a
essa associacdo [114-117]. Além disso, como vantagem sobre FIA, BIA dispensa o uso de
valvulas, bombas e tubos de conexdo, contudo, devido a sua simplicidade, a realizacdo de
diferentes etapas analiticas, como extracGes e reacGes quimicas, durante a etapa de transporte

da amostra, ndo séo contempladas.

Em um sistema BIA com deteccdo amperométrica, volumes discretos do analito (da
ordem de 10 a 100 uL) s&o injetados diretamente sobre a superficie de um eletrodo imerso em

eletrolito suporte, de forma que, durante a interacdo do analito com a superficie do eletrodo
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adequadamente polarizada, um sinal transiente de corrente é gerado, semelhante ao obtido em
FIA, entretanto, ndo representando um gradiente de concentracdo, mas sim um gradiente de
velocidade de transporte de material eletroativo para a superficie do eletrodo, como mostrado
na Figura 42. Logo no inicio da injecdo (em B), a velocidade de injecdo aumenta quase que
instantaneamente chegando a seu valor maximo em C, que se estende em um curto intervalo
até a dispensa total da a amostra. Em D ocorre a dispersdo da amostra no meio, na qual a
velocidade decresce rapidamente até chegar a um estado de equilibrio final, indicando o

retorno a linha base (em E), no qual o transporte passa a ser governado por difusdo.

W ‘ ‘
\I\ / "; ‘I‘u J"I‘ \ J';
TOT OITOIT T

A B c D E

Figura 42: Etapas na Injecdo e sinal transiente em BIA. A: antes da injegdo; B: transporte

convectivo; C: Final de injecdo; D: Dispersdo; E: equilibrio final. Figura retirada na referéncia [50].

A configuragdo de um sistema BlA-amperométrico é baseada em um processo
hidrodinamico de eletrodo do tipo “Wall-Jet” [118], ou seja, trabalha em regime de convecgéo
forcada. Além disso, opera em fluxo ndo continuo, de forma que o regime hidrodindmico é

valido somente durante a injecdo de amostra, diferentemente do que ocorre em FIA, onde o
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fluxo ¢ continuo durante toda analise (salvo raras exce¢des, como em configuragdes “stopped
flow”). Assume-se entdo que, sob condi¢Oes hidrodindmicas, a espessura da camada de
difusdo, 9, em determinado ponto da superficie do eletrodo, ¢ constante, entretanto, variando
ao longo de toda superficie, uma vez que se trata de uma configuracdo de eletrodo
hidrodindmico ndo uniformemente acessivel, como é mostrado pelas linhas de fluxo para

células Wall-Jet na Figura 43.

\\ il A LAN

S e

0

Figura 43: Linhas de fluxo em eletrodo hidrodinamico de configuracdo Wall-Jet. Figura

retirada da referéncia [118].

Como vantagem analitica ao se trabalhar em condigdo hidrodindmica, vale destacar os
ganhos em termos de sensibilidade e de repetibilidade, uma vez que o aumento do transporte
de espécies eletroativas a superficie do eletrodo acarreta em um crescimento da corrente
resultante, dependendo da velocidade do fluxo, além de diminuir consideravelmente a
dependéncia da resposta eletrédica a propriedades fisicas da solu¢do quando comparado a
sistema cujo regime de transporte € somente difusional [118]. Isso fica ainda mais claro
quando comparamos qualitativamente as equacdes que governam a variacdo da intensidade de
corrente em funcdo dos pardmetros de transporte. Segundo a Equacdo 1, para celulas

configuracdo Wall-Jet, a corrente limite é altamente dependente da velocidade com o qual o
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fluxo atinge a superficie do eletrodo, enquanto que na Equacdo 2, que € a equacdo de Cottrell
para transporte difusional em eletrodos em formato de disco, o Gnico parametro que define o

transporte é o coeficiente de difusdo (normalmente da ordem de 10 a 10" cm?-s™).

1 5 1

3 3
Ip=159nFr«Vps Dzvizaz C, (Equacéo 1)

1

1
I,=nFr?DzC,t 2 (Equacéo 2)

Onde “n” é namero de elétrons, “F” é a constante de Faraday (96 485 C-mol™), “»” é
o raio do eletrodo, “V;” é velocidade de dispensa, "D é o coeficiente de difusdo da espécie
eletroativa, “v”" é viscosidade do meio, “a” é o didmetro do jato e “C.~ € concentracdo da

espécie eletroativa.

Dessa forma, a Equacdo 1 define a magnitude da corrente durante a etapa de injecéo e
a Equacdo 2 define a magnitude da corrente de fundo (background) quando o analito esta
disperso no eletrélito, de forma que a diferenca de magnitudes de corrente é elevada o
suficiente para que o aumento de linha base decorrente de vérias injeces sucessivas torna-se

desprezivel, dependendo da velocidade de inje¢do [119].

A Equacdo 2 também define o tempo decorrido entre as etapas de dispersdo, o
equilibro de linha base (Etapas D e E da Figura 42) que estd intimamente relacionada a
frequéncia de amostragem, uma vez que esse intervalo é definido como tempo de limpeza t,_ (f
= 1/t,). Portanto, a frequéncia de amostragem se torna dependente do coeficiente de difuséo

do composto analisado.

Os primeiros sistemas BIA utilizavam micropipetas manuais como propulsores de

amostras [108, 117], o que prejudicava a reprodutibilidade do sistema, uma vez que a
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velocidade de dispensa era totalmente dependente da habilidade do analista. Com a utilizagédo
de micropipetas automaticas, com as quais é possivel definir as velocidades de propulsdo de
solucdo, a perda de reprodutibilidade deixou de ser um problema, entretanto, essa velocidade

era limitada ao valor de 75,2 pL-s™ (aproximadamente 4,5 mL-min™).

A utilizacdo de algumas pipetas modernas possibilita realizar a introducdo da amostra
com vazdo elevada, comparada aos propulsores convencionais utilizados em FIA, sendo
possivel alcancar velocidades de injecdo de até 274 pL-s™, o que ndo seria simples com
propulsdo por gravidade [120] ou usando os propulsores pneumaticos mais comuns [121]. A
utilizacdo das micropipetas apresenta ainda a vantagem de gerar sinal virtualmente isento de

ruido devido a pulsacdo, como € observado quando s&o utilizadas bombas peristalticas.

A utilizagdo de vazOes elevadas aumenta significativamente a resposta do eletrodo
(Figura 44) e também a relag&o entre sinal analitico (corrente faradaica, I¢) e ruido de fundo,
devido a corrente capacitiva, Ic [122] (desprezando a contribuicdo faradaica apds diversas
injecdes), propiciando uma maior detectabilidade. Essas vantagens tornam essa estratégia
muito favoravel para a aplicagdo em amperometria de mdaltiplos pulsos, idealizada
primeiramente para FIA em determinagdes simultaneas [123-126]. Com 0 uso de pulsos de
potencial de curta duracdo (variando entre 50 a 300 ms), a corrente capacitiva torna-se

relevante, uma vez que ocorre o carregamento da dupla camada elétrica a cada pulso efetuado.
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Figura 44: Dependéncia da corrente faradaica (I¢) e da corrente capacitiva (Ic) em fungéo do tempo
de aplicacao de um pulso de potencial em uma solugdo em estado estacionario (A) e em sistemas em

fluxo com vaz@es baixas (B) e mais elevadas (C) [122].

2. Parte Experimental

Um desenho esquematico da célula eletroquimica para BIA utilizado nos estudos
analiticos € apresentado na Figura 45. A célula foi construida com um corpo de
polimetilmetacrilato (PMMA) e conjunto de base e cobertura feito de politetrafluoretileno
(PTFE). No corpo da célula, a altura de 2,5 cm da base, um orificio lateral foi feito com
finalidade de drenar a solucdo excedente, mantendo o volume total de eletr6lito em
aproximadamente 40 mL. A base da célula possui um orificio de 7,0 mm de didmetro através
do qual o eletrodo de trabalho foi posicionado. A parte superior possui trés orificios, sendo os
dois laterais para acomodar os eletrodos de referéncia e auxiliar, enquanto o orificio central
foi utilizado para posicionar a seringa da pipeta, possuindo uma plataforma invertida utilizada

COmo guia para seringa.
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Figura 45: Célula para medidas em BIA utilizada nos experimentos para determinagédo

amperométrica de acido folico em amostras farmacéuticas

Uma micropipeta eletronica motorizada Eppendorf Multipette® stream foi utilizada
para fazer as injecdes. Esse dispositivo permite efetuar injecdes de volumes que variam entre
1 uL a 50 mL dependendo do volume total da seringa utilizada. Como o tempo de dispensa é
0 mesmo para todos os volumes de seringa, a pipeta também possibilita trabalhar numa
variedade de vazdes dentro da faixa de volume determinada por cada seringa. Nos
experimentos realizados foi utilizada uma seringa de 1 mL, que permite a injecdo de um

volume minimo de 10 pL e uma faixa de vazao variando entre 25 e 274 pL-s™.

3. Determinacio Amperométrica de Acido Folico em Amostras Farmacéuticas

O acido fdlico (AF), de nome IUPAC de éacido (2S)-2-[(4-{[(2-amino-4-

hidroxipteridin-6-il)metilJamino}fenil)formamido]pentanodioico (Figura 46), de massa molar
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441,37 g-mol™, também conhecido com os nomes: folacina, acido pteroil-L-glutdmico ou
vitamina B9, é um composto sollvel em &gua, pertencente a classe de vitaminas do chamado
complexo B, importante no processo de divisao e crescimento celular, uma vez que atua como
coenzima em processos de transferéncia de radical metila envolvidos na sintese de bases
paricas e pirimidicas requeridas para a sintese de &cido nucleicos. A deficiéncia de &cido
félico no organismo humano estd associada a Doenca de Alzheimer [127], doengas
cardiovasculares [128, 129] e também a ma formacdo neuroldgica durante o processo de

gestagéo [130, 131].

HO O
0]
N
H
O
OH NH
OH N
N| \ X
P
H,N N N

Figura 46: Formula estrutural do &cido (2S)-2-[(4-{[(2-amino-4-hidroxipteridin-6-il)metil]amino}

fenil)formamido]pentanodioico, o &cido félico.

Apesar de possuir ocorréncia natural em alimentos de origem vegetal, alguns
alimentos, como a farinha de trigo, sdo enriquecidos com esse composto, uma vez que a dieta
humana moderna, rica em alimentos processados, ndo possui as quantidades diarias
necessarias desse nutriente. Em virtude disso, acredita-se que a deficiéncia de acido folico
seja 0 mais comum tipo de hipovitaminose em todo o planeta [132], sendo que a

suplementacdo em forma de comprimidos & amplamente indicada, principalmente para
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mulheres no periodo de gestacdo, fato que justifica a necessidade de um controle de qualidade

seguro e confiavel para farmacos a base desse suplemento.

Vérios métodos sdo citados na literatura cientifica para a quantificacdo de acido félico
em suplementacdo em forma de comprimidos e dentre eles destacam-se os que utilizam
técnicas de espectrofotometria [133-135], fluorimetria [132], voltametria [136-139] e
espectrometria de massas [140]. Nesta secdo serdo descritos 0s estudos para a proposta de um
método analitico utilizando a cronoamperometria com eletrodo modificado com o complexo
porfirinico polimérico [(Ni"TRPyP)-p-O,], associado & BIA, e a comparacdo com o método
indicado pela Farmacopéia Brasileira, utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(HPLC, do inglés High Performance Liquid Chromatography) [141]

4. Objetivos

O objetivo deste capitulo restringe-se a aplicacdo analitica do eletrodo modificado
com o filme porfirinico polimétrico [(Ni'"TRPyP)-u-O,], como sensor na quantificacdo
amperométrica de &cido folico em comprimidos farmacéuticos em associagdo com Batch
Injection Analysis, tomando como foco basico a otimizacdo dos parametros eletroquimicos
relacionados ao processo de oxidacdo do farmaco no eletrodo modificado e dos parametros
hidrodindmicos do sistema BIA. O desenvolvimento dessa metodologia € realizado
juntamente com o desenvolvimento de um método para remocdo de lactose, excipiente

farmacéutico presente em todas as amostras, que atua como um interferente.
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5. Resultados e Discussoes
5.1. Voltametria Ciclica

Para obter informacgdes sobre o comportamento redox do é&cido folico, visando
posterior aplicacdo em BIA, realizaram-se estudos voltamétricos preliminares, recorrendo-se
a voltametria ciclica. A principio, foram realizadas varreduras com eletrodo de carbono vitreo
polido, ndo modificado, no intervalo de potencial de 0 a 0,70 V com o objetivo de averiguar a
existéncia de algum processo redox, possivelmente anddico, nessa regido. Os voltamogramas
apresentados na Figura 47a mostram a resposta eletroquimica para oxidagdo de acido félico

em eletrodo de carbono vitreo ndo modificado.

Como observado no voltamograma ciclico da Figura 47a, a adi¢do de solugdo de AF
1,0 x 10 mol-L?, usando NaOH 0,1 mol-L™* como eletrélito suporte, gerou uma resposta
sutil de incremento de corrente sem a formacdo de picos bem definidos, variando em
aproximadamente 0,06 WA a 0,55 V. Embora seja dificil estabelecer a causa especifica desse
ligeiro aumento de sinal, que pode ter sido gerado por simples readequacao da dupla camada
elétrica apos a adicdo de AF, que é um composto facilmente ionizavel, também é plausivel
que este aumento seja proveniente da oxidacdo da algum grupo funcional presente no &cido

folico.
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Figura 47: voltamogramas ciclicos registrados para a oxidacdo de &cido folico em eletrodo de
carbono vitreo (a) ndo modificado e (b) modificado com [(Ni"TRPyP)-p-0,], em eletrélito NaOH 0,1
mol-L™" antes (—) e ap6s (—) a adicdo de solu¢do padrdo de AF. v: 0,05 V-s'; [AF].=1,0 x10°
mol-L™; [AF],=2,0 x 10”* mol-L*.

Na Figura 47b sdo apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos utilizando o
eletrodo modificado com filme porfirinico [(Ni"TRPyP)-p-O,],. O voltamograma em preto
apresenta 0 comportamento caracteristico do eletrodo modificado em meio de NaOH
0,1 mol-L™, composto por um par redox reversivel com pico de oxidacdo em 0,480 V e de
reducdo 0,413 V. Ap6s a adicdo de solucdo de AF 2,0 x 10 mol-L™, observa-se o aumento
de aproximadamente 1 YA na corrente de pico anddico, acompanhado de um deslocamento de

9 mV no potencial de pico, e também uma sutil diminuigdo da corrente de redugéo durante a



113

varredura reversa, caracterizando um efeito eletrocatalitico para a oxidacdo de &cido folico

mediado pelo par Ni"'/Ni" contidos no filme polimérico.

A Figura 48 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados para adi¢des de solucgéo
padréo de &cido folico em concentragdes crescentes (1,0 x 10 a 5,0 x 10™* mol-L™) em meio
de NaOH 0,1 mol-L™ sobre o eletrodo modificado. Observa-se um nitido deslocamento do
potencial de pico de oxidacdo a cada adicdo, ndo sendo observado comportamento similar nos
picos de reducdo durante a varredura reversa. Tal comportamento também foi observado por
Quintino et al. [142] durante a oxidacdo de acUcares utilizando o mesmo filme porfirinico,
sendo esse fendmeno atribuido a processos que poderiam afetar a transferéncia de carga,
tornando-a mais lenta. De fato, como a transferéncia de carga em eletrodos modificados com
filmes poliméricos tende a se propagar por meio de difusdo interna, dessa forma, produtos de
oxidagdo podem ficar retidos no interior do filme por processos de adsorc¢éo, dificultando o
transporte de ions para a compensacdo de carga [143], requerendo assim, um sobrepotencial
maior para realizar a transferéncia eletronica. A possibilidade de deslocamento de potencial
por queda 6hmica (RI1) é improvavel, uma vez que o incremento de corrente por adicdo tem
magnitude relativamente baixa, além disso, a solugdo eletrolitica € suficientemente condutora.
Ainda assim, a ocorréncia desse deslocamento ndo afetou a reprodutibilidade do sinal de

corrente.
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Figura 48: Voltamogramas ciclicos registrados para eletrodo de carbono vitreo modificado com
[(Ni"TRPYP)-p-0,], em eletrélito NaOH 0,1 mol-L™* () e adicBes crescentes de solucdo de AF
contendo 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 € 5,0 x 10* mol-.L™* (—). v: 0,05 V:s™. Detalhe: curva de calibragéo.

Observa-se também a correlacdo linear entre corrente de pico e concentracdo do
analito dentro da faixa considerada. No detalhe da Figura 48 encontra-se a curva analitica
representada pela seguinte equacdo: | = (4,46 + 0,04) x 10°* [AF] - (4,00 + 0,01) x 10, com
coeficiente de correlacdo linear R? = 0,999, entre sinal de corrente e concentracdo de acido

félico na faixa de concentracdo avaliada.

5.2. Pré-tratamento de amostras farmacéuticas contendo acido félico

As amostras comerciais (comprimidos) analisadas continham, além do acido folico
(principio ativo), quantidade significativa de lactose como parte do excipiente. Uma vez que 0
eletrodo modificado possibilita a oxidacdo de diferentes carboidratos, a lactose [142] presente

nos comprimidos é um interferente em potencial para as analises eletroquimicas. Dessa forma,
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um procedimento experimental para remocdo de lactose foi proposto com base na

precipitacdo, na forma de complexo, com fons Ca®* em meio alcalino [144, 145].

O procedimento proposto segue o fluxograma apresentado no Esquema 1. Dez
comprimidos foram macerados, aproximadamente 150 mg deste material foram pesados
precisamente, transferidos para 5,0 mL de NaOH 1,0 mol-L™, sendo entfio os excipientes
insoluveis separados do sobrenadante por centrifugacdo a 5000 rpm durante 5 minutos. A este
sobrenadante foram adicionados 5,0 mL de CaCl 1,0 mol-L™. Novo precipitado de aparéncia
leitosa foi formado. Esta solucdo foi centrifugada a 8000 rpm durante 5 minutos para a
separa¢do do complexo Ca-lactose e do Ca(OH), formados. Entdo, uma aliquota de 500 uL do
sobrenadante foi retirada e diluida em eletrélito suporte em um baldo de 5,00 mL, sendo esta a

solucéo final analisada por amperometria associada a BIA.

Comprimido
macerado

% S

NaOH 1.0 mol-L1 5000 rpm

o Acido Félico
Excipientes
insolGveis Lactose
) Excipientes solUveis

CaCl, 1.0 mol-L*! 8000 rpm

Acido Félico
Excipientes soliveis

(Lactose),-Cay,
Ca(OH)y

Diluicdoem

| eletrolito suporte

Analise

Esquema 1: Fluxograma para remocéo de lactose em amostras farmacéuticas contendo AF.
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5.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os resultados das anélises das amostras farmacéuticas por BIA foram comparados com
0 meétodo recomendado para doseamento segundo a Farmacopeia Brasileira [141] para
comprimidos contendo &cido folico utilizando HPLC. Para tal foi utilizado um cromatdgrafo

Shimadzu LC-10 AS equipado com coluna C18 com detec¢do espectrofotométrica em 283 nm.

5.4. Batch Injection Analysis

Os resultados a seguir ilustram o efeito dos principais parametros relativos a técnica
amperométrica associada a BIA. Tais parametros (potencial aplicado, volume injetado e
velocidade de injecdo). foram investigados a fim de encontrar as melhores condigdes para a
determinacdo de 4&cido folico. Foram também averiguados o intervalo de linearidade,
repetibilidade e frequéncia de amostragem. Posteriormente, as amostras foram submetidas a

anélise.

Em todos os experimentos, a distancia entre o eletrodo e a ponta da pipeta foi mantida
fixa no valor convencional de 2,0 mm [114-116, 142], dado que a essa distancia, a diluicdo da
zona de amostra e os efeitos hidrodinamicos de retorno sdo minimizados para eletrodos de 3

mm de didmetro.

Os estudos realizados sob condicéo hidrodindmica para avaliagdo do potencial 6timo
aplicado, foram feitos injetando em triplicata a solucdo padrao de acido félico 1,0 x 10° mol-L™,
variando-se o potencial de 0,300 a 0,575 V vs Ag/AgCI(KClsy) em intervalos de 25 mV. O
perfil de voltamograma hidrodindmico apresentado na Figura 49 (circulo preenchido) mostra
gue houve um aumento de corrente com o incremento do potencial aplicado em toda a faixa
estudada. Entretanto, analisando a corrente de fundo no mesmo intervalo (circulo nao

preenchido), observa-se que a mesma apresenta uma maior variagdo de magnitude no
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intervalo acima de 0,50 V, indicando que o sinal de fundo deixa de ser puramente de natureza
capacitiva nessa regido (também observado na Figura 47b). A partir desse ponto, a corrente de
fundo torna-se elevada e suscetivel a variacbes de magnitude, resultado que pode ser
observado pelo desvio padréo das replicatas (representado pela barra de erro). Como esses
resultados estdo em concordancia com os resultados para voltametria ciclica, definiu-se 0,50

V como valor de potencial a ser utilizado nos experimentos seguintes.
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]
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s 0 8 °

0.00 T T T T T T
0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60
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Figura 49: Influéncia da variacdo do potencial aplicado sobre a magnitude corrente de pico na
injecdo em triplicata de solucdo padréo de AF 1,0 x 10®° mol-L™ utilizando eletrodo de carbono vitreo
modificado [(Ni"TRPyP)-p-0,], em NaOH 0,1 mol-L™. (e) Sinal analitico subtraido de linha base;
(o) corrente de fundo. Volume injetado: 100 uL; Velocidade de inje¢do: 70 uL-s™.

Outros parametros, como os efeitos da velocidade de injecdo da pipeta programavel na
magnitude do sinal analitico e o efeito do volume injetado, foram avaliados variando-os de 25
a 274 uL-s™ e de 10 a 140 pL, respectivamente. Na Figura 50 sdo apresentados os resultados
de corrente em relacio a velocidade de injegdo, de 25 pL's™ até o maximo valor de

velocidade disponivel pela pipeta (274 pL's™). Como ndo foram observadas variacdes
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significativas de sinal que indicassem lixiviagdo do filme para esse valor vazdo este foi

considerado adequado e fixado para os estudos subsequentes.

Corrente / pA
]

0,8 -

0,4 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Velocidade / pL-s™

Figura 50: Influéncia da variacdo da velocidade de injecdo sobre a magnitude corrente de pico na
injecdo em triplicata de solucdo padréo de AF 1,0 x 10®° mol-L™ utilizando eletrodo de carbono vitreo
modificado [(Ni"TRPyP)-u-0,], em NaOH 0,1 mol-L™. Egpicago: 0,50 V vs Ag/AgCI(KClsy); Volume
injetado: 100 pL.

No estudo da variacdo do volume de injecdo, mostrado na Figura 51, o incremento de
corrente ocorre até 100 pL. Em valores de volume menores que este o efeito a diluicdo da
zona de amostra pelo eletrolito é significativo. Apdés 100 uL, a magnitude de corrente média
se mantém praticamente constante, sendo esse valor o escolhido por apresentar 0 maior ganho

de sinal (intensidade de corrente) para 0 menor volume de amostra.
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Figura 51: Influéncia da variacéo do volume injetado sobre a magnitude corrente de pico na injecéo
em triplicata de solugdo padrdo de AF 1,0 x 10 mol-L™ utilizando eletrodo de carbono vitreo
modificado [(Ni"TRPyP)-u-O,], em NaOH 0,1 molL™". Egpicato: 0,50 V vs Ag/AgCI(KClsy);
Velocidade de injecdo: 274 pL-s™.

Para avaliacdo do intervalo de linearidade, um conjunto de experimentos em triplicata,
sob as condigdes otimizadas para BIA, (Ealicado = 0,50 V volume injetado = 100 pL-;
velocidade de injecdo = 274 pL-s™) com o eletrodo de carbono vitreo modificado, foram
realizadas injecGes utilizando solugdes padréo de acido félico com concentracfes variando de
1,0 x 10°a 1,0 x 10° mol-L™* em NaOH 0,1 mol-L™. O amperograma e a curva analitica (em

detalhe) obtidos nesse experimento sdo mostrados na Figura 52.
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Figura 52: Resposta amperométrica de injecdes em triplicata de solucdo padrdo de AF com
concentracgdo variando de 1,0 x 10%a1,0x10° mol-L™ Eaplicado: 0,50 V vs Ag/AQClkcisary; Velocidade

de injecdo: 274 pL-s™.; Volume injetado: 100 pL. Detalhe: curva de calibrag&o.

Este estudo mostrou a existéncia de uma relacdo linear entre sinal de corrente e
concentraco de 4cido félico ao longo da faixa de 1,0 x 10°a 2,0 x 10 mol-L™ representada
pela equacdo de reta | = (2,9 + 0,1) x 102*[AF] + (1,9 + 0,8) x 10® com R? = 0,987. Para
valores de concentracdo acima dessa faixa, a relacdo entre corrente e concentracdo de acido
félico desvia-se do comportamento linear. A partir do coeficiente angular (a) resultante e
desvio padrdo do branco (sd), foram estimados os limites de detec¢do (LD = 3 x sd/a) em 7,37 X
107 mol-L™ e quantificacdo (LQ= 10 x sd/a) de 2,47 x 10® mol-L™. Fatores que dificultam o
transporte de carga dentro do filme polimérico, como discutido anteriormente, podem ser a
principal causa dos desvios de linearidade para concentracGes mais elevadas. Uma vez que em
amperometria se trabalha com valores fixos de potencial e o sobrepotencial para oxidagédo de

acido folico é deslocado para valores mais positivos, fica evidente que a magnitude de
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corrente no potencial usado diminui, ja que este potencial é relativamente menos favoravel a

oxidacéo de &cido folico.

A repetibilidade das inje¢des foi avaliada através do desvio padrdo relativo (DPR) para
30 injecdes sucessivas de solucdes de acido félico 1,0 x 10 mol-L™. Os resultados para esses
experimentos sdo apresentados no amperograma da Figura 53, no qual a corrente de pico
média avaliada foi de 3,62 x 107 A, apresentando um desvio padrdo de 6,07 x 107 A,
resultando em um DPR de 1,67 %. Pelo perfil do sinal transiente foi analisada a frequéncia de
amostragem (f), correspondente ao inverso do tempo de limpeza (t) necesséario para a
corrente ir do seu valor maximo a 5% desse valor. De acordo com os resultados, t,
corresponde a um intervalo de 10,0 s, estimando-se uma frequéncia de amostragem teorica

méxima de aproximadamente 360 amostras h™.
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Figura 53: Resposta amperométrica para 30 injecdes consecutivas de AF 1,0 x 10 mol-L™ realizadas
para estudo de repetibilidade. Eapjicado: 0,50 V vs AQ/AQClcisar); Velocidade de injecdo: 274 uL-s‘l.;

Volume injetado: 100 L. Detalhe: Sinal transiente da 10% injecdo e o intervalo de tempo de limpeza (t,).
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A Figura 54 representa a resposta amperométrica obtida com as amostras comerciais
(S1, Sz e S3), precedido e seguido por uma serie de injecdes em triplicata de solugdes padréo
de 4cido félico (a-f) em NaOH 0,1 mol-L™ sob as condic8es otimizadas. E possivel observar
um comportamento linear entre a corrente e a concentragdo do analito ao longo de um
intervalo de concentracdo de 10-100 pmol-L™?, com uma curva de calibracio apresentando

equacdo de reta | = (2,88 + 0,01) x 107 + (3,7 + 0,8) x 10 (R? = 0,999).
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Figura 54: Resposta amperométrica para injecdes em triplicada de 100 uL de solugdes padrdo de AF
nas concentragdes de (a) 1,0 x 10°; (b) 2,0 x 10”°; (c) 4,0 x 10”%; (d) 6,0 x 10°; (e) 8,0 x 10°°; (f) 1,0 x
10” mol-L™" e amostras farmacéuticas comerciais (Si, S, € Ss). Eaplicado: 0,50 V vs Ag/AQClkcisat);

Velocidade de injecdo: 274 pL-s™.; Volume injetado: 100 pL. No detalhe: Curva de calibrag&o.

A Tabela 2 mostra os resultados das analises para as trés amostras comerciais na forma
de comprimidos, realizada por BIA e por HPLC, método descrito pela Farmacopéia
Brasileira. Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se o teste t
pareado, utilizado para dois métodos diferentes (texperiventaL = 1,222 € trageLapo = 4,303).

Como os valores de texperimenTaL Obtidos sdo menores que 0 trageLapo, pode-se concluir que
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0s resultados obtidos na determinagdo de &cido fdlico pelo método proposto e por

cromatografia ndo apresentaram diferencas significativas, a um nivel de confianca de 95%.

Tabela 2: Resultados da analise das amostras de &cido félico em amostras farmacéuticas pelo método
proposto e pelo método recomendado pela Farmacopeia Brasileira (Resultados expressos em média +

desvio padréo, em mg).

BIA-amperometria CLAE Valor tabelado

Amostra S; (5,04 £ 0,03) (4,99 £ 0,04) 5,00
Amostra S; (1,99 £0,01) (2,03 £0,02) 2,00
Amostra S3 (5,02 £0,01) (5,04 £ 0,04) 5,00

6. Conclusodes

A modificacdo de eletrodo de carbono vitreo com filme polimérico de porfirina de
niquel tetrarrutenada, [H1-O,-NiTPyP{Ru(bipy).Cl}4],, foi aplicada no desenvolvimento de uma
metodologia para a quantificacdo amperométrica de acido félico em amostras farmacéuticas.
Além disso, também foi proposto um procedimento para a remocdo de lactose das amostras, um
interferente em potencial nas analises amperomeétricas, sendo que tal procedimento mostrou-se
bastante eficiente. Dado o perfil voltamétrico do sinal de oxidacdo de acido folico, conclui-se

que 0 processo é mediado por espécies Ni'

presentes no filme porfirinico a partir de um
mecanismo eletrocatalitico classico. O eletrodo modificado foi associado a um sistema BIA
com a finalidade de explorar o desempenho do sensor, de forma que essa combina¢do mostrou-

se bastante favoravel para sua aplicacdo em controle de qualidade, possuindo baixo limite de

detecco (7,37 x 107 mol-L™) e elevada frequéncia de amostragem (até 360 h™).
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CAPITULO V: Estudo da Atividade Nitrito-Redutase de
Carreadores de Oxigénio Baseados em Hemoglobina (HBOC:S)

Envolvendo Reducdo Eletrocatalitica Mediada por Heme-Fe'
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1. Introducédo
1.1. Hemoglobina

A hemoglobina (Hb) é uma proteina com papel fundamental na oxigenacdo dos
tecidos do corpo humano, possui peso molecular de 64 KDa e é constituida por quatro
subunidades de cadeias polipeptidicas (duas a e duas ), formando um tetrdmero, com cada
uma das subunidades contendo um componente prostético heme (protoporfirina IX
complexada a Fe'"), conforme ilustrado na Figura 55, que é o componente responsavel pela
ligacdo reversivel da proteina com o oxigénio molecular, formando a oxihemoglobina
(OxiHb). Adicionalmente, a hemoglobina pode ser considerada um sistema quimico
supramolecular natural, cujas atividades transportadora e catalitica sdo relacionadas com a

interacdo entre o grupo heme e a cadeia proteica.

Figura 55: Estruturas da hemoglobina e do grupo prostético heme. Figura adaptada da referéncia
[27] .

A hemoglobina humana ndo possui uma Unica estrutura, podendo apresentar diversas
variantes de ocorréncia natural [146]. A forma mais comum de hemoglobina humana é a

variante Ay (HbAy), que representa de 95-98% da hemoglobina encontrada em individuos
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adultos, enquanto a variante A, corresponde de 2-3% da hemoglobina total. A hemoglobina
A, (HbA)), diferentemente da HbA,, possui duas cadeias proteicas o ¢ duas 6. A fungdo
biolégica dessa variante ainda ndo é muito bem conhecida, embora o aumento do seu nivel
normal no sangue esteja relacionado com algumas patologias [147].

Outra forma variante de hemoglobina € a do tipo S (HbS) que, embora sua diferenca
em relacdo ao HbA, seja muito sutil, pode acarretar em um processo anormal de transporte de
oxigénio, por se aglutinar na forma de polimero e distorcer a forma normal das hemacias,
causando a chamada anemia falciforme. A HbS também possui um conjunto de duas cadeias
a e duas B, entretanto, devido a uma mutagdo genética, ocorre a substituicdo de um dnico
aminoacido na cadeia B: o acido glutamico na sexta posicao da cadeia ¢ substituido por valina

[148].

1.2. Transporte de oxigénio e mecanismo cooperativo

O mecanismo de transporte de oxigénio pela hemoglobina estd diretamente
relacionado com as alteracbes conformacionais da proteina, de forma que ela apresenta,
basicamente, dois tipos de estrutura quaternéria: o estado “R” (relaxado), que tem maior
afinidade pelo oxigénio, e estado “T” (tenso). Esses estados sdo relacionados com a
disponibilidade do grupo prostético heme, que dependem principalmente da concentragdo de
oxigénio.

A hemoglobina e considerada uma proteina alostérica, ja que ela altera o seu estado
conformacional quando se liga a seu substrato. Uma vez que o O, se liga a um sitio ativo
(heme) de uma das subunidades da hemoglobina, € induzida uma alteracdo conformacional
em outra subunidade (sinaliza¢do), aumentando a sua afinidade por O,, ou seja, a mudanca da
estrutura quaterndria de “T” para “R” ¢ induzida pelo proprio oxigénio. Esse processo ¢

denominado mecanismo cooperativo [149, 150].
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O grupo heme € ligado a cadeia proteica da hemoglobina através da coordenagdo do
grupo imidazol, de um residuo histidina, no sitio de coordenacéo axial do fon Fe'. Uma vez

que o ion metalico, nesse estado de oxidagdo, & muito volumoso para a cavidade porfirinica,

este fica posicionado 0,4 A para fora do plano do anel (Figura 56a). Essa configuracéao

caracteriza o estado quaternario “T”. A coordena¢do do O, ocorre pelo sitio de coordenacéo
disponivel, também axial, de forma que o estado de oxidacdo do ion metalico € alterado para
Fe''" diminuido seu raio e favorecendo seu posicionamento para dentro da cavidade
porfirinica, de forma que o residuo de histidina move-se com ele, consequentemente, a cadeia
proteica também sofre alteracdo conformacional, propagando esse efeito para as outras
subunidades e para 0s respectivos grupos prostéticos (sinalizacdo), favorecendo a ligacao
destes com outras moléculas de O,, até a saturacdo total dos sitios, configurando o estado
quaternario “R” [151]. A transi¢do entre estados conformacionais “T” ¢ “R” ¢ ilustrada na

Figura 56b.
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-,i\‘:s Loy
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Figura 56: (a) Mecanismo de ligagdo do grupo heme ao oxigénio molecular e sinalizagéo na cadeia
proteica; (b) variagdo conformacional do estado quaternario “T” (temso) para o estado “R”

(relaxado). Figura 2b retirada da referéncia [151].
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1.3. Hemoglobina e a vasoatividade

Embora o papel principal da hemoglobina seja o transporte eficiente de oxigénio, essa
proteina também exerce uma agdo importante na vasodilatacdo e vasoconstricdo dos vasos
sanguineos devido a sua interacdo com o 6xido nitrico, NO.

O NO é um regulador crucial na homeostase vascular e do grau de constrigdo dos
vasos sanguineos sob condigdes basais: quando o NO atravessa o endotélio (a camada celular
que reveste vasos sanguineos) para o musculo liso vascular, este estimula diretamente a
enzima guanilato ciclase, iniciando assim a formagdo de monofosfato ciclico de guanosina
(cGMP), resultando no relaxamento da musculatura vascular (vasodilatagéo) [152].

O NO produzido pelo endotélio pode ser oxidado a nitrito pela ceruloplasmina
plasmatica ou pelo oxigénio dissolvido. O nitrito é entdo facilmente transportado pelo plasma
para outras partes do corpo. Durante um curto intervalo de tempo em que ocorre a liberacéo
de O, pela hemoglobina, 0 NO, pode ser reduzido novamente a NO pela hemoglobina, agora
ndo oxigenada, chamada de desoxihemoglobina (DesoxiHb). A redugdo do nitrito ocorre

"_heme, formando a

através de uma reacdo mediada por Fe'-heme, que é oxidado a Fe
Metahemoglobina (MetaHb) [148, 153-158]. Dessa maneira, a hemoglobina realiza uma
funcdo indireta na vasoatividade, colaborando também para o transporte indireto,
armazenamento e disponibilidade de NO para os outros tecidos. Entretanto, o 6xido nitrico
também é suscetivel a se ligar irreversivelmente com a Fe'-desoxihemoglobina, formando o
complexo ferro-nitrosil (HbFe'"-NO), sendo facilmente inativado e, dessa forma, causando

vasocontricdo. As reacdes de reducdo de nitrito e formagdo do complexo sdo representadas

nas reagdes quimicas 1 e 2 a sequir:
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NO, + HbFe" + H* — NO + HbFe"' + OH" ky=0,25 mol-Lts?  (Reagdo 1)

NO +HbFe" — HbFe""NO ko =1x10" mol-Ls? (Reagdo 2)

Em eritrocitos normais, a membrana celular atua como uma barreira natural,
dificultando a entrada e saida de NO na célula e tornando processo de inativacdo de NO mais

lento [159]. Como mostrado na Figura 57, a disponibilidade de NO depende da velocidade de

reacdo da formacao do complexo HbFe'"-NO e do eficiente transporte e reducéo de NO;".

OxiHb ——— > DesoxiHb MetaHb Vasoconstriio

O,

NO NO, NO,  NO+ DeoxiHb —2—> DeoxiHb-NO
S

Gunilato ciclase

Cerulosplamina

Vasodilatagdo

Figura 57: Mecanismo de vasorregulagdo através do transporte NO e suas interacBes com a

hemoglobina.

1.4. Carreadores de Oxigénio Baseados em Hemoglobina (HBOCs)

Como alternativa ao transplante convencional de tecido sanguineo envolvendo
eritrocitos (células vermelhas), o desenvolvimento dos entdo denominados Carreadores de
Oxigénio Baseados em Hemoglobina (HBOCs), tem se tornado um campo de pesquisa
promissor, de forma que esses carreadores tém sido utilizados com sucesso em muitas

aplicagdes meédicas como substituinte ao sangue [160].
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Os HBOCs sdo compostos baseados na modificacdo quimica da cadeia proteica da
hemoglobina a fim de melhorar as propriedades relacionadas ao transporte de oxigénio, pela a
estabilizacdo do estado “R” em relacdo ao estado “T”, uma vez que, no primeiro, 0s grupos
heme estdo mais estericamente disponiveis para se ligarem ao oxigénio molecular.

As aplicagcOes de HBOCs tém se limitado a situacGes em que haja risco de vida, como
isquemia, choque hemorradgico, que é a principal causa de morte em vitimas de
politraumatismo, ou situa¢Bes cirdrgicas que requerem sangue em carater emergencial [161,
162]. Além disso, algumas outras vantagens podem ser atribuidas aos HBOCs em relagdo ao
uso convencional de tecido sanguineo [149, 150], tais como:

e Captacdo e transporte de oxigénio similar a hemoglobina natural;

e Compatibilidade universal: Uma vez que sdo baseados em Hb purificadas, HBOCs
ndo possuem antigenos relacionados aos tipos sanguineos;

e Disponibilidade: N&o requer doador;

e Baixo risco de infeccdo: uma vez que ndo existe doador, a probabilidade de contagio
por doengas infecciosas é praticamente nula;

e Maior periodo de armazenamento e e elevada estabilidade a temperatura ambiente.

Apesar dessas caracteristicas interessantes, alguns aspectos relacionados a
vasoatividade da hemoglobina e, consequentemente, de seus derivados, apresentam algumas
limitacBes para o0 uso de HBOCs para aplicacdes terapéuticas, principalmente no que se refere
as interagBes com oOxido nitrico. Os HBOCs sdo utilizados como solug@es livres, ou seja, ndo
sdo confinados em células, facilitando a reacdo de NO com a desoxihemoglobina livre. Uma
vez que a velocidade de formacdo de ferro-nitrosil para a hemoglobina livre € muito maior
que a reacédo de reducdo de nitrito (ko >> kj), a etapa de reducdo de nitrito torna-se a etapa
limitante para a disponibilidade de NO para a vasodilatagcdo pela acdo da gunilato ciclase.

Dessa forma, a formacdo do complexo Fe'-NO e a consequente indisponibilidade de NO
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podem causar problemas sérios relacionados ao aumento da pressdo sanguinea devido ao
aumento da vasoconstricdo [163, 164]. Dessa forma, os HBOCs devem ser planejados de
forma a minimizar esse efeito na vasoatividade.

Outro problema associado ao uso da hemoglobina livre € a sua dissociagdo espontanea
em espécies diméricas off que, embora possuam baixa toxicidade e sejam facilmente
metabolizados no figado, perdem sua funcionalidade no sistema circulatério como carreador
de oxigénio, embora sua vasoatividade seja mantida em certo nivel [165]. ModificacGes
quimicas como o uso de agente de ligacdo cruzada ou reticulacdo (cross-linking) entre cadeias
ao ou B sdo utilizadas para minimizar esse problema [166].

Os procedimentos de estabilizagdo do estado quaternario “R” também sdo validos para
diminuir a vasocontricdo. Uma vez que, nessa conformagdo, a hemoglobina apresenta
diminuicdo de potencial redox para 0s grupos heme, estes estdo mais disponiveis para se
ligarem e reagir com o nitrito, fazendo com que a reacéo de reducdo seja termodinamicamente
mais favoravel [167]. Acredita-se que a diminui¢cdo do potencial redox também tenha como
efeito 0 aumento da velocidade de reacdo, ja que, para a hemoglobina, a reacdo de reducao de
nitrito pode possuir velocidades bem diferentes, dependendo do estado conformacional em
que ela se encontra [168].

Alternativas para a diminui¢do da vasoconstricdo intrinseca aos HBOCs sdo baseadas
na sua modificagdo estrutural, de forma a reduzir a facilidade de difuséo entre os tecidos.
Estratégias como o aumento do peso molecular da proteina pela insercdo de cadeias
poliméricas [169-171] ou encapsulacdo [160, 172, 173] possuem potencial para atenuar a
inativacdo de NO nas regides endoteliais. Entretanto, essas caracteristicas s6 podem ser
testadas em sistemas in vivo.

Outra abordagem que vem se mostrando eficiente é baseada na modifica¢do de cadeias

proteicas da hemoglobina com cadeias conjugadas de polietileno glicol (PEG), sendo ou néo
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previamente reticuladas com 3,5 dibromosalicil fumarato (BDSF) ou 3,5 tetrabromosalicil

benzolsulfona (TBSS), com o objetivo de minimizar a vasocontricdo pelo aumento da

velocidade de conversdo de NO,” em NO comparada a hemoglobina natural, pelo aumento de

estabilizagdo do estado “R” e pelo aumento do peso molecular total e atenuacdo da

dissociacdo em espécies dimericas. Lui e Kluger sintetizaram diversos derivados PEGlados

[154, 157, 165], dos quais trés foram utilizados no presente estudo:

Hb-PEG5K,: Hemoglobina nédo reticulada, conjugada com duas cadeias PEG (com
peso molecular numérico médio, Mn, de 5000) via maleimida nos residuos de cisteina
na posigdo 93 (Cys93) das cadeias proteicas 3 (reagdo mostrada na Figura 59), PM =

74 kDa.

aa-Hb-PEG5K,: Hemoglobina reticulada com BDSF entre os residuos de lisina na
posigdo 99 (Lys99) as cadeias a (reagdo mostrada na Figura 59) e conjugada com duas
cadeias de PEG (Mn = 5000) via maleimida nos residuos de cisteina na posicdo 93

(Cys93) das cadeias proteicas B (reagdo mostrada na Figura 59), PM = 74 kDa.

BT-PEG5K,: Variante baseada em um bis-tetrdmero (duas unidades proteicas) com
reticulacdo intertetrdmeros via TBSS entre os residuos de lisina na posicao 82 (Lys82)
das cadeias B, conjugada com quatro cadeias PEG (Mn = 5000) via maleimida nos
residuos de cisteina na posi¢ao 93 (Cys93) das cadeias proteicas B (reagdes mostradas

na Figura 60), PM = 148 kDa.
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Figura 60: ReacOes de reticulacdo inter tetrameros e PEGlag@o de Hb para a formacéo de BT-Hb-
PEG5K,.

2. Objetivos

A cinética da reacdo de reducdo de nitrito por hemoglobina e HBOCs é geralmente
avaliada por técnicas espectroscopicas baseadas na reagéo fisioldgica mediada por Fe'-heme.
Entretanto, esses procedimentos sdo laboriosos e requerem, em geral, 1 hora para obter curva
de processo de reacdo [154, 157]. De forma mais conveniente, a reacdo de reducdo de nitrito
pode ser facilmente realizada por via eletroquimica, por eletrocatalise com mediacdo de
reacdo por Fe'-heme utilizando eletrodos modificados com hemoglobina ou derivados [174-
176]. Tal reagdo é mais rapida que a reacdo mediada por Fe", possuindo maiores valores de
constantes cineticas, que podem ser facilmente medidas através da corrente catalitica por
cronoamperometria. Dessa forma, nesse capitulo sera discutida a avaliacdo da atividade

nitriro-redutase relativa das hemoglobinas PEGladas: Hb-PEG5K;, aa-Hb-PEG5K; e BT-Hb-
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PEG5K,, bem como hemoglobinas de ocorréncia natural (HbAy, HbA, e HbS), via reacéo
mediada por Fe'-heme. Tal estudo foi conduzido utilizando voltametria ciclica para um estudo
semiquantitativo, utilizando os potenciais de pico dos processos redox do grupo heme como
pardmetro termodindmico relacionado ao comportamento cinético. A técnica de

cronoamperometria também foi utilizada para a aquisi¢ao das constantes cinéticas de reacéo.

3. Parte experimental
3.1. Reagentes e Solucdes

Fosfato de potassio monobéasico (KH,PQ,), fosfato de potéassio dibasico (KoHPO,),
nitrito de sédio (NaNO,), acetona, brometo de didodecildimetiltrimetilaménio (DDAB) e as
hemoglobinas HbA,, HbA; e HbS foram adquiridas da Sigma-Aldrish (Oakville, ON). As
hemoglobinas PEGladas testadas, Hb-PEG5K,, aa-Hb-PEG5K; e BT-Hb-PEG5K,, foram
sintetizadas seguindo os procedimentos da literatura [157, 177, 178]. Todas as soluc¢des foram
preparadas utilizando adgua purificada em sistema Cascada LS (Pall Co., NY) (resistividade >
18,2 MQ cm). As solucdes de NaNO, 0,1 mol-L™ e das proteinas (1,0 x 10 mol-L™) foram

preparadas em tampéo fosfato pH 7 contendo NaBr 50 x 10 mol-L™,

3.2. Procedimentos

3.2.1. Preparo e modificagéo de eletrodos

A modificagdo de eletrodos de carbono vitreo com filme de hemoglobinas foi
realizada de acordo com o procedimento descrito na literatura [176]. Antes da modificacao os
eletrodos foram submetidos a polimento em suspensédo de alumina (0,05 um) e entdo lavados

e sonicados em uma mistura 50:50 de acetona e agua durante 10 minutos. Volumes iguais de
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solugdo de DDAB 1,0 x 10 mol-L™* e hemoglobina (1,0 x 10 mol-L™) foram misturados,
sendo 5 uL dessa mistura dispersada na superficie do eletrodo. Em seguida, o eletrodo

modificado foi seco a temperatura ambiente.

3.2.2. Instrumentacdo e medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas de voltametria ciclica e cronoamperometria foram
realizadas utilizando um potenciostato Metrohm Autolab PGSTAT320N (Metrohm
Switzerland). A célula eletroquimica consistia em um arranjo convencional de trés eletrodos,
utilizando Ag/AgCI(KCI 3,0 mol-L™) como eletrodo de referéncia e um fio de platina como
contra eletrodo. O eletrodo de trabalho (carbono vitreo modificado) tinha 4rea de 0,071 cm?.
As medidas foram conduzidas em eletrélito composto por tampdo fosfato pH 7 contendo
NaBr 50 x 10 mol-L™?, na auséncia de oxigénio dissolvido, que foi removido por purga de
nitrogénio por 5 minutos realizada antes de cada medida, de modo a evitar a formacdo de
oxihemoglobina. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos com velocidade de varredura de
0,1 V-s'de 0,10 V a -1,25 V e os cronoamperogramas foram obtidos em potencial constante
de -1,10 V durante 60 segundos, sendo esse potencial modulado para -0,60 V para verificar

possivel contaminacdo por oxigénio.

4. Resultados e Discussoes
4.1. Voltametria ciclica

Com a finalidade de avaliar os processos redox em cada um das estruturas, a técnica
de voltametria ciclica foi empregada. A Figura 61 apresenta as respostas voltamétricas para 0s
eletrodos modificados com filmes de hemoglobinas naturais (HbAy, HbA, e HbS) e PEGladas

(0a-Hb-PEG5K,, BT-Hb-PEG5K, e Hb-PEG5K;). Nos voltamogramas ciclicos, 0s picos
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situados na regido de potenciais mais negativos sdo atribuidos a oxidacdo e reducéo do par
heme-Fe''/heme-Fe', enquanto os picos da regido de potenciais menos negativos, ao par heme-
Fe''/ heme-Fe". Os valores de potencial de pico adquiridos através do software GPES e os

respectivos valores de E;/, sdo apresentados na Tabela 3.
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Figura 61: Voltamogramas ciclicos para eletrodos modificados com filmes de Hbs com DDAB em
tamp&o fosfato pH 7 contendo NaBr 50 x 10 mol-L™ a velocidade de varredura de 0,1 V-s™: (a)
HbA,, (b) HbA,, (c) HbS, (d) aa-Hb-PEG5K;, (e) BT-Hb-PEG5K, e (f) Hb-PEG5K..
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Tabela 3: Valores de potenciais de picos para os processos Fe-heme para as diferentes hemoglobinas

e compostos derivados

Hemoglobina Potencial de pico/V
Fe'/Fe'" Ee Fe'/FE" Eir
Oxi Red Oxi Red
HbA, -0,122 -0,215 -0,169 -0,057 -1,135 -1,096
HbA, -0,123 -0,216 -0,170 -1,025 -1,095 -1,060
HbS -0,080 -0,195 -0,138 -1,003 -0,075 -1,039

aa-Hb-PEG5K, -0,120 -0,201 -0,161 -1,020 -1,085 -1,053

BT-Hb-PEG5K, -0,103 -0,201 -0,152 -0,998 -1,078 -1,038

Hb-PEG5K; -0,067 -0,159 -0,113 -0,950 -1,030 -0,990

Através de uma analise global, tomando como referéncia os valores de E;/, da Tabela
3, é possivel perceber que os compostos PEGlados possuem, como esperado, potenciais redox
com valores menos negativos em comparacdo com a HbA, e HbA,, uma vez que o processo
de PEGIlacdo promove a estabilizacdo do estado “R”, aumentando a disponibilidade dos
grupos heme, sendo a variante Hb-PEG5K; apresentando os menores valores (em mddulo) de
E1. Dentro desse grupo, esses valores podem ser explicados pela presenca de reticulacdo nas
variantes aa-Hb-PEG5K; e BT-Hb-PEG5K,. O acoplamento molecular diminui a afinidade
das subunidades o, no caso da ao-Hb-PEG5K, [179], analogamente, 0 mesmo pode ser
esperado para a reticulagio via subunidades p na BT-Hb-PEG5K,. E esperado que as
constantes de velocidade para reducdo de nitrito nesses filmes sigam uma tendéncia de acordo
com seus potenciais redox, isto é, quanto menos negativo o potencial, maior a velocidade de

reacdo de reducédo de nitrito.
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A variagdes de potencial redox nas variantes naturais HbA, e HbA, podem estar
relacionadas com a suas variagOes estruturais, uma vez que se distinguem em suas estruturas
secundarias (app2 na HbAg e 020, na HbA,), interferindo, em certo grau, na disponibilidade
dos grupo heme, embora seja dificil estabelecer a causa das discrepancia entre as variacoes de
Ei» para os diferentes processos. Os baixos valores de potencial obtidos para o filme
HbS/DDAB, em relagdo ao filme com HbA,, estdo de acordo com os valores previstos na
literatura [148]. Acredita-se que substituicdo do acido glutdmico (hidrofilico) por valina
(hidrofdbico) nas cadeias P influencia significativamente a conformagdo da cadeia proteica e,
consequentemente, na disponibilidade dos grupos heme, embora HbA, e HbS possuam
equilibrio de afinidade por oxigénio similares. Entretanto, € de conhecimento que a HbS
possui uma atividade nitrito-redutase superior & HbA.,.

A Figura 62 apresenta os voltamogramas para os diferentes filmes de Hb registrados
na presenca de NaNO, em concentracdes de 1,0 x 10 a 10 x 10 mol-L™, a fim de avaliar a
resposta eletroquimica na reducéo de nitrito mediada por Fe'-heme.

A presenga de nitrito no meio resulta na ocorréncia de dois processos, caracterizados
por um pico de reducdo irreversivel em aproximadamente 0,82 V, seguido de uma onda
catddica mais intensa que se estende até o final da varredura. Ambos 0s processos Sao
atribuidos a reducdo eletrocatalitica mediada pelo grupo heme [176]. Embora a reducdo de
nitrito seja fisiologicamente mediada por Fe'-heme, os picos referentes ao processo Fe'''/Fe'-
heme permanecem inalterados, uma vez que a velocidade de varredura utilizada (100 mV-s™)

é muito elevada para a observagao desse processo.
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Figura 62: Voltamogramas ciclicos para eletrodos modificados com filmes de Hbs com DDAB na

presenca de NaNO, em concentracdes crescentes (1,0 x 10 a 10 x 10° mol-L™) em tampéo fosfato pH
7 contendo NaBr 50 x 10 mol-L™; velocidade de varredura de 0,1 V-s™: (a) HbA,, (b) HbA,, (c) HbS,
(d) a-Hb-PEG5K,, (€) BT-Hb-PEG5K, € (f) Hb-PEGS5K,.

A Figura 63 mostra a relagéo entre a intensidade de corrente amostradaem -1,1 Ve a

concentracdo de NaNO, para cada um dos seis filmes estudados.
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Figura 63: Dependéncia da corrente de reducdo em -1,1 V em relagdo a concentracdo de NaNO,
para as diferentes filmes Hb/DDAB.

A relacdo entre corrente e concentracdo apresentada na Figura 63 mostra uma
dependéncia nédo linear, indicando uma provavel saturacdo da capacidade de oxidacdo do
filme em concentracdes mais elevadas. O filme com a espécie Hb-PEG5K, apresentou a
maior variacdo em relacdo a concentracdo de nitrito, seguido da BT-Hb-PEG5K, e aa-Hb-
PEG5K;, confirmando a tendéncia dos potenciais redox para o grupo heme apresentada na
Tabela 3. A variante HbS apresentou uma resposta de corrente consideravelmente baixa,
embora apresentasse um conjunto de potenciais redox com valores menores em relagdo a aa-
Hb-PEG5K; e equiparaveis a BT-Hb-PEG5K,. Ja as variantes HbA, e HbA, apresentaram
respostas similares, com menores varia¢fes de corrente, em concordancia com o valores de
potencias registrados para seus processos redox. A saturacdo do filme e o comportamento néo
linear em relacdo a concentragcdo na faixa estudada podem ser interpretados como perda de

eficiéncia de catalise devido & producdo de NO, que se liga irreversivelmente a Fe'-heme,
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sendo esse efeito mais evidente nos filmes que apresentaram maior intensidades de corrente e,

consequentemente, uma maior geracéo de NO.

4.2. Cronoamperometria

A cronoamperometria foi aplicada na investigacdo do processo eletroquimico de
reducdo de nitrito nos eletrodos de carbono vitreo modificados com os diferentes filmes de
Hb/DDB. A reacdo eletrocatalitica geral para as hemoglobinas pode ser definida segundo a

reacOes quimicas 3 e 4.

HbFe" + e == HbFe' (Reacéo 3)

NO, + HbFe' + H* — NO + HbFe'" + OH’ kobs  (Reacdo 4)

Onde kops é constante de velocidade para a reacdo de reducdo de nitrito mediada por
Fe'-heme. Estes valores foram calculados com base nas curvas apresentadas, de acordo com a

Equacédo 1 (Equacdo 10 do capitulo I1) [180].

AT/, = w2y = (1 ko CRE) Y2 (Eq. 1)

Onde: /caré a corrente catalitica na presenca de NO;'; i; € a corrente na auséncia de NO;’; Cé
a concentragdo de NO, em solucéo e ¢ o tempo.

A partir dos valores de coeficiente angular, a, das curvas Icar/Iivs £/2, foram plotadas
novas curvas a vs € para a obtencao dos valores de kqps. As Figura 64 Figura 65 apresentam as

curvas cronoamperométricas obtidas a potencial fixado em -1,1 V para as Hbs naturais e
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PEGladas, respectivamente, em diferentes concentracées de NaNO, (7,5 x 10™ a 6,0 x 107

mol-L™) e respectivas curvas /caz//. Vs te avs C.

=
w
o

Corrente / pA
ICAT/ IL
a I s-112

(@)

0.9
15 084
189 1.04
; . . . . ; ; —— T 07 ‘ : : : : .
0 20 40 60 80 100 120 03 04 05 06 07 08 09 10 1.1 12 002 003 004 005 006 007 008
12 12 12 -1\1/2
Tempo /s (Tempo) “ /s [NaNO,] "/ (mol-L")
08
104
< 5 07
=
: 04 06+
c
(b) q,_, 5 054
5 o]
© 154 04+
20— . . ; ; . . 03 ; . . - :
0 20 40 60 8 100 120 ) ) 002 003 004 005 006 007 008
12, 112 172 ERT
Tempo/s (Tempo)™ /'s [NaNO,1""/ (mol-L")
2 3.0 144
g
\:L ’ 28 12
Q ] i 8
(C) 'E T 204 =
o L) - N 10
= L s =~
= ] ©
° —
64 ]
o 10l 08
84
. . : : ; ; 0.5+— . . . ; . 06 . . . . . :
0 20 40 60 8 100 120 00 02 04 06 08 10 002 003 004 005 006 007 008
12 12 12 -1\1/2
Tempo /s (Tempo)™ /s [NaNO_]"/ (mol-L")

Figura 64: Cronoamperogramas (E =-1,1 V vs Ag/AgCI(KCI 3,0 mol-L™)), curvas | vs t*2 e a vs
[NaNO,]** registradas para eletrodos de carbono vitreo modificado com filmes de Hb/DDAB em
tampao fosfato pH 7 contendo NaBr 50 x 10”° mol-L™ em concentragdes crescentes de NaNO, (7,5 x
10 a 6,0 x 10° mol-L™). (a) HbA,, (b) HbA; e (c) HbS.
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Figura 65: Cronoamperogramas (E =-1,1 V vs Ag/AgCI(KCI 3,0 mol-L™Y)), curvas | vs t*2 e a vs
[NaNO2]*? registradas para eletrodos de carbono vitreo modificado com filmes de Hb/DDAB em
tampao fosfato pH 7 contendo NaBr 50 x 10° mol-L™ em concentrages crescentes de NaNO, (7,5 x
10 a 6,0 x 10° mol-L?). (@) aa-Hb-PEG5K,, (b) BT-PEGS5K, e (c) Hb-PEG5K,.

Como pode ser observado, a corrente sob potencial aplicado (-1.1 V) de reducdo de
nitrito aumenta com a concentracdo, em propor¢des diferentes para cada filme, quando o
potencial aplicado ¢ alternado para -0,6 V, a intensidade de corrente retorna a valores de linha
base, indicando a auséncia de oxigénio dissolvido. Os valores de Kkq,s S80 apresentados na
Tabela 4, bem como os valores das constantes de velocidade, k, para reducdo de nitrito
mediada por Fe'-heme para HbA, e e Hbs PEGladas utilizando a metodologia por

espectroscopia.
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Tabela 4: Valores de kq,s para reacéo de reducdo de nitrito usando eletrodos de carbono
vitreo modificados com os filmes de Hb/DDAB e valores de k para a reacdo mediada por
Fe''-heme para HbAq as Hbs PEGladas.

Hemoglobina  Keps/ mol-L % s k/mol-L™ s'[154]

Ao (18,1 + 0,6) (0,25 £ 0,02)

A (16,0 + 0,8) -

S (50,5 + 0,9) -
aa-Hb-PEG5K, (136 + 5) (1,4 +0,03)
BT-Hb-PEG5K, (160 + 5) (1,8 +0,05)

Hb-PEG5K, (335 + 8) (2,5 +0,03)

Pelos resultados mostrados na Tabela 4, pode-se dizer que os resultados obtidos por
cronoamperometria estdo de acordo com aqueles obtidos pela medida de corrente de reducao
utilizando voltametria ciclica. Com exce¢do da HbS, os valores de contantes de velocidade,
Kobs, Seguem uma tendéncia inversamente proporcional a tendéncia apresentada para
potenciais dos processos redox do grupo heme (Tabela 3). Também é possivel perceber um
aumento significante na eficiéncia eletrocatalitica das Hbs com a modificacdo das cadeias
proteicas com PEG, de forma que a espécie Hb-PEG5K; mostrou-se acima de 18 vezes mais
rapida que a HbA,, apresentando elevada constante de velocidade, seguida de BT-Hb-
PEG5K,; ¢ aa-Hb-PEG5K,, indicando que ndo somente a PEGlagdo influencia na
conformacdo da proteina, mas também o processo de reticulagcdo das cadeias proteicas. O
comportamento da HbS ndo segue a tendéncia das outras espécies, ja que apresentou valores
de potenciais redox significativamente baixos, mas valores de kqps N80 comparaveis com as
espécies PEGlada, sugerindo que, para HbS, outros fatores além da mudanca de conformacao

da proteina influenciam do seus potenciais redox.
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5. Conclusdes

A voltametria ciclica foi aplicada com sucesso no monitoramento dos potenciais redox
dos processos relativos aos grupos heme e avaliacdo qualitativa da velocidade de reducéo de
nitrito mediada por Fe'-heme em hemoglobinas naturais e PEGladas imobilizadas em
superficie de carbono vitreo através de filmes com DDAB. Além disso, a técnica
cronoamperométrica mostrou ser bastante satisfatdria para a obtencdo das constantes de
velocidade de reducéo de nitrito, de forma que a metodologia apresentada pode ser aplicada

para futuras investigacOes da atividade nitrito-redutase de novos potenciais HBOCs.

O processo in vivo é baseado na reacdo mediada por Fe'-heme, entretanto, como
ambas as rea¢fes acontecem nos mesmos sitios independentemente do seu estado de oxidacdo
(I'ou I1), é razoavel a hipbtese que a reatividade é dependente do ambiente conformacional da
proteina nas duas situacfes. A adicdo de cadeias de PEG na estrutura da hemoglobina altera a
disponibilidade dos grupos heme, favorecendo o estado quaterndrio “R”, aumentando sua
reatividade com nitrito e, consequentemente, as velocidades de reacdo. Dentre as espécies
PEGIladas, Hb-PEG5K; apresentou os menores valores de potencial redox para o grupo heme
e 0S maiores Kops, seguida da aa-Hb-PEG5K, e do bis- tetramero BT-Hb-PEG5K,. Tais
caracteristicas sdo favoraveis para a aplicacdo como HBOC com baixa vasoconstricao.
Entretanto, a falta de reticulagdo em estrutura da Hb-PEG5K, desfavorece a sua
aplicabilidade clinica pelo seu potencial risco de dissociacdo em espécies diméricas in vivo.
Em contrapartida, a reticulagdo intraproteina entre subunidades o parece influenciar mais
significativamente o estado conformacional da proteina do que a reticulagdo interproteinas
entre subunidades B, dados os valores de potenciais redox mais negativos e kops Mmenores da
espécie ao-Hb-PEG5K; em relacdo a BT-Hb-PEG5K,, de forma que esta Ultima apresenta as
melhores caracteristicas para aplicacdo clinica, pois, além promover répida reacdo com o

nitrito e reticulacdo, também possui elevado peso molecular (148 kDa).
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Consideracoes Finais e Perspectivas Futuras

Caracterizacao e aplicacado de eletrodo modificado com [p-O,-NiTPyP{Ru(bipy),Cl}*s],

Os estudos de caracterizacdo quimica do filme eletroquimicamente gerado a partir da
porfirina tetrarrutenada de niquel em meio alcalino sugeriram a formacdo de um polimero de
coordenacdo eletroquimicamente ativo, estruturado a partir de subunidades porfirinicas
conectadas por pontes p-peroxo entre os atomos de niquel. O mecanismo proposto para a
formacdo do polimero de coordenacdo mostra participacdo dos dois principais sitios da
molécula em acgdo conjunta: o complexo periférico contendo ruténio, responsavel pela geracéo
da espécie ativadora do processo de polimerizacgdo, radical hidroxil; e os centros porfirinicos
contendo niquel, responsavel pela coordenacdo entre moléculas adjacentes via pontes -
peroxo ao longo do eixo de stacking, gerando uma estrutura unidimensional. Esse mecanismo

ilustra bem a capacidade de subunidades moleculares para a geracéo de novas propriedades.

Entretanto, os estudos abordados nessa tese apenas foram direcionados a
caracterizacdo quimica do material porfirinico, havendo uma necessidade de complementacao
por um estudo de caracterizacdo eletroquimica do filme, contemplando um melhor
entendimento nos mecanismo de transporte de carga. A aplicacdo desse filme polimérico
como sensor amperométrico na quantificacdo de acido félico vislumbra uma das
potencialidades do filme. Dessa forma, a conducdo de estudos mais profundos das
propriedades eletroquimicas do filme porfirinico pode abrir novas perspectivas para novas
aplicagdes, analiticas ou de outra natureza. A continuidade desses estudos deverd ser

conduzida com a utilizacdo de Espectroscopia de Impedéncia Eletroquimica (EIS).

Alguns  experimentos utilizando  solugcbes  contendo  as porfirinas
[NiTPyP{Ru(bipy).CI}*4] e [CoTPyP{Ru(bipy).CI}"s] em meio alcalino para a producéo de

filmes em eletrodos também foram realizados. Os filmes resultantes apresentaram
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comportamento eletroquimico bastante similar aos hidroxidos mistos contendo niquel e
cobalto [181]. Os voltamogramas registrados ap6s modificacdo em meio alcalino, em
diferentes  proporcbes entre as porfirinas revelam que incorporagdo  de
[CoTPyP{Ru(bipy),Cl} 4] a solugdo precursora desloca os picos de corrente caracteristicos do
filme para potencias menos positivos. Também foi possivel observar a diminui¢do gradativa

de corrente de pico e de AE, com 0 aumento da proporc¢éo da porfirina de cobalto.

A composigdo e estrutura desse tipo de filme ainda ndo foram suficientemente
estudadas, mas existe a possibilidade de que o mecanismo de formagéo apresente as mesmas
tendéncias que o filme formado unicamente pela porfirina de niquel. Estudos de
caracterizacdo quimica mais profundos devem ser conduzidos para obter informacdes mais
precisas sobre a composicdo desses filmes mistos, e deverdo ser conduzidos
concomitantemente com a caracterizacdo eletroquimica. Em ambos o0s casos, ndo é clara a
causa do deslocamento dos picos de oxidacdo a medida que concentra¢cdes maiores de analito
estdo presentes em solucdo. As dificuldades de transporte de carga através dos filmes
formados pode ser a principal causa desta dificuldade. Para tentar entender um pouco melhor
este aspecto, a preparacdo de filmes utilizando ndmero de ciclos de eletropolimerizacéo
diferentes poderd indicar se a espessura dos filmes poliméricos é a principal causa desta

variacao ou se ha outros aspectos mais relevantes.

Eletrodos modificados com Hbs para reducéo de nitrito

O sistema envolvendo variantes naturais e sintéticas de hemoglobina, imobilizadas em
eletrodos, foi utilizado nos estudos eletroquimicos para avaliagcdo da cinética de reducdo de
nitrito, mostrando-se eficiente e de rapida execucdo, sendo as metodologias apresentadas
promissoras para aplicacdo na selecdo de HBOCs candidatos a aplicacdes clinicas. Além

disso, permitiu um maior entendimento da eletroquimica associada ao grupo heme, como ela
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é dependente das condigOes estruturais da cadeia proteica e como isso afeta as funcGes
biol6gicas da proteina, de forma que possam ser manipuladas a fim de aumentar a sua
eficiéncia. Ainda permanecem algumas duvidas em relacdo a origem dos baixos potenciais de
pico mostrados pelos eletrodos modificados com HDbS. Apesar de apresentar potenciais
equipardveis as variantes sintéticas (Hb-PEG5K,, aa-Hb-PEG5K, e BT-PEG5K,), sua
eficiéncia na reducédo de nitrito ndo segue a mesma tendéncia, indicando que outros fatores,
além dos estruturais, possam estar correlacionados com os potenciais redox dessa proteina.
Dessa forma, estudos adicionais devem ser direcionados a elucidagdo desse problema.
Estima-se que medidas de resisténcia de transferéncia de carga EIS e ensaios com
Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD), para estudo da estrutura quaternaria, possam ser

interessantes para esse tipo de estudo.
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ANEXO A

Modelagem molecular para simulagéo dos espectros Raman:
Detalhes Computacionais

As simulacBes dos espectros Raman foram realizadas no Laboratorio de Quimica
Supramolecular e Nanotecnologia (LQSN). O software Gaussian 09 W (Gassian
Inc.,Wallingford, CT, USA) foi utilizado par a modelagem molecular. O célculo de
otimizacdo da geometria para o estado fundamental e espectro vibracional para as espécies
alvo foi realizado empregando a Teoria de Densidade Funcional (DFT) [182] e funcional
hibrido B3LYP [183] (funcional de permuta do gradiente corrigido de Becke) [184] em
combinacdo com o funcional de correlacdo de Lee-Yang-Parr com trés parametros [185]).
Foram empregados para os calculos o conjunto de bases The 6-311G++(d,p) para 0os 4&tomos
de C. N e H e o conjunto de bases LANL2DZ para o atomo de Ni, com seus respectivos
pseudopotenciais para a espera interna. As atribuicdes para 0s espectros vibracionais foram
realizados pela comparacdo com os dados da literatura [186] usando os softwares Gaussview
05 (Gassian Inc.,Wallingford, CT, USA) e Gabedit 2.4.0. Os espectros Raman teoricos foram
calculados para as espécies para [NiP], [NiP(OH)]™ e [NiP(O2)]™, como provavel componentes

monomeéricos do polimero porfirinico e sdo apresentados na Figura Al.
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Figura Al: Espectros Raman tedricos calculados por DFT para (a) [NiP], (b) [NiP(OH)]™ e
[NiP(O,)]™" e suas resectivas estruturas no topo. Os grupos py-[Ru(bipy),CI]+ néo sio apresentados

mas foram considerados nos calculos.
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