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RESUMO 

 

Ferreira, L.M.C. Caracterização e Aplicação Analítica de Eletrodos Modificados com 

Sistemas Porfirínicos Supramoleculares. 2015. 166p. Tese de Doutorado - Programa de Pós-

Graduação em Química. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

 

Estudos com eletrodos modificados foram conduzidos utilizando dois sistemas porfirínicos 

supramoleculares diferentes. O primeiro foi baseado na modificação de eletrodo de carbono 

vítreo com uma porfirina de níquel tetrarrutenada, [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
. A 

modificação do eletrodo foi realizada por meio de sucessivos ciclos voltamétricos em meio 

alcalino (pH 13), gerando um eletrodo com característica similar a eletrodos modificados com 

α-Ni(OH)2. A caracterização química do filme formado foi realizada através das técnicas de 

voltametria cíclica, ressonância paramagnética eletrônica, espectroscopia eletrônica por 

reflectância e espectroscopia Raman com ensaio espectro-eletroquímico. Os resultados 

sugerem a formação de um polímero de coordenação, [µ-O2-Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]n, 

composto por subunidades porfirínicas ligadas entre si por pontes µ-peroxo axialmente 

coordenadas aos átomos de níquel (Ni-O-O-Ni). O crescimento do filme apresentou 

dependência da alcalinidade do meio pela formação do precursor octaédrico 

[Ni(OH)2TRPyP]
2+

 em solução, pela coordenação de OH
-
 nas posições axiais do átomo de 

níquel. O processo de eletropolimerização indicou a participação de radical hidroxil, gerado 

por oxidação eletrocatalítica da água nos sítios periféricos da porfirina contendo o complexo 

de rutênio. O mesmo eletrodo foi aplicado como sensor eletroquímico para análise 

amperométrica de ácido fólico em comprimidos farmacêuticos. O sensor foi associado a um 

sistema de Batch Injection Analysis (BIA) alcançando considerável rapidez e baixo limite de 

detecção. Para as análises das amostras também foi proposto um método para a remoção da 

lactose, que agia como interferente. O segundo estudo envolveu a modificação de eletrodos de 

carbono vítreo com diferentes hemoglobinas, naturais (HbA0, HbA2 e HbS) e sintéticas (Hb-

PEG5K2, αα-Hb-PEG5K2 e BT-PEG5K4), para a avaliação da eficiência na redução 

eletrocatalítica de nitrito mediada por Fe
I
-heme. Os filmes foram produzidos pela mistura de 

soluções das hemoglobinas com brometo de didodecildimetiltrimetilamônio (DDAB), 

aplicados nas superfícies com consecutiva evaporação, formando filmes estáveis. Os valores 

de potencial redox para os processos do grupo heme e a sua associação com a disponibilidade 

do grupo na proteína foram avaliados por voltametria cíclica. Os valores das constantes de 

velocidade, k, para redução de nitrito foram obtidos por cronoamperometria em -1,1 V (vs 

Ag/AgCl(KCl 3M)) que foram utilizados para estudo comparativo entre as espécies sintéticas 

para eventual aplicação clínica. 

  

 

 

Palavras-chave: Eletrodos modificados, sistemas supramoleculares, porfirinas tetrarrutenadas, 

hemoglobina, eletrocatálise, sensores eletroquímicos. 



 

 

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 Química, Universidade de São Paulo, São 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
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
. The electrode 

modification was carried out through successive voltammetric cycles in alkaline media (pH 

13), generating an electrode with feature similar to α-Ni(OH)2 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, 

[µ-O2-Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]n, composed by porphyrin subunits linked by µ-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)2TRPyP]
2+

 

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 (HbA0, HbA2 e HbS) and synthetics (Hb-PEG5K2, 

αα-Hb-PEG5K2 e BT-PEG5K4) for evaluation of efficiency on electrocatalytic reduction of 

nitrite mediated by Fe
I
-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 FÓRMULAS QUÍMICAS 

 

[Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
: cátion µ-meso-tetra(4-piridil)porfirinatoniquel(II)-

tetrakis[bis(piridina)-(cloro)rutênio(II). Porfirina tetrarrutenada de níquel 

[Ru
II
(bipy)2Cl(PyP)]

4+
: Porfirina tetrarrutenada de níquel (ênfase no complexo 

[Ru
II
(bipy)2Cl]

+
 periférico) 

[Ni(OH)2TRPyP]
2+

: Porfirina tetrarrutenada de níquel axialmente coordenada com íons 

hidroxila 

[µ-O2-Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]n: Porfirina tetrarrutenada de níquel polimerizada axialmente 

por pontes µ-peroxo 

[Ru(bipy)3]
3+

: Cátion tris(2,2’-bipiridina)rutênio(III) 

[ZnTPPS]
4-

: 5, 10, 15, 20-tetrakis(4-sulfonatofenil)porfirinatozinco(II) 

H2TMPyP: tetrakis(N-metil-4’piridil) porfirina base livre  

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

AF: Ácido Fólico 

BIA: Análise por Injeção em Batelada (do inglês: Batch Injection Analysis) 

bipy: Bipiridina 

CAF: Cloranfenicol 

CLAE: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência  

DMPO: 5,5 dimetil-1-pirrolina-N-óxido 

ECE (mecanismo): Eletroquímico-Químico-Eletroquímico (do inglês: Electrochemical-

Chemical-Electrochemical)  

ECCE (mecanismo): Eletroquímico-Químico-Químico-Eletroquímico (do inglês: 

Electrochemical-Chemical-Chemical-Electrochemical) 



 

 

ECS: Eletrodo de calomelano saturado  

EIS: Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (do inglês: Electrochemical Impedance 

Spectroscopy) 

ELSA: Automontagem eletrostática camada-por-camada (do inglês: Electrostatic Layer-by-

Layer Self-Assembly) 

EPR: Ressonância Paramagnética Eletrônica (do inglês: Electron Paramagnetic Resonance) 

EQCM: Microbalança Eletroquímica de Cristal de Quartzo (do inglês: Electrochemical 

Quartz Crystal Microbalance) 

FIA: Análise por Injeção em Fluxo (do inglês: Flow Injection Analysis) 

Hb: Hemoglobina 

HBOC: Carreadores de Oxigênio Baseados em Hemoglobina (do inglês: Hemoglobin-Based 

Oxygen Carriers) 

HOMO: Mais Alto Orbital Molecular Ocupado (do inglês: Highest Occupied Molecular 

Orbital) 

IUPAC: União Internacional de Química Pura e Aplicada (do inglês: International Union of 

Pure and Applied Chemistry) 

LUMO: Mais Baixo Orbital Molecular Não Ocupado (do inglês: Lowest Unoccupied 

Molecular Orbital) 

SERS: Espelhamento Raman Amplificado por Superfícies (do inglês: Surface-Enhanced 

Raman Scattering) 

PM: Peso molecular 
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1. Metaloporfirinas e Sistemas Supramoleculares 

O termo “porfirina” se origina da palavra grega “porphyra” que significa “púrpura” e 

compreende uma classe de compostos macrocíclicos que possuem uma estrutura composta 

por quatro anéis pirrólicos ligados por uma ponte metina, de forma que os átomos de 

nitrogênio são direcionados para o centro, possuindo um sistema eletrônico altamente 

conjugado, dotado de aromaticidade originada pelo sistema π com 18 elétrons. Além disso, a 

presença de insaturações no anel porfirínico favorece a adição de substituintes em sua 

estrutura, nas posições α, β e meso, indicadas na Figura 1. 

Porfirinas e seus macrociclos análogos apresentam um papel muito importante no 

metabolismo de organismos vivos atuando como sítios ativos de proteínas, cujas funções 

compreendem transporte e armazenamento de oxigênio, o transporte de elétrons e conversão 

de energia. Uma característica importante é a facilidade com que as porfirinas formam 

quelatos com íons de metais de transição, como mostrado na Figura 1 formando complexos 

porfirínicos de elevada estabilidade. 

 

 

Figura 1: Anel porfirínico base-livre com indicação das posições onde ocorrem inserção de 

substituintes e reação geral de coordenação de porfirinas com íons metálicos M
n+

. Onde M é o metal 

e n é sua respectiva carga. 

 

meso αβ
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Tomemos como exemplo o complexo porfirínico heme, composto pela protoporfirina 

IX coordenada ao cátion Fe
2+

, como mostrado na Figura 2. Ele está presente como grupo 

prostético de proteínas desde organismos unicelulares até organismos mais complexos, como 

os dos mamíferos, desempenhando papeis essenciais em etapas importantes de processos 

bioquímicos fundamentais para a manutenção da vida, como a respiração: a partir do 

momento que inalamos o ar e acontece a troca de gases nos alvéolos pulmonares com a 

corrente sanguínea, o oxigênio é captado pelo sangue através da hemoglobina presente nas 

células vermelhas (eritrócitos). 

 

 

Figura 2: Estruturas do grupo heme e de algumas hemeproteínas de importância biológica. 

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

 

Citocromo c

Mioglobina

Citocromo P450

Hemoglobina

Heme
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A hemoglobina é uma proteína que possui quatro sítios contendo o grupo heme 

(hemeproteína), responsável por se ligar direta e reversivelmente com o oxigênio, 

transportando-o pela corrente sanguínea até os outros órgãos. A liberação de O2 para os 

tecidos acontece através do efeito Bohr [5, 6], através do qual o grupo heme é afetado pela 

sinalização promovida pela elevação da concentração de CO2, que reage com grupos histidina 

da cadeia proteica, formando grupos carbamato, liberando prótons, diminuindo o pH nas 

vizinhanças do grupo heme, desvinculando o O2 da proteína. 

No caso de mamíferos aquáticos, que passam a maior parte do seu tempo submersos, 

além de transportar oxigênio, precisa estocá-lo nos músculos. Essa função é exercida pela 

mioglobina, que também é proteína que contém o grupo heme. Embora possua similaridades 

em suas estruturas, mioglobina e hemoglobina possuem funções diferentes em relação ao 

mesmo substrato. Uma vez que a interação entre hemoglobina e O2 é muito mais complexa 

(como será visto no Capítulo V), a ligação entre eles através do grupo heme é mais lábil, 

favorecendo o processo de transporte.  

Quando a célula precisa de fato utilizar o oxigênio nas mitocôndrias, existe a atuação 

de outra hemeproteína, a citocromo c, um componente essencial da cadeia transportadora de 

elétrons do processo de respiração celular, que promove a formação da molécula ATP. Nesse 

processo, o grupo heme não se liga ao oxigênio, mas sim atua como um aceptor e doador de 

elétrons. Outras hemeproteínas importantes que desempenham papéis importantes no 

organismo são o citocromo P450 e a catalase, que participam como catalisadores de reações 

de oxidação de diferentes substratos, pela transferência eletrônica com o íon ferro.  

Todos os exemplos de processos bioquímicos citados dependem intimamente da 

interação de substratos com o grupo heme, entretanto, o que define que tipo de função ele irá 

desempenhar é a cadeia proteica, que são distintas em cada macromolécula. A interação 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
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função específica, operando de forma inteligente, é somente um dos casos contemplados pela 

chamada Química Supramolecular, que é o termo que compreende o estudo de interações, 

ligações e arranjo moleculares, resultando em sistemas moleculares dotados de complexidade, 

de modo a gerar propriedades únicas, não encontradas quando um dos componentes está 

sozinho. 

A associação desses componentes pode envolver interações de diferentes naturezas, 

como ligação de hidrogênio, forças de Van der Walls, interações π-π, forças eletrostáticas, 

coordenação metal-ligante, ou outros mecanismos de associação reversíveis, que promovam 

labilidade e certo grau de acoplamento eletrônico. Nesse sentido, a Química Supramolecular 

compreende não somente o entendimento dessas associações, mas também a obtenção de 

novos sistemas supramoleculares com o objetivo de alcançar propriedades melhoradas e 

altamente específicas, como automontagem, reconhecimento molecular, transformação, 

transporte e sinalização. Muitos deles inspirados em sistemas moleculares encontrados na 

natureza. Um belo exemplo disso são os diversos compostos sintéticos baseados em 

metaloporfirnas, que vem sendo desenvolvidos a fim de gerar dispositivos moleculares 

capazes de realizar processos como catálise ou eletrocatálise com elevadas eficiência e 

seletividade. Uma vez que grande parte dos complexos porfirínicos possui estrutura plana e 

relativamente rígida, 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 associação por empilhamento π-π e arranjos 

eletrostáticos de porfirinas, como métodos automontagem eletrostática (ELSA) [8]. Um bom 

exemplo desse caso é a obtenção de filmes de porfirinas substituídas com grupo catiônicos e 

aniônicos, como o arranjo formado pela porfirina tetrassulfonada de Zn, ZnTPPS, que possui 

quatro grupos benzil-sulfonato em sua estrutura, e a porfirina tetrarrutenada de cobalto, 

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_7
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_8
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CoTRPyP, que possui quatro complexos periféricos de rutênio com bipiridina, [Ru(bipy)2Cl]
+
, 

ligados ao anel porfirínico pela coordenação de um grupo piridina como substituintes na 

posição meso. Esse tipo de filme pode ser facilmente construído a partir da imersão de 

eletrodos em soluções contendo os compostos porfirinícos, de forma alternada  [9, 10].  

O arranjo eletrostático das suas porfirinas é mostrado na Figura 3a. Esse tipo de 

abordagem forma filmes estáveis e suas múltiplas camadas podem promover a condução de 

carga por diferentes processos, como mostrado da Figura 3c: percolação de carga [11] entre 

os metais centrais e/ou entre os complexos periféricos de rutênio; entre eletrodo e o rutênio 

via sistema π da porfirina; ou somente pela condução eletrônica do sistema π. 

Esse exemplo ilustra a variedade de mecanismos de condução de carga que um 

sistema supramolecular metaloporfirínico pode estabelecer de forma simultânea. O sistema π 

anel porfirínico permite uma eficiente condução de carga.  O transporte de carga através dos 

íons metálicos ocorre normalmente por processo de percolação de carga, que é um mecanismo 

de condução redox, processo que é dependente do potencial aplicado, que será discutido mais 

profundamente no Capítulo II. 

Devido à eficiência na transferência de carga e propriedades eletrocatalíticas, arranjos 

similares baseados em arranjos eletrostáticos vêm sendo utilizados no desenvolvimento de 

sensores eletroquímicos, sendo extensivamente utilizadas em aplicações analíticas de 

diferentes analitos, como sulfito [12], nitrito [12, 13], NADH e dopamina [14], oxigênio [15] 

e fármacos [2]. 

 

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_9
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_10
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_11
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_12
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_12
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_13
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_14
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_15
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_2


29 

 

 

 

 
 

 

Figura 3: (a) Representação estrutural das porfirinas CoTRPyP e ZnTRPyP e respectivo par iônico; 

(b) voltamogramas registrados para esse filme para redução de O2 e (c) Mecanismos de transferência 

de carga dentro do filme eletrostático formado: I) do complexo periférico para o eletrodo via sistema 

π, II) percolação  via metal central, III) percolação via complexos periféricos e IV) condução via 

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

 

Ainda no contexto do desenvolvimento de eletrodos modificados, metaloporfirinas 

podem ser utilizadas como componente monomérico de formas poliméricas [16, 17], pela 

inserção proposital de substituintes constituídos de grupo funcionais polimerizáveis. Uma 

estratégia bastante utilizada é a eletropolimerização, como ilustrado na Figura 4, que mostra o 

processo de eletropolimerização exemplo de uma zinco-porfirina modificada com dois grupos 

N-metil-3-piridiletinil nas posições meso. O processo de eletropolimerização nesse caso se da 

CoTRPyP ZnTPPS
Par iônico

CoTRPyP/ZnTRPyP

(a)

(b) (c) I
II

III

IV
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pela imersão do eletrodo contendo solução da espécie monomérica e aplicação de sucessivos 

ciclos voltamétricos de 0,4 a -1,6 V. 

 
 

Figura 4: Eletropolimerização do substituinte N-metil-3-piridiletinil inserido na posição meso de uma 

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

 

A transferência nesse caso fica em função do tipo de acoplamento eletrônico entre os 

ligantes, mais do que os centros metálicos, dependendo da disposição do arranjo polimérico e 

do seu empacotamento, favorecendo ou não a condução de carga pelo sistema π do anel e dos 

substituintes, os quais também podem apresentar um centro metálico com ligantes 

polimerizáveis, aumentando os sítios de transferência de carga, facilitando seu transporte 

dentro do filme [19, 20]. A polimerização com aumento de conjugação π tende a diminuir a 

energia entre os níveis eletrônicos HOMO e LUMO, favorecendo a formação de uma banda 

de condução em toda a cadeia polimérica.  

Outra classe interessante de material porfirínico, ou análogo, com características 

condutoras são os seus polímeros de coordenação, que podem ser formados pela coordenação 

dimerização
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axial do metal central pelo ligante de outra subunidade porfirínica vizinha, ou de maneira 

mais interessante, entre os centros metálicos unidos por outro ligante atuando como uma, 

conectando eletronicamente as subunidades porfirínicas em um arranjo unidimensional ao 

longo do eixo de empilhamento, como mostrado na Figura 5. Esse tipo de polímero de 

coordenação é capaz de atuar como excelentes transferidores de carga, podendo ser utilizados 

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

conversão de energia. 

 

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

no qual M é o metal central e n é o seu número de oxidação. 

 

A condução de carga nesse material depende, além da contribuição do sistema π, da 

interação dos orbitais d-π do metal com os orbitais π
*
 do ligante em ponte L, como CN, 

pirazina e 4,4’-bipiridina [21, 22]. Se o ligante tem característica de doador π, a comunicação 

entre os metais adjacentes ocorre de maneira eficiente. A banda de condução é formada 

majoritariamente pelo sistema π dos ligantes, entretanto a interação entre metal e ligante axial 

pode conferir uma contribuição extra, diminuindo energia entre os níveis HOMO e LUMO. 

Esse tipo de material pode ser obtido facilmente via síntese química ou processos de 

eletropolimerização [22, 23].  

No caso de porfirinas não planares, e com ligantes em ponte, os polímeros resultantes 

podem adquirir propriedades ferroelétricas, como esquematizado na Figura 6, que mostra um 

polímero de coordenação porfirínico com distorção “bowl-shaped” (forma de taça), no qual o 

……
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metal central é forçado a sair do plano da porfirina por influência do ligante axial, dessa 

forma, um momento dipolo se origina da separação de cargas entre as subunidades 

porfirínicas de forma espontânea. A consequência desse processo é o aumento do momento 

dipolo macroscópico do material, ou seja, a soma dos momentos dipolos induzidos de 

subunidades monoméricas [24].  

 

Figura 6: Representação da alteração do momento dipolo de um polímero de coordenação porfirínico 

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

 

 

Todos esses exemplos ressaltam as potencialidades de sistemas porfirínicos baseados 

em arranjos supramoleculares na obtenção de novos dispositivos eletroquímicos com novas 

propriedades, ou com propriedades aprimoradas. O estudo das interações presentes nesses 

materiais e a sua elucidação estrutural tornam-se importantes para o conhecimento da sua 

aplicabilidade. No caso específico de eletrodos modificados para aplicação analítica como 

sensores, sensibilidade e seletividade são características que visam ser melhoradas e são 

provenientes das propriedades redox desses materiais, que devem ser exploradas no intuito de 

aperfeiçoamento de sistemas analíticos.  
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CAPÍTULO II: Fundamentos Teóricos 
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1. Introdução 

Nesse capítulo serão apresentados os aspectos teóricos das técnicas utilizadas para a 

aquisição de informações estruturais e de mecanismos dos sistemas porfirínicos estudados. 

Primeiramente serão abordados os aspectos eletroquímicos envolvendo mediadores redox em 

eletrodos quimicamente modificados para aplicação em processos eletrocatalíticos, uma vez 

que o fenômeno de eletrocatálise está presente em todos os ensaios experimentais presentes 

nessa tese. Também serão abordados alguns aspectos importantes relacionados à 

espectroscopia eletrônica de metaloporfirinas, bem como os fundamentos teóricos das 

técnicas de espectroscopia Raman e ressonância paramagnética eletrônica.  

 

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

para Transferência de carga 

O surgimento dos chamados eletrodos modificados está relacionado com necessidade 

de se controlar determinadas propriedades das superfícies, em ordem de melhorar a eficiência 

de sensores e processos baseados em eletrossíntese ou conversão e armazenamento de energia 

[26]. Segundo a terminologia adotada pela IUPAC [27], a definição de eletrodo quimicamente 

modificado é: 

[...] um eletrodo feito de material condutor ou semicondutor que é 

recoberto com um filme monomolecular, multimolecular, iônico, ou 

polimérico de um modificador químico adequadamente selecionado, 

que por meio de reações faradaicas (transferência de carga) ou de 

diferenças de potencial interfacial (sem transferência de carga 

líquida), exibe propriedades químicas, eletroquímicas, e/ou ópticas do 

filme.  
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Eletrodos modificados podem ser obtidos pela incorporação de materiais específicos, 

condutores ou não, na superfície eletródica, a fim de conferir as propriedades desejadas. A 

incorporação desse material pode ser feita de diversas maneiras, dependendo no método de 

recobrimento da superfície, sendo que os métodos de modificação mais comuns são baseados 

em processos de quimissorção [28], ligação covalente [29, 30], recobrimento com filme 

polimérico [31] ou formação de eletrodos compósitos [32]. 

No caso se sensores eletroquímicos voltamétricos e amperométricos, as características 

almejadas, como elevadas seletividade e sensibilidade, podem ser adquiridas com eletrodos 

modificados que utilizam materiais que promovam a eletrocatálise, um processo que pode ser 

definido como a habilidade de uma substância em acelerar a velocidade de dado processo de 

oxidação ou redução de outra espécie, aumentado a corrente registrada e consequentemente a 

sensibilidade, ou favorecer termodinamicamente essa reação de forma a diminuir o 

sobrepotencial,  η, necessário para que ela ocorra, o que tem impacto direto na seletividade.  

Num processo eletrocatalítico, a transferência de carga entre o eletrodo e o substrato 

não é direta, ela é intermediada por um catalisador, também chamado de mediador redox, que 

é normalmente uma espécie que sofre transformação eletroquimicamente reversível, reagindo 

quimicamente com o substrato e sendo regenerado continuamente pelo eletrodo num dado 

potencial, gerando um ciclo eletrocatalítico. 

Considerando o par redox reversível O/R como mediador em um eletrodo modificado 

com um filme fino, formado por uma monocamada fortemente adsorvida na superfície do 

eletrodo, segundo a Reação 1, abaixo. 

 

O + ne
-⇌ R        (Reação 1) 
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A resposta voltamétrica de corrente,    é diretamente proporcional à velocidade de 

varredura, é dada pela Equação 1 abaixo 

 

   
                  

            
     (Eq. 1) 

 

Onde     
 

  
        

  ;    
  é o potencial padrão da redução de O em R, ν é velocidade 

de varredura F é a constante de Faraday, T é a temperatura, R é a constante dos gases,    é o 

recobrimento superficial correspondente a uma monocamada contendo o mediador redox e   é 

o número de monocamadas. O perfil do voltamograma para essa condição é formado por um 

conjunto de picos catódico e anódico simétricos, com potencial de pico Ep coincidindo com 

E
0
, como mostrado na Figura 7, onde Q é a carga transferida, dada pela área sob a curva. 

 

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

mediador adsorvido irreversivelmente. Figura adaptada da referência [7]. 
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A curva voltamétrica pode sofrer distorções de simetria de picos devido a dois fatores. 

O primeiro está relacionado com processo de transferência de carga na interface 

eletrodo/filme que, caso seja suficientemente lenta, será necessária a aplicação de 

sobrepotencial para efetuar essa transferência, causando as distorções no voltamograma 

cíclico [33].  

O segundo fator está relacionado ao transporte no interior do filme como fator 

limitante. Esta situação é encontrada normalmente para filmes espessos. Para um filme 

contendo sítios que promovam mediação de processos redox, como polímero de coordenação 

porfirínico na superfície de um eletrodo, que se comporta como um polímero redox [26]. Em 

comportamento não ideal, assume-se que o transporte de carga ao longo desse filme seja um 

processo de difusão linear semi-infinita [34]. Uma vez que os sítios redox são praticamente 

fixos no filme, eles não são capazes de difundir de maneira convencional, apesar de 

possuírem relativa mobilidade dentro do filme. O modelo que descreve a propagação de carga 

dentro do filme é baseado no mecanismo de percolação de carga, pela transferência eletrônica 

mútua entre sítios 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 à Lei de Fick, onde o coeficiente de difusão de carga dentro do filme, 

Dct, é o parâmetro utilizado para definir o transporte de carga dentro do filme. Esse tipo de 

transporte é acompanhado da difusão de um contraíon associado ao eletrólito, de forma a 

promover a eletroneutralidade dentro da matriz do filme [27, 35]. 
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Figura 8: Esquema representativo do percurso da transferência de carga envolvendo eletrocatalise 

heterogênea da redução de A em B. O par R/O é o mediador redox. kp,A é o coeficiente de partição A 

entre filme e solução. DA,f é o coeficiente de difusão de A dentro do filme, Dct é o coeficiente de 

difusão de transporte de carga e kAB é o coeficiente de transferência de carga homogênea entre 

mediador e substrato dentro do filme.  

 

Nesse caso, o voltamograma apresenta uma “cauda” difusional, e os potenciais de pico 

anódico, Ep,a e catódico, Ep,c, não coincidindo com E1/2 , como mostrado na Figura 9 e a 

resposta de corrente,   , é prevista pela equação de Randles-Sevcik e varia com ν
1/2

 [34]. 

 

                     
   

     
       (Eq. 2) 

 

Onde   é o número de elétrons,   é a área da superfície do eletrodo, Dct é o coeficiente de 

difusão de transferência de carga e     é a concentração de espécies eletroativas dentro do 

filme. 

Em experimentos envolvendo voltametria cíclica, o perfil de concentração de espécies 

eletroativas no interior do filme é dada por               , onde d é a espessura do filme. 

No caso de eletrodos suficientemente finos, no qual todos os sítios eletroativos estão em 

equilíbrio com o potencial de eletrodo,                  , e o perfil voltamétrico se 
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assemelham ao mostrado na Figura 7. Para                  , o voltamograma 

apresentará o perfil quasi-difusional apresentado na Figura 9, podendo na maioria das 

situações experimentais apresentar condições intermediárias. 

 

 

 

Figura 9: Perfil voltamétrico para eletrodo modificado com filme redox sob condição de difusão semi-

infinita de transferência de carga. Figura adaptada da referência [34]. 

 

Em relação à transferência de carga entre o filme e o substrato, o tratamento 

matemático para a corrente em experimentos de voltametria cíclica utilizando processos 

eletrocatalíticos difere um pouco do tratamento apresentado na equação de Randles-Sevcik, 

uma vez que esta apenas considera a transferência de carga simples e direta entre eletrodo e 

substrato. Para o modelo teórico que rege a corrente para voltametria cíclica, consideremos a 

Reação 1 como etapa eletroquímica e assumamos que a reação eletrocatalítica é de redução de 

A em B, catalisada pelo estado reduzido do mediador, R. A etapa química do processo são 

dadas pelas reações a seguir. 

Ep,a

Ep,c

i0 

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_34


40 

 

 

 

A + R → B + O k1     (Reação 2) 

 

Onde k1 é a constante de velocidade de reação de conversão de A em B 

 Assumindo que a transferência de carga entre o eletrodo e o mediador redox é rápida o 

suficiente e obedece a lei de Nernst durante a varredura e que a concentração do substrato A é 

constante ao longo do filme contendo o mediador redox, a corrente total é dada como a soma 

da contribuição da corrente devido ao mediador redox na superfície do eletrodo na ausência 

do substrato,   , e da corrente catalítica,   , devido à presença do substrato [33, 36].  

 

               (Eq. 3) 

  

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

corrente catalítica,    é dada pela Equação 4: 

 

  

    
   

   
          

 
     

 

  

   
          

 

         
   

 

    
 

  

    
   

   
          

  

        

 

  

  

(Eq. 4) 

 

Onde   
  é a concentração inicial da espécie A e    é seu o coeficiente de difusão. 

 Dadas duas condições opostas a equação acima pode ser simplificada: 

i) Para valores de ν suficientemente elevados e   ,  ,    suficientemente pequenos, 

a equação que define uma onda sigmoidal, possuindo potencial de meia onda      

coincidindo com    
 , pode ser simplificada para: 

 

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_33
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_36


41 

 

 

 

    
     

     
 

         
      (Eq. 5) 

 

ii) Já em situações onde ν apresenta valores pequenos e   ,  ,    elevados, a 

equação simplificada descreve o máximo corrente como uma onda em formato 

de pico.    

 

             
   

   
                       (Eq. 6) 

 

que é muito similar à equação de Randles-Sevicik para processos irreversíveis 

monoeletrônicos.  

O potencial de pico,    é dado por: 

 

      
       

  

 
   

  

 
         

   
   

   
            (Eq. 7) 

  

A equação acima indica que o potencial de pico da onda eletrocatalítica está nas redondezas 

do potencial padrão do mediador redox. 

 Analogamente ao tratamento dado à voltametria cíclica, na análise 

cronoamperométrica de um processo eletrocatalítico, o comportamento da corrente em função 

do tempo não é regido pela equação de Cottrell. Dessa forma, consideremos novamente as 

reações 1 e 2. Assumindo que, dado o potencial aplicado, o substrato A é inativo na superfície 

do eletrodo na ausência do mediador e que a concentração de O na superfície do eletrodo, sob 

a mesma condição, é igual a zero, a corrente em função do tempo é dada pela seguinte 

equação: 
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               (Eq. 8) 

 

Onde erf é a função erro Gaussiana que descreve o gradiente de concentração do substrato A 

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

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

 

   
     

   
  

 

       
     (Eq. 9) 

  

Dividindo a equação 8 pela 9, temos  

  

  

  
                    

       

        (Eq. 10) 

 

Onde        
   

  

  
                 

         (Eq. 11) 

  

Que é a equação utilizada para a determinação da constante de velocidade    da 

reação química de conversão do substrato. 

 

3. Estruturas de Porfirinas e Espectroscopia Eletrônica de Absorção  

 O anel tetrapirrólico da porfirina confere a ela uma elevada aromaticidade e 

consequentemente um perfil bem característico dos espectros de absorção eletrônica em 

decorrência das transições π→π
*
, caracterizado pela absorção em duas regiões de 
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comprimento de onda: A banda Soret, de elevada absortividade molar (ε da ordem de 10
5
 

mol·L
-1

·cm
-1

), que ocorre geralmente nas regiões entre 380 e 420 nm; e as bandas Q, que 

ocorrem na faixa de 500 a 800 nm (ε da ordem de 10
4
 mol·L

-1
·cm

-1
).  

Esse conjunto de bandas é resultado das transições eletrônicas dos orbitais 

moleculares HOMO, a1u e a2u (π), para dois orbitais LUMO degenerados, eg (π
*
). Essas 

transições são bem descritas pelo modelo de quatro orbitais de fronteira de Gouterman [38], 

representado na Figura 10. Esse modelo considera que as transições a1u→eg e a2u→eg 

possuem energias similares e são degeneradas.  

 

 

Figura 10: Representação dos orbitais moleculares HOMO (a1u e a2u) e LUMO (eg) para sistemas 

pofirínicos de acordo com o modelo de quatro orbitais de Gouterman. As cores azul e vermelho 

representam os sinais das funções de onda. 

 

HOMO

LUMO

eg

a2u a1u

y

x
z
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Para uma porfirina coordenada a um íon metálico, de simetria D4h, as bandas Q são 

atribuídas às transições do estado a1u para diferentes níveis vibracionais, 0 e 1, do estado 

eletrônico excitado eg como mostrado na região à esquerda da Figura 11. No caso de uma 

porfirina base livre, a presença dos dois prótons origina em simetria é menor da molécula, 

D2h, e possui os orbitais HOMOs a1u e b1u (sendo a energia do orbital b1u superior à do a1u), e 

orbitais LUMOs b2g e b3g (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 b2g e b3g, possuindo os níveis vibracionais 1 e 0 cada um, como mostrado no diagrama 

da Figura 11. 

 

Figura 11: Diagramas de energia para as transições eletrônicas referentes ao anel porfirínico com 

diferentes simetrias: D2h (base livre) e D4h (coordenada). 

 

A coordenação de porfirinas com íons metálicos pode ser facilmente identificada no 

espectro eletrônico, em decorrência da mudança de simetria do macrociclo de D2h para D4h, 

alterando a disposição dos orbitais moleculares e o número de bandas Q. O deslocamento da 
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banda Soret também é uma característica da coordenação de metais no anel porfirínico. Esse 

deslocamento é oriundo das interações dos orbitais dπ do metal com o orbital π
*
 da porfirina. 

Metais com configuração de camada aberta, d
m

 (m = 6-9), causam um deslocamento para 

menores comprimentos de onda, ou para o azul (deslocamento hipsocrômico), pela interação 

de orbitais d preenchidos que aumentam a energia do orbital π
*
. Já metais de camada fechada, 

ou seja, com configuração d
0
 e d

10
, como o Zn

2+
 por exemplo, afetam pouco a energia entre os 

orbitais do sistema π da porfirina, entretanto podem causar perturbações, aumentando a 

energia do orbital a2u, promovendo um deslocamento para maiores comprimentos de onda, em 

direção ao vermelho (deslocamento batocrômico). A Figura 12 mostra os espectros 

eletrônicos com deslocamento batocrômico da banda Soret ocasionado pela coordenação de 

Zn
2+

 à tetrakis(N-metil-4’piridil) porfirina (TMPyP). Também é possível observar a redução 

do número de bandas Q relativa à mudança de simetria da porfirina [39].  

  

 

Figura 12: Efeito da coordenação de metais no anel porfirínico. Os espectros mostram a variação das 

bandas Soret e Q para H2TMPyP (──) e ZnTMPyP (──), Figura adaptada da referência [39]. 
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A presença de um sistema pi aromático deixa a porfirina susceptível a interações 

intermoleculares do tipo π-π, formando agregados cofaciais, de forma que há também 

interação entre os orbitais, diminuindo a energia das transições π→π
*
, causando também um 

deslocamento batocrômico [40, 41].  

 

4. Espectroscopia Raman 

 A espectroscopia Raman é uma técnica utilizada para caracterização de uma grande 

variedade de espécies químicas. Ela é baseada no efeito Raman, que descreve o fenômeno de 

espalhamento inelástico de radiação eletromagnética pela matéria. Basicamente, uma radiação 

monocromática laser incide em uma amostra de interesse, ocorre interação do feixe com a 

amostra e o espalhamento de radiação em todas as direções. A maioria da radiação espalhada 

possui a mesma energia que o feixe inicial (espalhamento elástico), e uma pequena fração 

(0,001%) é espalhada inelasticamente devido à interação com a amostra, caracterizando o 

espalhamento Raman. Desse tipo de espalhamento são obtidas informações vibracionais e 

rotacionais da molécula [42].  

 A natureza da interação que leva ao espalhamento Raman está relacionada com a 

interação do campo elétrico incidente, E, com a nuvem eletrônica de moléculas na amostra 

analisada. A presença desse campo elétrico tem capacidade de distorcer a nuvem eletrônica 

distribuída em torno de uma ligação na molécula, induzindo a formação de um momento 

dipolo, μ, que é decomposto em dois componentes: um que oscila na mesma frequência 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 

eletrônica é definida como polarizabilidade, α, que define a relação entre momento dipolo 

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

  

A excitação em decorrência da radiação incidente promove o elétron a um estado de energia 

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

Como esse novo estado de energia depende essencialmente da energia do laser e não é 

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

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

imediatamente decai a níveis menos energéticos e consequentemente, emitindo um fóton com 

energia correspondente a esse decaimento.  

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

fóton incidente,    , significa que a molécula retornou ao seu nível de energia inicial,   , 

caracterizando o espalhamento elástico (espalhamento Rayleigh).  

 

 

Figura 13: Representação esquemática das transições vibracionais referentes aos espalhamentos: 

elástico (Rayleigh) e inelástico (Stokes e anti-Stokes). 
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Se o fóton colide com a molécula, passando de um estado fundamental para o virtual 

e, após o decaimento, retorna para um estado de energia vibracional maior que o inicial   , o 

fóton espalhado terá energia menor que a radiação incidente (         ), caracterizando 

o espalhamento Raman Stokes. Entretanto, no caso de uma molécula que já se encontra em 

um estado vibracional excitado, devido à energia térmica e, após a excitação, retorna ao 

estado fundamental, o fóton espalhado possui energia maior que a radiação incidente (  

       ), definindo o espalhamento Raman anti-Stokes. 

Os espectros Raman são apresentados como a relação entre intensidade versus uma 

grandeza relacionada à energia (usualmente número de onda, ṽ, em cm
-1

), como mostrado na 

Figura 14 e podem ser registrados em uma grande faixa de energia (4000 a 10 cm
-1

). 

Geralmente, os espalhamentos Raman são registrados apenas ao lado de baixa energia, ou 

seja, pelos espalhamentos Stokes, entretanto, no caso de amostras que proporcionem 

interferência por fluorescência, por exemplo, o registro dos espelhamentos anti-Stokes é 

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

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

 

A versatilidade da espectroscopia Raman permite a análise de amostras em vários 

estados físicos, tanto em solução quanto na forma sólida ou de vapores, partículas 

microscópicas ou filmes alocados em superfícies, o que faz dessa técnica uma excelente 

ferramenta para caracterização de eletrodos modificados.   

 

5. Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR)  

A espectroscopia de ressonância magnética eletrônica é uma técnica que permite a 

detecção de espécies paramagnéticas de forma qualitativa e quantitativa, complexos de metais 

de transição, estados tripleto de moléculas com estados fundamentais singlete, radicais livres, 
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ou outras espécies intermediárias de reações, possibilitando a obtenção de informações sobre 

mecanismos de reações.  

A técnica é baseada na absorção de energia de micro-ondas (1-100 GHz) por uma 

espécie química em um dado campo magnético externo oscilante aplicado. Quando um 

composto contendo um elétron desemparelhado é colocado sob a influência 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 direção do 

campo magnético, que corresponde ao estado de menor energia (ms = -1/2) ou aposto à 

direção do campo (ms = +1/2), correspondendo ao estado de energia mais elevado, conforme 

ilustrado no diagrama da Figura 15. Quando a diferença de energia entre os dois níveis 

eletrônicos, ∆E se iguala a energia da radiação de micro-ondas incidente, hν (condição de 

ressonância), ocorre absorção de energia, que é dada por: 

 

                 (Eq. 13) 

 

Onde   é a constante de Plank (6,626 x 10
-34

 J∙s),   é a frequência da radiação incidente,  e é 

fator de desdobramento espectroscópico do elétron, geralmente possui o valor de 2,0023, 

entretanto, esse valor muda de acordo com as condições experimentais, o valor efetivo é dado 

por          e   é magneton de Bohr (9,274 x 10
-24

 J∙T
-1

) [46]. 
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Figura 15: (a) Diagrama esquemático ilustrando a transição de ressonância magnética na frequência 

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

  

 Por causa da interação do momento magnético eletrônico com o momento magnético 

dos núcleos da molécula analisada, origina-se o desdobramento hiperfino. Como 

consequência, sinal relativo à absorção no espectro também sofre desdobramento em linhas 

espectrais adicionais (linhas hiperfinas). O número de linhas originadas da interação com um 

núcleo depende do spin nuclear, I, que pode possuir valores inteiros ou semi-inteiros. Para um 

núcleo com spin I, se origina 2I +1 linhas hiperfinas, por exemplo, para um núcleo com spin 

igual a 1, tem-se três projeções de spin: -1, 0 e 1, como ilustrado Figura 15b. A energia 

referente às linhas é dada por: 

 

             
 

 
         (Eq. 14) 

 

E
n

e
r
g

ia

B

E0

B = 0 B ≠ 0

ΔE0 = g·β·B = hν

mS = + 1/2

mS = - 1/2

Absorção de micro-ondas

Derivada primeira (sinal EPR)

E
n

e
r
g

ia

B

E0

B = 0 B ≠ 0

+1

0

-1

+1

0

-1

Derivada da absorção

(a) (b)

1/2A

1/2A

A/gB A/gB



52 

 

 

 

Onde A é constante hiperfina, dada em unidades de número de onda (cm
-1

) ou e unidades de 

campo magnético A/gB (G) e mI são os possíveis valores de I. 

 A constante hiperfinas é um dos parâmetros fundamentais no reconhecimento de 

espécies químicas através da análise dos espectros EPR, uma vez que cada espécie 

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

  No caso de espécies com tempos de vida muito curtos, normalmente intermediários de 

reações químicas, como espécies radicalares, a análise por EPR se torna dificultada devido ao 

tempo de realização do experimento. Dessa forma, algumas abordagens são utilizadas para 

diminuir os tempos de decaimento dessas espécies. A mais conveniente e simples são as 

reações “spin trap” que são baseadas na reação da espécie de interesse com outro reagente, de 

forma a gerar um aduto radicalar mais estável. Assim, a análise é baseada qualitativamente no 

desdobramento hiperfino desse aduto. Um exemplo clássico é o método de detecção de 

radicais hidroxil por reação com 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-óxido (DMPO), 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]. 

 

 

Figura 16: Formação do aduto DMPO/
●
OH 

 

 

 

 

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_47


53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III: Caracterização do Filme Eletroquimicamente Gerado a 

Partir de Porfirina Tetrarrutenada de Níquel em Meio Alcalino 
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1. Introdução 

1.1. Considerações iniciais 

A motivação do estudo abordado nessa tese é inspirada nos primeiros estudos 

realizados pelo nosso grupo de pesquisa envolvendo a formação de um filme 

eletroquimicamente ativo [50], gerado a partir do tratamento eletroquímico de eletrodo de 

carbono vítreo com a porfirina µ-meso-tetra(4-piridil)porfirinatoniquel(II)-

tetrakis[bis(piridina)-(cloro)rutênio(II), ou simplesmente [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
, cuja 

estrutura é apresentada novamente na Figura 17 a seguir.  

 

 

Figura 17: estrutura do cátion µ-meso-tetra(4-piridil)porfirinatoniquel(II)-tetrakis[bis(piridina)-

(cloro)rutênio(II), [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 

 

4+
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O filme porfirínico foi gerado a partir do tratamento eletroquímico por ciclagem 

voltamétrica utilizando eletrodo de carbono vítreo imerso em solução do composto em meio 

alcalino (pH = 13), de 0 a 0,9 V, como mostra o voltamograma cíclico da Figura 18a, 

apresentando picos de oxidação e de redução bem característicos durante o processo de 

crescimento do filme   respectivamente, sendo a corrente de pico diretamente proporcional à 

velocidade de varredura ν. Além disso, o eletrodo modificado com esse filme foi aplicado 

com sucesso na quantificação voltamétrica e amperométrica de carboidratos através de sua 

oxidação eletrocatalítica mediada pelo par Ni
III

/Ni
II
 (Figura 18b).  

 

 

Figura 18: (a) Voltamogramas cíclicos registrados para um eletrodo de carbono vítreo em NaOH 0,1 

mol·L
-1

 + [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 5,0 x 10

-4
 mol·L

-1
, durante o processo de eletropolimerização 

do complexo porfirínico, de 0 a 0,9 V (vs Ag/AgCl(KClsat))  à velocidade de varredura de 0,1 V·s
-1

; 40 

ciclos. (b) Voltamogramas cíclicos obtidos para o eletrodo modificado em solução de NaOH 0,1 

mol·L
-1

 na presença de frutose (0 a 6,9 x 10
-4

 mol·L
-1

) velocidade de 0,01 V·s
-1

. Figura adaptada da 

referência [50]. 

 

(b)(a) (b)
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Apesar do bom desempenho como sensor eletroquímico, poucos estudos foram 

conduzidos no que diz respeito à caracterização química do material depositado na superfície 

do eletrodo. Ainda assim, algumas observações levaram a questionamentos em relação à sua 

composição química. Ou seja, o filme derivado porfirínico foi considerado como sendo de 

natureza polimérica, embora apresentasse em seus voltamogramas, similaridades com 

eletrodos de α-Ni(OH)2, não sendo descartada a hipótese da formação do composto iônico 

através da degradação do complexo. Em contrapartida, foi constatada por voltametria cíclica, 

a co-deposição do ligante macrocíclico porfirínico pela presença dos sinais característicos do 

par redox Ru
III

/Ru
II
 presente nos complexo periféricos, com oxidação em 0,79 V e redução 

em 0,70 V, aproximadamente. Além disso, a necessidade de se estender a varredura a 

potenciais acima 0,82 V para a formação do filme também gera dúvidas, uma vez que foi 

atribuída, embora sem comprovação, à formação de espécies radicalares decorrente de 

processos envolvendo os sítios de rutênio. Tal fato nos remeteu a buscar informações sobre 

qual é o papel desses sítios para a formação do filme derivado dessa porfirina supramolecular 

em particular. 

Devido a esses questionamentos, significativa parcela dessa tese foi dedicada a buscar 

melhor entendimento sobre a composição química desse material e do seu mecanismo de 

formação. Neste capítulo, serão abordadas as diferenças entre os resultados encontrados em 

estudos da literatura para sistemas similares, que dão suporte tanto para a formação de 

compostos poliméricos quanto para a formação de hidróxido de níquel. Para uma análise mais 

detalhada, também será abordada a eletroquímica de sistemas contendo Ni(OH)2, sobretudo 

ao que se refere à distinção entre as diferentes fases morfológicas, o que servirá, mais adiante, 

como base para uma análise comparativa.  
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1.2. Eletroquímica envolvendo Ni(OH)2 

A eletroquímica relativa ao Ni(OH)2 é relativamente complexa, entretanto, bem 

conhecida e difundida, uma vez que esse material é muito utilizado para a aplicação em 

ânodos de baterias [51]. Entender o seu comportamento eletroquímico é de grande 

importância, visto que todos os materiais depositados em eletrodos a partir de complexos 

macrocíclicos de níquel em meio alcalino apresentam características similares. 

Os processos redox do hidróxido de níquel são acompanhados por mudanças 

estruturais significativas a níveis cristalográficos. Basicamente, o Ni(OH)2 possui uma célula 

unitária do tipo brucita, com lamelas distribuídas ao longo do eixo cristalográfico c, sendo 

que, dependendo da organização e empacotamento dessas lamelas, é possível obter duas 

estruturas morfológicas distintas: A forma α, que possui as lamelas em maior grau de 

desordem e também maior distância interlamelar (8,0 Ǻ) do que o da forma β (4,6 Ǻ) que, 

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

Durante os processos eletroquímicos, cada uma das formas polimórficas do hidróxido 

metálico originam produtos distintos: no processo de oxidação do α-Ni(OH)2 forma-se o γ-

NiOOH e, em contrapartida, durante a oxidação do β-Ni(OH)2, é gerado o β-NiOOH, de 

forma que ambas as formas oxidadas possuam distâncias interlamelares similares às 

respectivas formas reduzidas. Os processos de oxidação e redução do Ni(OH)2 são 

sumarizados no diagrama da Figura 19. 
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Figura 19: Diagrama de Bode ilustrando as mudanças estruturais durante os processos de 

oxirredução envolvendo Ni(OH)2 e NiOOH em suas diferentes formas polimórficas.   

 

A distância interlamelar nas estruturas de Ni(OH)2 é um parâmetro importante para a 

distinção entre as duas fases. Considerando que o espaço interlamelar é preenchido por água e 

íons, quanto maior esse espaçamento, maior a facilidade de difusão iônica e também maior a 

exposição de sítios ativos, permitindo a entrada de íons entre as estruturas lamelares, a fim de 

promover a compensação de carga decorrente da saída de prótons durante o processo de 

oxidação. Esse processo que é extremamente facilitado para α-Ni(OH)2. Em contrapartida, 

essa compensação de carga é mais dificultada para a fase β, que não possui espaçamento 

lamelar suficiente para acomodar grande quantidade de íons. Tal fato acarreta em 

comportamentos voltamétricos distintos para cada forma, como observado nos 

voltamogramas cíclicos da Figura 20a.  

 

α-Ni(OH)2

β-Ni(OH)2

γ-NiOOH

β-NiOOH

oxidação

redução

oxidação

redução

envelhecimento sobrecarga

8,0 Ǻ

4,6 Ǻ



59 

 

 

 

 

Figura 20: (a) Voltamogramas cíclicos e (b) respectivas curvas eletrogravimétricas registrados para 

filmes de hidróxido de níquel nas formas α e β em KOH 1 mol·L
-1

 , velocidade de varredura de 10 

mV·s
-1

. Figura retirada da referência [54].  

 

A capacidade de acomodação de íons confere uma maior capacidade de carga 

específica para a forma α, devido à maior quantidade de carga envolvida no processo de 

oxidação em relação ao mesmo processo para a forma β, exibindo picos de oxidação e 

redução bem definidos. Além disso, pode ser observado um menor espaçamento entre picos 

para a forma α (ΔEp = 75 mV) do que para a forma β (ΔEp = 118 mV), revelando também 

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

Outra maneira de fazer a distinção entre as duas formas de hidróxido de níquel é 

através do uso da microbalança eletroquímica de cristal de quartzo (EQCM), pela qual é 

possível verificar as variações de massas durante os processos redox do par Ni
III

/Ni
II
, como 

observado nas curvas eletrogravimétricas apresentadas na Figura 20b. Dessa forma, é possível 

(a)

(b)
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observar que, durante o processo de oxidação na forma α, ocorre um ganho de massa, 

explicado pelo processo de acomodação de íons K
+
 no espaço interlamelar, que possui massa 

muito maior que o H
+
 cedido durante a oxidação. Enquanto que para a forma β, somente é 

observada uma perda de massa devido à perda do próton. 

Adicionalmente, a forma α possui menor estabilidade e tende a se transformar na 

forma β através de processo de envelhecimento ou através de sucessivos ciclos de carga e 

descarga, processo no qual é possível observar gradativa diminuição na capacidade de carga, 

deslocamento dos picos de oxidação e redução para potenciais mais positivos, e alteração no 

perfil eletrogravimétrico até a conversão completa da forma α para a forma β [55].  

O oxo-hidróxido de níquel (NiOOH) na fase β também pode ser convertido 

irreversivelmente na fase γ durante um processo de sobrecarga, provocando estresse mecânico 

em sua estrutura e causando danos à estrutura do filme eletródico, visto que ocorre uma 

variação mais agressiva nas distâncias interlamelares (de 4,6 Ǻ para 8,0 Ǻ)  

 

1.3. Filmes eletródicos derivados de Complexos Macrocíclicos N4 de Níquel: Aspectos 

históricos  

A modificação de eletrodos com complexos macrocíclicos de níquel por tratamento 

eletroquímico em meio alcalino vem sendo reportada na literatura científica desde 1982 [56], 

sendo alvo de estudos de aplicação na oxidação de vários substratos, tais como alcoóis [57-

61], carboidratos [62], óxido nítrico [63-65], hidrazina [66], peróxido de hidrogênio [67], 

dopamina [68], derivados fenólicos [69-74] e nitrito [75]. Entretanto, a caracterização do 

material formado sobre a superfície eletródica foi pouco estudada até então, sendo os 

resultados apresentados pouco conclusivos ou até mesmo contraditórios. 
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Nos trabalhos abordados na literatura, os filmes derivados de complexos N4 de níquel 

compreendem essencialmente três tipos de macrociclos: tetra-aza, porfirinas e ftalocianinas, 

podendo apresentar diferentes substituintes. As estruturas básicas dos complexos são 

ilustradas na Figura 21 a seguir.  

 

Figura 21: Estruturas básicas dos complexos macrocíclicos de níquel(II)  precursores de filmes 

eletródicos em meio alcalino. 

 

Em um dos primeiros estudos, Issahary e colaboradores utilizaram um complexo de 

Ni
II
 com o ligante 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano-5,7-dionato (dioxocyclam) [56]. Durante 

os experimentos de modificação eletródica, foi observado um produto precipitado na 

superfície do eletrodo de platina quando o pH do eletrólito era maior que 10,5, e pela 

aplicação de potenciais constantes maiores que 1,0 V (vs ECS), sendo esse produto dissolvido 

na superfície em pH ≤ 9. Nesse trabalho, os picos referentes ao par redox reversível Ni
III

/Ni
II
 

foram atribuídos a seus respectivos hidróxidos e óxidos, provavelmente formados devido à 

alcalinidade do eletrólito. Entretanto, medidas de espectroscopia Auger do eletrodo indicaram 

não só a presença de átomos de níquel, mas também de nitrogênio, provenientes do ligante 

Ni(II)-Tetraaza

macrociclo

Ni(II)-Porfirina Ni(II)-Ftalocianina

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_56


62 

 

 

 

macrocíclico, não havendo evidências sobre a ocorrência de modificação ou demetalação do 

complexo durante o processo de modificação. 

Em um trabalho de 1992, Roslenek e colaboradores utilizaram a voltametria cíclica e 

espectroscopia de absorção para estudar a oxidação de alcoóis utilizando filmes eletródicos 

derivados de complexos de níquel(II) com três ligantes tetra-aza macrocíclicos, realizando 

suposições sobre a composição dos filmes [59]. Tais filmes eram gerados em superfície de 

eletrodo de carbono vítreo imerso em soluções 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 eletrônica de absorção para análise do complexo dissolvido em 

soluções eletrolíticas de NaOH e NaClO4. Através da comparação entre os espectros, foi 

sugerido que uma espécie de geometria octaédrica era formada em meio alcalino pela 

coordenação de íons OH
-
 nas posições axiais do complexo de níquel. A presença de íons OH

-
 

no meio também foi considerada importante para a formação de radicais hidroxil durante o 

tratamento eletroquímico, de forma que a geração de tais espécies permitiria a ligação entre a 

superfície eletródica e o complexo através da formação de grupos funcionais na superfície “S” 

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

Em um posterior estudo comparativo [76], a oxidação de metanol foi conduzida 

utilizando eletrodos modificados com o filme derivado do mesmo complexo e também com 

filme de β-Ni(OH)2, resultante de precipitação de α-Ni(OH)2 após a imersão em soluções de 

Ni(NO3)2 e NaOH seguido por processo de envelhecimento. Os voltamogramas resultantes 

indicaram que, sob as mesmas condições experimentais, a oxidação de metanol utilizando o 

filme derivado do complexo ocorria em potencial 0,1 V menor, e gerando corrente de 

oxidação cerca 5 vezes maior do que quando utilizado o eletrodo modificado com filme de 

Ni(OH)2. Portanto, tais diferenças seriam decorrentes de distinções estruturais entre os filmes, 
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e que a hipótese de formação de Ni(OH)2, a partir da degradação do complexo de níquel, seria 

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

Em decorrência dessa análise, um experimento do mesmo grupo foi conduzido para a 

caracterização de filmes derivados dos complexos 2-metil-1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano 

níquel(II) e 2,3,5,5,7,12,14,14-octametil-1,4,8,11-tetraazaciclotetradecan-1,3,7,11-tetrano 

níquel(II) em eletrodo de ouro [77]. Nesse estudo, os filmes foram analisados através de 

medidas espectroeletroquímicas utilizando espectroscopia Raman amplificada por superfície 

(SERS), explorando a região de potencial de -0,20 a 0,45 V, de forma que espectros dos 

filmes foram monitorados em função de cada potencial.  

Pela interpretação dos espectros SERS, os autores indicaram a ausência de evidências 

que suportem a hipótese de formação de Ni(OH)2 na superfície de ouro, atribuindo as 

principais bandas observadas em 480 e 570 cm
-1

, as quais modulavam sua intensidade em 

função do potencial aplicado, aos estiramentos simétrico e assimétrico de vibrações O-Ni
III

-O, 

sugerindo que o material depositado no eletrodo era composto de complexos cujos centros de 

níquel eram interconectados por pontes do tipo µ-oxo.  

Baseado em dois trabalhos complementares de 1995, Cataldi [57, 62] estudou o 

comportamento eletroquímico do filme derivado do complexo tetrametil-dibenzo-

tetraaza[14]anuleno níquel(II). Nesse caso, a modificação se processa em duas etapas: a 

primeira em meio de diclorometano, pela aplicação de ciclos voltamétricos de -0,2 a 1,5 V (vs 

ECS) para prévia eletropolimerização a partir do ligante. Na segunda etapa, o eletrodo foi 

imerso em solução de NaOH 0,1 mol·L
-1

 e submetido a ciclos voltamétrico de 0,1 a 0,7 V (vs 

ECS), nos quais foi possível observar o crescimento dos picos característicos do par Ni
III

/Ni
II 

com picos de oxidação e de redução  em 0,464 e 0,384 V, respectivamente.  
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 Embasado em resultados de espectroscopia fotoeletrônica de raios-X, Cataldi sugeriu 

que as ligações Ni-N eram quebradas durante o processo de ciclagem voltamétrica em meio 

alcalino, com concomitante formação de microestruturas porosas no eletrodo de carbono 

vítreo, no qual espécies de Ni(OH)2 eram confinadas no substrato. Através de medidas de 

variação do potencial de pico em função do pH do eletrólito, também foi sugerido que o 

hidróxido de níquel, formado durante o processo eletroquímico, se encontraria na fase α, uma 

vez que os potenciais dos processos redox na fase β são, segundo Cataldi, insensíveis às 

variações de pH do meio. 

 Após esses primeiros estudos, durante período de mais de uma década (1996-2012), 

vários outros trabalhos reportados na literatura utilizaram filmes similares para aplicações 

analíticas baseada na oxidação eletrocatalítica 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 

formação de um filme de natureza polimérica, com a formação de pontes µ-oxo 

interconectando os centros metálicos como mostrado na Figura 22, entretanto, sem a 

apresentação de estudos de caracterização consistentes que suportassem tal hipótese. Nesse 

sentido, são poucos os trabalhos na literatura que abordam a caracterização mais elucidativa 

da composição química dos filmes em questão. 
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Figura 22: Representação esquemática do suposto filme composto por pontes µ-oxo conectando os 

complexos de níquel com ligantes N4: ftalocianina, porfirina ou tetra-aza macrociclos. 

 

 Em 2005 e 2006, Perez-Morales conduziu dois estudos sobre o efeito catalítico de 

eletrodos modificados com porfirina tetrassulfonada de níquel (NiTSPP) [84, 85]. Utilizando 

técnicas espectroscópicas de absorção eletrônica e reflectância no infravermelho por 

transformada de Fourier (FTIR) em eletrodos de óxido de índio dopados com estanho (ITO) 

modificados, foi detectada a presença de estiramentos referentes aos grupos Ni-OH em 472 

cm
-1

, atribuídos à formação de β-Ni(OH)2 com co-deposição do ligante na forma de cátion-

radical, descartando a existência de pontes Ni-O-Ni no filme eletródico. 

Utilizando uma ftalocianina análoga, em 2007, Ureta-Zañartu empregou ECQM para 

averiguar as variações de massas durante os processos redox envolvendo o par Ni
III

/Ni
II
 nos 

filmes em pH 11 [60], tendo  sido observada significativa perda de massa durante a oxidação. 

Tal comportamento não pôde ser atribuído à presença de Ni(OH)2, já que, para a fase α, o 

processo acarreta em ganho de massa devido à inserção de cátion no espaço interlamelar. 

Além disso, a perda de massa observada não era compatível com a perda protônica esperada 

para a fase β. Dessa forma, o decréscimo observado foi atribuído unicamente à expulsão de 
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moléculas de água, indicando que, no estado oxidado, o filme teria elevada hidrofobicidade, 

embora o complexo apresentasse grupos sulfonados em sua estrutura.  

 Entre 2007 e 2009, Berríos e colaboradores [70, 82, 86], através de estudos 

envolvendo espectroscopias fotoeletrônica de raios-X (XPS), eletrônica, e de impedância 

eletroquímica (EIS), exaltaram as controvérsias indicadas na literatura, apontando para o fato 

de existirem discrepâncias entre os filmes de Ni(OH)2 e os derivados de complexos porfirina e 

ftalocianina, principalmente no que se refere às mudanças estruturais em função do tempo, 

que seriam muito mais lentas no último tipo. Dessa forma, ocorrendo de forma diferente à que 

ocorre com o processo de envelhecimento em eletrodos de hidróxido de níquel, muito embora 

os autores julgassem, como produto final, a formação de agregados de Ni(OH)2 a partir da 

demetalação dos macrociclos.  

Em contrapartida, o mesmo grupo conduziu o desenvolvimento de um estudo teórico, 

utilizando método de Monte Carlo, para filmes crescidos em superfície de carbono vítreo, 

predizendo os valores de energia de interações superfície-complexo e complexo-complexo, 

para sistemas teóricos envolvendo pontes do tipo µ-oxo (Ni-O-Ni), µ-hidroxo (Ni-OH-Ni) e 

interações sem ponte, de forma que os sistemas contendo pontes µ-oxo seriam os mais 

estáveis e mais prováveis, uma vez que geram elevada estabilização de carga, sendo este o 

melhor sistema para promover a transferência eletrônica em um processo catalítico.  
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2. Objetivos 

A composição química do filme eletródico derivado de [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 

em meio alcalino não é precisamente conhecida. Além disso, a inconsistência sobre a 

composição de filmes similares, discutida no capítulo II, não permite a analogia ou extensão 

de conceitos para uma melhor compreensão desse sistema eletroquímico. Visto isso, o 

objetivo dos estudos descritos neste capítulo é a caracterização química do material 

depositado na superfície de eletrodo de carbono vítreo após o processo de modificação com 

[Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
. Nesse estudo, será abordada, de forma detalhada, a busca de 

informações que possibilitem a elucidação de formação dos depósitos, explorando as técnicas 

de Voltametria Cíclica, Espectroscopia de Absorção e Refletância na região UV-Vis, 

Ressonância Paramagnética Eletrônica, Espectroscopia Raman com comparação com modelo 

simulado e Espectroeletroquímica. Além das técnicas instrumentais, algumas observações 

realizadas durante os experimentos servirão de base para a interpretação dos resultados. 

 

3. Parte Experimental 

3.1. Reagentes e Soluções 

Metanol, hidróxido de sódio, ferrocianeto de potássio e ferricianeto de potássio em 

alto grau de pureza foram obtidos da Merck. Suspensões aquosas de alumina (de 

granulometrias 1,0, 0,3 e 0,5 µm) para polimento de eletrodo foram adquiridas da Arotec. 

Dimetil sulfóxido (DMSO) e 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-óxido (DMPO) foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich, sendo este purificado por destilação a pressão reduzida, como recomendado 

para seu uso em espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica [87]. Os complexos 

porfirínicos µ-meso-tetra(4-piridil)porfirinatoniquel(II)-tetrakis[bis(piridina)-(cloro)rutênio(II) 

(CF3SO3)4, [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 e 5, 10, 15, 20-tetrakis(4-

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_87
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sulfonatofenil)porfirinatozinco(II), Na4[ZnTPPS], foram sintetizados e caracterizados no 

Laboratório de Química Supramolecular e Nanotecnologia (LQSN), Instituto de Química da 

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

Todas as soluções foram preparadas utilizando água purificada em sistema Millipore 

Milli-Q (resistividade ≥ 18,2 M cm).  

 

3.2. Instrumentação 

3.2.1 Voltametria Cíclica  

As medidas voltamétricas realizadas para o estudo do complexo porfirínico e dos 

aminoácidos foram feitas usando um potenciostato -Autolab type III (EcoChemie, Holanda). 

Um eletrodo de carbono vítreo, com 0,071 cm
2
 de área, foi utilizado como eletrodo de 

trabalho, um fio de platina com eletrodo auxiliar e Ag/AgCl(KClsat) como eletrodo de referência 

[89]. Para modificação do eletrodo foi utilizada uma célula eletroquímica 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 função de evitar vazamentos, enquanto os outros dois 

eletrodos foram alocados na parte superior da célula, conforme ilustrado na Figura 23. Esta 

configuração permitiu que se trabalhasse com apenas 0,5 mL de solução de porfirina. Esta 

solução era descartada após a formação do filme. Os experimentos em voltametria cíclica, 

pós-modificação, foram realizados numa célula eletroquímica 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
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Figura 23: Célula eletroquímica adaptada utilizada para a modificação de eletrodo de carbono 

vítreo. 

 

3.2.2 Espectroscopia Eletrônica por Reflectância 

 Os espectros eletrônicos das soluções de porfirinas foram registrados por um 

espectrofotômetro HP 8453 (Agilent Technologies, USA) utilizando uma cubeta de quartzo 

de 1,00 cm de caminho óptico. Já os espectros de refletância dos eletrodos modificados foram 

obtidos usando um espectrofotômetro com sonda de fibra óptica Field Spec ASD (ASD Inc. 

Boulder, CO, USA) equipado com lâmpada de tungstênio. O eletrodo de Platina (0,071 cm
2
 

de área) utilizado para este experimento foi construído sobre uma placa de acrílico alocada no 

interior de uma cubeta de quartzo. Os eletrodos de referência e auxiliar também foram 

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

convertidos de porcentagem de reflectância para unidades de absorbância através da equação:  

 

      
 

            
  

Eletrodo de trabalho

Eletrodo de referência

Eletrodo auxiliar

O-ring

Solução de porfirina 

em NaOH 0,1 mol·L-1
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Figura 24: Esquema representativo da célula eletroquímica adaptada em cubeta de quartzo para as 

medidas de reflectância em eletrodo de Pt modificado com filme porfirínico. 

 

3.2.3 Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR) 

Para execução do experimento utilizando EPR foi desenvolvida uma célula 

eletroquímica de coleta e reação em linha (Figura 25) na qual o eletrodo de trabalho (carbono 

vítreo) foi modificado com arranjo eletrostático das porfirinas [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 e 

[ZnTPPS]
4-

. Uma confluência foi projetada para injetar DMPO imediatamente após o eletrodo 

de trabalho, na linha de fluxo. Nesse ponto, o DMPO (necessário para a reação “spin 

trapping”) foi inserido no sistema de forma a reagir com espécies paramagnéticas formadas 

na superfície do eletrodo de trabalho, polarizada a 0,9 V. O fluxo principal foi constituído da 

solução eletrolítica de NaOH 0,1 mol·L
-1

, que foi impulsionada por uma bomba peristáltica 

operando à vazão de 0,6 mL·min
-1

. A solução resultante (200 µL) foi coletada e injetada em 

uma célula “flat”, colocada na cavidade de um espectrofotômetro Brunker EMX operando na 
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banda X (9,5 GHz). Os espectros foram obtidos à temperatura ambiente utilizando os 

parâmetros: modulação de frequência de 100 kHz, modulação de amplitude = 1 G, e potência 

de saturação = 20,21 mW. 

 

Figura 25: Esquema representativo da célula eletroquímica em fluxo para coleta do produto formado 

na superfície de eletrodo de carbono vítreo modificado com fime de [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
/ 

[ZnTPPS]
4-

 para subsequente medida por EPR. 

 

 

3.2.4 Espectroscopia Raman e Espectroeletroquímica  

Os experimentos visando a caracterização da superfície eletródica modificada por 

espectroeletroquímica foram realizados utilizando um microscópio 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 excitação em 488 e 

532 nm com potência ajustada a 0,50 mW e com tempo de integração de 10 s. Para a 

aplicação de potencial no sistema eletroquímico com eletrodo modificado foi utilizado um 

potenciostato PalmSens (Hounten, The Netherlands).O acoplamento entre os sistemas 

espectroscópico e eletroquímico foi realizado utilizando uma célula espectroeletroquímica 
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construída no laboratório de pesquisa (Figura 26) composta por: uma cobertura de acrílico 

com orifícios para entrada e saída de solução e para os eletrodos de referência e auxiliar, além 

de um orifício maior para encaixe do sistema óptico; uma janela de acrílico que limitava 

verticalmente o volume de solução e permitia a passagem do laser incidente; um espaçador 

composto de borracha que limitava lateralmente o volume de solução e a região do eletrodo 

de carbono vítreo fixado em uma base polimérica. As partes componentes da célula eram 

fixadas por dois parafusos (não mostrados na figura). Os modelos e especificações utilizados 

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

 

 

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

experimentos de caracterização; (b) Célula espectroeletroquímica em funcionamento. 

 

3.3.Procedimentos 

3.3.1 Preparo e modificação dos eletrodos  

 Antes de cada procedimento de modificação, os eletrodos de carbono vítreo utilizados 

foram polidos em suspensão aquosa de alumina e em seguida colocados em banho 

(a) (b)
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ultrassônico em água deionizada por 5 minutos. Por fim, os eletrodos foram submetidos a um 

procedimento eletroquímico de limpeza por ciclagem voltamétrica em NaOH 0,1 mol·L
-1

 de -

1,0 a 1,5 V por 100 ciclos a 0,5 V·s
-1

. 

Para a modificação da superfície, o eletrodo de carbono vítreo foi inserido na célula 

eletroquímica adaptada, contendo 500 L do complexo [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 1,0 x 

10
-4

 mol·L
-1

 em NaOH 0,1 mol·L
-1

, e então foi submetido a contínuas varreduras cíclicas de 

potencial, totalizando 50 ciclos, entre 0 e 0,9 V com velocidade de varredura a 0,1 V·s
-1

. Após 

esse procedimento, o eletrodo foi lavado com solução de NaOH 0,1 mol·L
-1

 para remover da 

superfície a solução de porfirina remanescente. 

Os filmes de porfirinas feitos por arranjo eletrostaticamente montado de 

[Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
/[ZnTPPS]

4-
 foram obtidos seguindo a metodologia reportada na 

literatura [14, 90, 91]: 2 µL de solução metanólica de [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 na 

concentração de 1,0 x 10
-4

 mol·L
-1

 foram transferidos para a superfície do eletrodo de carbono 

vítreo, sendo este deixado exposto ao ar ambiente para evaporação do solvente por 

aproximadamente 5 minutos. Em seguida, sobre o mesmo eletrodo, o procedimento foi 

repetido usando solução aquosa de Na4[ZnTPPS] 1,0 x 10
-4

 mol·L
-1

, sendo o tempo para 

secagem, nesse caso, variando entre 10 e 20 minutos. Posteriormente, a superfície eletródica 

modificada foi lavada com água deionizada. 

 

4. Resultados e Discussões 

4.1. Observações Preliminares  

Antes das analises instrumentais, durante o preparo das soluções de 

[Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
, foi possível obter informações visuais preliminares sobre o seu 

comportamento em diferentes meios. Nos próximos parágrafos serão descritas as observações 

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_14
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_90
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visuais do reagente [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 quando solubilizado em diferentes meios. 

Estas informações darão suporte às hipóteses levantadas nas discussões dos ensaios 

instrumentais. 

 A Figura 27 mostra três frascos contendo o equivalente a 1,0 x 10
-4

 mol·L
-1

 de 

[Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 em (a) água; (b) em solução de NaOH 0,1 mol·L

-1
; (c) em 

metanol. 

 

Figura 27: Frascos contendo 1 x 10
-4

 molL-1
 do complexo porfirínico [Ni

II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 em 

1,0 mL de diferentes meios: (a) água, (b) solução aquosa de NaOH 0,1 molL-1
  e (c) metanol.  

 

Quando a porfirina foi adicionada a um frasco contendo apenas água, mesmo após 

inserção em banho ultrassônico por períodos de 20 minutos ou mais, não foi possível observar 

solubilização total do composto, sendo observada a formação de um corpo de fundo na porção 

inferior do frasco e sobrenadante de coloração pouco intensa e de aspecto levemente túrbido. 

Em solução alcalina, não foi observada imediata solubilização da porfirina após agitação 

manual, em contrapartida, a solubilização completa do sólido foi obtida após banho 

ultrassônico dutante 10 minutos. Já em metanol, a porfirina foi facilmente solubilizada por 

simples agitação manual, não apresentado necessidade de banho ultrassônico. 

(a) (b) (c)
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A baixa solubilidade de compostos porfirínicos em água é bem entendida e previsível mesmo 

com a inserção de grupos com carga como o grupo Ru(bipy)2Cl, a solubilidade dela em água 

ainda é muito pequena, pois a carga é dispersa no seu sistema molecular volumoso, sendo 

necessários o emprego de solventes de menor polaridade, como o metanol. Intrigantemente, a 

maior solubilidade relativa da porfirina em solução alcalina (frente à solubilidade em e água) 

revela a possibilidade de uma reação química entre porfirina com componentes do eletrólito 

presente, possivelmente íons OH
-
, uma vez que, como visto anteriormente, a formação 

eletroquímica dos filmes derivados de complexos macrocíclicos de níquel, como visto no 

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

Tendo isso em vista, os ensaios instrumentais foram direcionados não somente à 

composição do filme porfirínico gerado eletroquimicamente, mas também às características 

químicas da solução precursora. 

 

4.2. Espectroscopia Eletrônica e Comportamento em Meio alcalino 

O espectro eletrônico da solução [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 em metanol (Figura 

28a) possui bandas de absorção em 209, 244, 291, 355, 408, 434, 486, 526, e 558 nm, as quais 

são consistentes com a presença de dois grupos cromóforos: a níquel-porfirina e o complexos 

periféricos de rutênio. As bandas em 291, 355, 434 e 486 nm foram atribuídas ao complexo 

perférico, sendo que a banda em 291 nm é caracterizada como uma transição do tipo π→π* 

dos ligantes bipiridina (bipy).  

A transição referente ao desdobramento do campo ligante dos átomos de Ru em 

relação ao ligante bipy ocorre em 355 nm, enquanto as bandas em 434 e 486 nm podem ser 

atribuídas à transferência de carga do metal para o ligante (MLCT) Ru
II
→bipy, dπ→pπ*. As 

mudanças observadas nas bandas MLCT em metanol e solução alcalina podem ser atribuídas 
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ao efeito solvatocrômico, devido à mudança do solvente. As bandas características das 

transições no anel porfirínico em 408, 526 e 558 nm são atribuídas às transições Soret, Q(1,0) e 

Q(0,0), respectivamente, sendo observado para a banda Soret, além do efeito solvatocrômico, 

uma diminuição da sua intensidade relativa frente à banda bipy(π→π*). 

 

 

Figura 28: Espectros eletrônicos para solução de [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 1x10

-5
 molL-1

 em (a) 

metanol em (b) solução de NaOH 0,1 molL-1
 (──), conjunto de bandas deconvoluídas usando funções 

Gaussianas e respectivos espectros calculados (──). À direita: Representação esquemática da 

coordenação de íons hidroxila nas posições axiais do centro de Ni
II
 do complexo 

[Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 em meio alcalino. R = py-{Ru(bipy)2Cl}

+
4. As demais cores representam 

as bandas deconvoluídas. 

Comprimento de Onda / nm
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b
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De acordo com o modelo de quatro orbitais de fronteira [38] para os estados 

eletrônicos porfirínicos, a banda Soret é caracterizada pela transição do orbital HOMO (a2u) 

para o orbital LUMO (eg). O orbital a2u apresenta uma baixa densidade eletrônica nos 

carbonos pirrólicos, sendo mais sensível à natureza dos substituintes nas posições meso, o íon 

metálico coordenado e os respectivos ligantes axiais. Por isso, a coordenação de íons 

hidroxila no Ni central, induzida pela alta concentração do ligante no eletrólito suporte, causa 

o 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 presença de uma nova 

espécie em solução de NaOH 0,1 mol·L
-1

, a porfirina ligada axialmente à hidrolixa 

[Ni(OH)2TRPyP]
2+

, como representado na reação da Figura 28. A coordenação axial de íons 

OH
-
 explica o aumento de solubilidade observado da porfirina em meio alcalino, uma vez que 

a inserção de grupos hidroxila deve aumentar consideravelmente a interação com o solvente 

por meio de ligações de hidrogênio, apesar da diminuição da carga total do complexo.  

Depois de 50 ciclos voltamétricos em solução alcalina da porfirina, é possível perceber 

visualmente a formação de um filme fino de coloração castanho escuro depositado no 

eletrodo de disco de platina. O mesmo acontece no eletrodo de carbono vítreo, porém, devido 

à sua coloração escura, a mudança é muito sutil. Na Figura 29 é mostrado o espectro de 

reflectância (convertido para absorbância) para o eletrodo de platina modificado. As 

semelhanças entre os perfis espectrais entre filme e solução alcalina podem indicar uma 

conservação de geometria. Além disso, observa-se o deslocamento para o vermelho das 

transições Soret, Q(1,0) e Q(0,0), consistente com a formação de um sistema de π-π stacking, 

enquanto as bandas MLCT dos complexos periféricos exibem somente um ligeiro 

deslocamento no mesmo sentido, além de um alargamento, indicando um grau de interação 

intermolecular menor quando comparado com o anel porfirínico.  

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_38
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Figura 29: Espectro eletrônico do material depositado na superfície de eletrodo de Pt após 50 

sucessivos ciclos voltamétricos em solução [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
  1,0 x 10

-4 
mol·L

-1
 em NaOH 0,1 

mol·L
-1
 entre 0 e 0,9 V (──) e conjunto de bandas deconvoluídas usando funções Gaussianas e 

respectivos espectros calculados (──).As demais cores representam as bandas deconvoluídas
 

 

4.3. Aspectos Eletroquímicos do Crescimento do Filme Porfirínico 

Devido à complexidade dos processos eletroquímicos envolvidos no crescimento do 

filme, a análise dos voltamogramas foi realizada, em primeira instância, observando os 

processos individualmente, atribuindo os sítios de oxidação/redução aos dois diferentes 

centros metálicos, identificando produtos de reação (em combinação com EPR) e, 

posteriormente, a análise da dependência entre esses processos. 

 

a) Aspectos Gerais  

Os voltamogramas típicos (50 primeiros) registrados para o processo de modificação 

de eletrodo de carbono vítreo com o filme porfirínico são 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 característica de 

pico, de forma que, nos últimos ciclos, é observado somente o aumento contínuo da corrente 

com o potencial aplicado. Os picos de oxidação em 0,485 V e redução em 0,398 V, 

característicos para esse tipo de filme, são atribuídos aos processos de oxidação e redução 

envolvendo o par Ni
III

/Ni
II
, respectivamente.  

 

 

Figura 30: Voltamogramas sucessivos (n=50) registrados o monitoramento do crescimento do filme 

porfirínico em eletrodo de carbono vítreo na presença de 1,0 x 10
-4

 mol·L
-1

 

[Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 em NaOH 0,1 mol·L

-1
 de 0 a 0,9 V a 0,1 V·s

-1
. 

 

O primeiro estudo eletroquímico visando à obtenção de informações para a elucidação 

do mecanismo de formação do material foi realizado pelo monitoramento dos três primeiros 

voltamogramas cíclicos registrados durante o processo de modificação, que são apresentados 

na Figura 31. 
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 Já no primeiro ciclo, é possível perceber o surgimento de um pico de corrente elevada 

em 0,820 V que sugere a participação do par Ru
III

/Ru
II
 na formação do filme. Como a 

corrente é elevada (aproximadamente 55 µA) e não é observado pico de redução na varredura 

reversa, é provável que este processo seja decorrente da oxidação eletrocatalítica. Como a 

redução Ru
III

/Ru
II
 é observada em eletrólitos neutros e levemente ácidos, é provável que esse 

processo envolva íons OH
-
 presentes no eletrólito. Além disso, o crescimento do sinal do pico 

de corrente referente ao par [Ru
II
(bipy)2Cl(PyP)]

+
/[Ru

III
(bipy)2Cl(PyP)]

2+
, nos ciclos 

subsequentes, torna-se um indicativo que o complexo periférico também é depositado durante 

a formação do filme. 

 

 

Figura 31: Primeiros voltamogramas cíclicos registrados durante o processo de modificação 

eletródica de 1,0 x 10
-4

 mol·L
-1

 [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 em NaOH 0,1 mol·L

-1
 a 0,1 V·s

-1
, de 0 a 

0,9 V: Branco (──); 1.
o
 ciclo (──), 2.

o
 ciclo (──) e 3.

o
 ciclo (──). 
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b) Etapas iniciais do crescimento do filme: Papel dos sítios [Ru
II
(bipy)2Cl(PyP)]

+
  

Para confirmar a hipótese de oxidação eletrocatalítica de íons OH
-
 foi realizado um 

experimento utilizando um eletrodo modificado com filme de porfirinas montado 

eletrostaticamente, composto por [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 e [ZnTPPS]

4-
 (meso-

tetraquis(4-sulfonato fenil) porfirina de Zn
2+

) em eletrólito KCl 0,1 mol·L
-1

 e, a essa solução, 

foi adicionado o equivalente a 1,0 x 10
-3

 mol·L
-1

 de NaOH. O mesmo tipo de filme foi 

utilizado nas medidas de EPR, pois este permite a exploração das propriedades eletroquímicas 

dos complexos periféricos de Rutênio, uma vez que, as porfirinas tetracatiônica e tetra-

aniônica se empilham axialmente, impedindo estericamente a formação de possíveis pontes de 

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

  Os voltamogramas apresentados na  Figura 32 mostram a resposta do eletrodo 

modificado, com a presença do par redox reversível [Ru
II
(bipy)2Cl(PyP)]

4+
/ 

[Ru
III

(bipy)2Cl(PyP)]
5+

, com pico de oxidação 0,814 V e de redução em 0,751 V. O nítido 

incremento de corrente após a adição de solução de NaOH, na mesma região de oxidação de 

íons rutênio, com pequeno deslocamento de potencial de pico para 0,830 V e a clara 

supressão do respectivo sinal de redução, revelam um efeito eletrocatalítico de oxidação. 

Entretanto, o processo de oxidação de íons OH
-
 diretamente mediado pelos íons Ru

III
, 

acarretaria em uma mudança na esfera de coordenação do metal, com formação de espécies 

Ru-hidroxo e Ru-oxo, resultando em um deslocamento de potencial considerável e coeso dos 

picos de oxidação e redução, o que não ocorre. O ligeiro deslocamento observado para o pico 

de oxidação é atribuído à variação esperada em relação potencial padrão do mediador para 

processos eletrocatalíticos (conforme previsto pela Eq. 7 do Capítulo I). Veremos 

posteriormente que os ligantes bipiridina também apresentam um papel importante na 

transferência de carga.  
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Figura 32: Avaliação da atividade eletrocatalítica dos complexos periféricos de 

[Ru
II
(bipy)2Cl(PyP)]

+
: voltamogramas cíclicos registrados para filme de 

[Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
/[ZnTPPS]

4-
 em KCl 0,1 mol·L

-1
 antes (──) e depois (──) da adição de 

NaOH 1,0 x 10
-3

 mol·L
-1

;  

   

Uma vez que o processo de formação do filme não é observado quando as varreduras são 

realizadas até potenciais menores que 0,82 V, presume-se a participação ativa dos complexos 

periféricos [Ru
II
(bipy)2Cl(PyP)]

+
 para o crescimento do filme como mediador redox, atuando 

na oxidação de íons OH
-
 para, muito provavelmente, radicais 

•
OH,

 
uma vez que esta é uma 

espécie de tempo de vida curto e altamente instável, potencialmente ativadora de processos 

reativos que podem desencadear a formação do filme.  

 A dependência da formação do filme em relação à janela de varredura foi estudada 

variando-se o potencial de inversão (Ei) durante a modificação de eletrodo de carbono vítreo 

por voltametria cíclica. Os voltamogramas obtidos neste experimento são apresentados na 

Figura 33. Nesse estudo, a formação do filme foi avaliada pela intensidade de corrente do par 

reversível do par Ni
III

/Ni
II,

 com oxidação em 0,486 V e redução em 0,399 V. 
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  Nos três primeiros voltamogramas a presença do par redox característico não é 

observada, somente outro par reversível (EOXI = 0,310 V; ERED = 0,238 V), que aparenta 

possuir queda difusional de corrente ao longo dos ciclos. Esses sinais foram atribuídos ao par 

[Ni
III

(OH)2TRPyP]
3+

/[Ni
II
(OH)2TRPyP]

2+
. Apenas quando Ei atinge o valor de 0,8 V (valor 

muito próximo ao potencial de oxidação dos complexos periféricos contendo rutênio) o par 

característico do filme é observável. Entretanto, a baixa magnitude de corrente de pico (menor 

que 20 A para oxidação) indica que esse valor de Ei não é o mais favorável para a formação 

do filme. 

Quando Ei atinge valores entre 0,9 e 1,0 V a magnitude de corrente de pico é máxima 

(67 A para oxidação em ambos os casos), sendo que essa faixa de potencial de inversão 

considerada a melhor para formação do filme, uma vez que, em valores de potencial de 

inversão maiores, a magnitude de corrente diminui, como no caso de Ei = 1,10 V, onde 

também ocorre acentuado deslocamento de potencial de pico durante os ciclos. A total 

supressão dos picos pode ser observada quando Ei = 1,20 V. Nesse caso, o surgimento dos 

sinais referentes ao par redox Ni
III

/Ni
II
 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 cíclicos (50 primeiros) registrados para modificação de eletrodo de 

carbono vítreo com solução de [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 1,0 x 10

-4
 mol·L

-1
 em NaOH 0,1 mol·L

-1
 a  

0,1 V·s
-1

 com variação do potencial de inversão: (a) 0,5; (b) 0,6; (c) 0,7 (d) 0,8; (f) 0,9; (F) 1,0; (g) 

1,1 e (h) 1,2 V. Detalhes: Ampliações das regiões de potencial entre zero a 0,7 V. 
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A hipótese da formação de radicais hidroxil mediada pelos complexos periféricos 

contendo Ru
III

 foi averiguada por Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica, 

de forma que as espécies 
•
OH, geradas a 0,9 V na superfície do eletrodo de carbono vítreo, 

devidamente modificado, foram submetidas a reação com o DMPO.  

A reação com DMPO se desenvolve a partir de uma confluência, pela qual o composto 

era injetado no sistema em fluxo, imediatamente após a passagem do eletrólito pelo eletrodo 

modificado, de forma que as espécies radicalares geradas na superfície do eletrodo eram 

prontamente “capturadas” (reação spin trapping). A solução final contendo o aduto 

DMPO/
•
OH formado foi então coletada em um frasco e submetida à análise no espectrômetro 

EPR. O espectro da solução resultante, apresentado na Figura 34, exibe claramente o conjunto 

de linha típica referente ao aduto DMPO/
•
OH, apresentando uma constante hiperfina de 15,6 

G, consistente com o valor de referência de 15,01 G [47-49, 93], confirmando assim, a 

formação de radicais hidroxil no eletrodo polarizado em 0,9 V.  

 

Figura 34: O espectro de EPR da solução a partir da célula eletroquímica em fluxo para detecção de 

radicais hidroxil, com eletrodo de carbono vítreo modificado [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
/[ZnTPPS]

4-
 

polarizado em 0,9 V, que mostra os sinais característicos do aduto DMPO/ 
•
OH. 
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A oxidação da água a oxigênio molecular mediada por [Ru(bipy)3]
3+

 em meio alcalino 

é relatada intensamente na literatura científica [94-97]. Tal reação possui o radical hidroxil 

como espécie intermediária. Dessa forma, é pertinente que uma reação semelhante ocorra nos 

complexos [Ru(bipy)2Cl(PyP)]
+
 em condições eletroquímicas apropriadas. Supõe-se que as 

espécies radicais sejam consumidas durante o crescimento do filme, de forma que a geração 

de O2 não seja significativa.  

Em uma solução de NaOH 0,1 mol·L, os radicais hidroxil parecem ser gerados como 

um dos principais produtos de oxidação que sugerem que pode ser a espécie-chave envolvida 

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

A Figura 35 mostra o possível mecanismo para geração de radicais hidroxil a partir 

dos complexos periféricos [Ru
III

(bipy)2Cl(PyP)]
2+

 gerados em meio alcalino em potenciais 

acima de 0,8 V. Com a elevação do estado redox desse sítios, espécies intermediárias devem 

ser geradas por ataque nucleofílico de uma molécula de H2O de uma das posições para do 

ligantes bipy, produzindo uma aduto protonado. Em seguida, a desprotonação do nitrogênio 

coordenado ao Ru ocorre, sendo facilitada pela elevada concentração de hidróxido no 

eletrólito suporte, formando um radical bipiridil hidroxilado. A homólise da ligação C-OH 

permite a saída do 
•
OH regenerando o ligante bipiridina, mas reduzindo o complexo 

periférico ao estado de Ru
II
. Este é reoxidado a Ru

III
, regenerando as espécies de partida. 
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Figura 35: Possível mecanismo eletrocatalítico para a geração de radicais hidroxil mediadas por 

[Ru(bipy)2Cl(PyP)]
2+

 em meio de NaOH 0,1 mol·L
-1

. R = py-{Ru(bipy)2Cl}
+

4. 

 

  

A geração eletroquímica de radicais hidroxil em solução aquosa é um processo 

extremamente útil, uma vez que esta espécie é altamente reativa e ela pode desencadear vários 

outros processos reativos em cascata, incluindo uma provável eletropolimerização. O 

processo de geração eletroquímica dessa espécie requer uma elevada demanda energética e 

seu mecanismo é dependente do pH do meio. Em meio ácido (pH = 0) e alcalino (pH = 14), 

segue respectivamente as seguintes equações químicas: 

 

pH = 0  H2O  
•
OH + H

+
 + e

-
  E

o
 = 2,38 V (vs EPH) [98] 

 

pH = 14 OH
-
  

•
OH + e

-
  E

o
 = 1,55 V (vs EPH) [99]
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A Figura 36 mostra outro estudo comparativo utilizando um eletrodo de carbono vítreo 

não modificado em meio eletrolítico de NaOH na ausência e na presença do complexo 

porfirínico em solução. No primeiro caso, o processo de oxidação de íons OH
-
 inicia-se em 

aproximadamente 1,3 V, valor que está de acordo com o potencial para geração de radical 

hidroxil quando convertido para o eletrodo de referência Ag/AgCl(KClsat), sugerindo que a 

presença do complexo porfirínico em solução antecipa este processo em, pelo menos, 0,480 V.  

 

Figura 36: Voltamogramas referentes à geração de radicais hidroxil utilizando eletrodo de carbono 

vítreo na ausência (──) e na presença de 1,0 x 10
-4

 mol·L
-1

 [Ni(OH)2TRPyP]
2+

 (──). 

 

 

c) Processos envolvendo os sítios centrais Ni-porfirina e dependência dos processos 

Voltando a atenção para os primeiros voltamogramas do processo de modificação, 

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

níquel.  

 

Figura 37: Ampliação da região entre 0 e 0,7 V dos primeiros voltamogramas cíclicos registrados 

durante o processo de modificação eletródica de 1,0 x 10
-4

 mol·L
-1

 [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 em 

NaOH 0,1 mol·L
-1

 a 0,1 V·s
-1

, de 0 a 0,9 V: Branco (somente eletrólito suporte) (──); 1.
o
 ciclo (──), 

2.
o
 ciclo (──) e 3.

o
 ciclo (──).  

 

Ainda durante a varredura direta do primeiro ciclo é observado um pico de oxidação I 

em 0,310 V, possuindo um respectivo processo de redução em II (0,240 V) durante a 

varredura reversa. Esses processos foram atribuídos à espécie porfirínica em solução, ou seja, 

o par redox reversível [Ni
III

(OH)2TRPyP]
3+

/[Ni
II
(OH)2TRPyP]

2+
. Ainda no primeiro ciclo 

voltamétrico, observa-se também o surgimento de um sutil pico de redução em 0,399 V (III) 

durante a varredura reversa que, por sua vez, apresenta um processo pareado de oxidação, IV, 

durante o segundo ciclo em 0,518 V, que não é observado durante o primeiro ciclo. Estes dois 

processos são mais proeminentes no terceiro ciclo e nos ciclos subsequentes, com ligeiro 
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deslocamento do potencial dos picos de oxidação e redução para valores menos positivos, 

evidenciando-se como o par redox característico do filme depositado sobre a superfície 

eletródica. Tais processos são atribuídos a espécies também contendo níquel que é formada na 

superfície eletródica no decorrer dos ciclos. 

A ocorrência do pico IV apenas após o primeiro ciclo indica a dependência de 

processos, ou seja, uma vez que o crescimento do filme é obsevado somente quando a 

varredura atinge valores de potencial para a formação de 
•
OH, é pertinente dizer que os 

processos III e IV são dependentes do processo redox associados aos complexos periféricos 

[Ru
II
(bipy)2Cl(PyP)]

+
. Além disso, pela análise global dos processos, pode-se sugerir que a 

formação do filme se assemelha a processos regidos por um mecanismo clássico do tipo 

Eletroquímico-Químico-Eletroquímico (ECE) [100], entretanto, com a complexidade do 

processo de oxidação eletrocatalítica que envolve os sítios de rutênio que já compreende uma 

etapa eletroquímica e outra química.  

Tal processo é desencadeado em 0,814 V com formação de radicais hidroxil, 

envolvendo uma etapa química complexa. Os radicais formados participam de uma segunda 

etapa química juntamente com sítios situados no centro metálico porfirínico. 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 Espectroeletroquímica 

Os estudos envolvendo espectroscopia Raman foram utilizados como ferramenta 

adicional para a caracterização do material formado na superfície do eletrodo de carbono 

vítreo. A análise das variações estruturais do filme porfirínico foi realizada por comparação 

dos espectros de [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 no estado sólido, em solução aquosa alcalina, 

depois de 5 ciclos e 50 ciclos voltamétricos entre 0 e 0,9 V, a velocidade de varredura de 0,1 

Vs
-1

 a fim de acompanhar o processo de crescimento do filme. Os espectros Raman de 

[Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 no estado sólido e em solução alcalina de NaOH são 

apresentados na Figura 38.  

Os modos de vibração característicos de ligações C=C e C=N para o anel porfirínico e 

para a bipiridina podem ser vistos na faixa de 1450-1650 cm
-1

, utilizando as linhas de laser de 

532 e 488 nm. O laser de 532 nm está em ressonância com a transição Q(1,0) para a porfirina 

de níquel, de modo que o mecanismo de Herzberg-Teller, que opera aumentando os modos 

normais e os modos assimétricos são mais intensificados que os assimétricos [101]. Portanto, 

os modos de estiramento C=C e C=N assimétricos em 1515 cm
-1

 e o modo de deformação do 

anel porfirínico em 454 e 116 cm
-1

 são os mais intensificados. 
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Figura 38: Espectros Raman normalizados para [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 na forma sólida (──) e 

[Ni
II
(OH)2TRPyP]

2+
 presente em solução alcalina de NaOH 0,1 mol·L

-1
 (──), obtidos com excitação 

em (a) 488 e (b) 532 nm.  

 

O perfil espectral e as intensidades dos picos para a espécie 

[Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 em meio  de  NaOH 0,1 mol·L

-1
 ([Ni

II
(OH)2TRPyP]

2+
) se 

assemelha ao obtido para a mesma espécie no estado sólido, indicando que não há degradação 

do complexo quando este é dissolvido em meio fortemente alcalino. A intensidade do modo 

ν(Ru-Cl) em 253 cm
-1

 diminui em solução de NaOH quando excitado com os lasers de 488 

nm e de 532 nm, sugerindo que o ligante cloreto poderia ser trocado por ânions hidroxila na 

esfera de coordenação do Ru, mas nenhuma evidência dessa reação pôde ser encontrada 

eletroquimicamente, uma vez que seria necessário a formação de espécies Ru-oxo, alterando o 

potencial de oxidação Ru
II
/Ru

III
, como visto anteriormente. Entretanto, esse potencial é 

praticamente invariável, mesmo com mudanças de pH do eletrólito. Contudo, bandas 

atribuídas aos modos de estiramento Ni-O e de deformação angular Ni-O-H são encontradas 

em 405 e 1252 cm
-1

 respectivamente, corroborando a hipótese de coordenação de íons 

hidróxido nas posições axiais da esfera de coordenação do níquel. Portanto, pode-se assumir 

(a) (b)lexc= 488 nm lexc= 532 nm
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que [Ni
II
(OH)2TRPyP]

2+
 é a espécie majoritariamente presente em meio alcalino, como visto 

nos resultados para espectroscopia eletrônica.  

Os resultados obtidos por EPR e por voltametria cíclica, juntamente com a 

espectroscopia Raman, sugerem ocorrência de um processo de eletropolimerização mediado 

por radicais hidroxil. Como vários artigos científicos sugerem a formação de um composto 

polimérico com pontes µ-oxo entre os centros de níquel, essa hipótese foi considerada nos 

cálculos teóricos (Anexo A, p,166). Entretanto como os espectros Raman apresentam indícios 

de estiramento O-O em 1382 cm
-1

, a formação de um polímero com pontes µ-peroxo, que 

poderia explicar algumas propriedades eletroquímicas do filme, também foi considerada nos 

cálculos. 

 As tentativas de atribuição de bandas dos espectros Raman apresentados na Tabela 1 

foram realizadas em comparação com os espectros da porfirina e seus derivados encontrados 

na literatura [102-104] e também pelos espectros Raman teóricos para as espécies [NiP], 

[Ni(OH)]
-1

 e [NiP(O2)]
-1

, como prováveis componentes monoméricos, apresentados na Figura 

1 do Anexo A, no qual P representa o anel porfirínico e também os complexos periféricos 

[Ru(bipy)2Cl(PyP)]
+
. Essas espécies foram consideradas nos cálculos teóricos assumindo a 

possibilidade de que o material depositado sobre a superfície eletródica possa ser um 

polímero de coordenação no qual as unidades porfirínicas são conectadas pelos centros de Ni 

através de pontes µ-oxo ou µ-peroxo.  
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Tabela 1: Atribuição do espectro Raman para [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 solução de NaOH 0,1 

mol·L
-1

 ([Ni
II
(OH)2TRPyP]

2+
) em comparação com o espectro da porfirina pura no estado sólido e o 

complexo [Ru(bipy)2Cl], registrados com excitação em 488 nm.  

Teórico 

NiP 

Ru(bipy)2Cl [Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 [Ni

II
(OH)2TRPyP]

2+
 Atribuição 

3133    νsiCβ-H 

3117    νassCβ-H 

3087     

1632 1600 1609 1608 νassCmCα 

νsi CC e νsi CN  (bipy) 

1555 1558 1557 1565 νass CC e νass CN (bipy) 

νsiCmCα 

νsiCβCβ 

1493 1487 1491 1490 νassCβCβ 

νassCC e νassCN (bipy) 

1447  1455 1438 νsiCβCβ + νsiCmCα (fora de fase) 

1369   1379  

1348  1352 1355 δsi,opNCC + δsi,ipCαCmCα (fora de fase) 

νNiN 

1338  1321 1324 νassNC 

 1319    

 1274  1271 ν(bipy) 

  1259 1252 νCm-py + δipNi-OH 

  1217 1217 ν(py) 

1168 1170 1173 1177 δipCβH 

  1090 1094  

1052  1070 1066 δsi,ipNNiN 

974 1027 1024 1021 Respiração do anel (P + bipy) + νsiNiN 

  1004 989  

889  901   

843     

   807 δsi,ipCαCβCβ + δsi,ipCαCmCα 

719   744  

696     

650 662 669 668 δsi,opCαCβH + δsi,opCH(py) 

   557 νNi
III

O 

  409 405 νNi
II
O + δsi,opP 

  389 381  

 371 371 370 νRuN 

348  320 325 νsiNiN 

   253 νRuCl 

216  230 214 νassNiN + δassNiN 

   116 δsi,opP+ δsi,opNiN 

ν: estiramento, νsi:estiramento simétrico; νass:estiramento assimétrico 

δ: deformação angular; δop:deformação angular fora do plano; δip:deformação angular dentro do plano 

Cm, Cα e Cβ: átomos de carbono nas posições meso, α e β do anel porfirínico, respectivamente 

py:piridil 

bipy: 4,4’- bipiridil 
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De forma a testar essa hipótese e identificar o grupo de ligação mais provável, o 

processo de formação do filme foi monitorado por medidas Raman espectroeletroquímicas. O 

espectro do material depositado na superfície de carbono vítreo depois de 5 e 50 ciclos 

voltamétricos é mostrado na Figura 39, em comparação com o espectro de 

[Ni
II
TPyP{Ru

II
(bipy)2Cl}4]

4+
 em solução de NaOH, onde pode-se notar o surgimento de uma 

banda em 405 cm
-1

 atribuída ao modo de estiramento Ni-O. Entretanto, o modo de estiramento 

O-O aparece geralmente como bandas intensas na região entre 1600-1100 cm
-1

 dependendo do 

estado de oxidação do átomo de oxigênio e da ordem de ligação. De acordo com o espectro 

Raman teórico para a espécie [NiP(O2)]
-1

 (Figura 39), o modo de estiramento O-O deve ser 

encontrada em torno de 1376 cm
-1

 e o comprimento de ligação, de acordo com a simulação, é 

de 1,31 Ǻ, como esperado para a formação de espécies peroxo com elevada deslocalização de 

carga no anel porfirínico. Comparando o espectro teórico com o espectro do material depositado 

após 5 e 50 ciclos, pode-se notar o surgimento de novas bandas em 1380 e 1234 cm
-1

, que 

podem ser atribuídas ao modo ν(O2
-1

) com ordem de ligação ligeiramente superior ao previsto 

teoricamente. Além disso, as bandas em 249 e 216 cm
-1

 podem ser atribuídas à deformação 

angular (NiOO), reforçando a hipótese de formação de um composto porfirínico polimérico 

ligado por pontes µ-peroxo. Nenhuma banda adicional atribuível a espécies com características 

µ-oxo puderam ser encontradas na faixa característica entre 800 e 1300 cm
-1

. 

É possível notar o deslocamento para o vermelho e alargamento da maioria dos picos 

quando os espectros após 5 e 50 ciclos são colocados em comparação. Este comportamento 

indica que interações intermoleculares tornam-se mais fortes à medida que o processo de 

eletropolimerização procede em solução alcalina. Esse comportamento pode ser decorrente do 

empilhamento π dos anéis Ni-porfirínicos em sua fase mais condensada, como esperado para 

o crescimento do filme como função do número de ciclos voltamétricos. 
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Figura 39: (a) Espectros Raman teóricos para espécie [NiP(O2)]
-1

 e espectros Raman experimentais 

para a espécie [µ-O2-NiTPyP{Ru(bipy)2Cl}
+

4]n na superfície de carbono vítreo após (b) 50  e (c) 5  

ciclos voltamétricos entre 0 e 0,9 V em NaOH 0,1 mol·L
-1

.  

  

As pontes do tipo peroxo (O-O) podem ter diferentes estados de oxidação e a ligação 

com o centro metálico da Ni-porfirina pode levar a uma maior ou uma menor deslocalização 

de carga que pode mudar o estado de oxidação do centro de Ni. Dessa forma, a banda em 805 

cm
-1

 pode ser atribuída ao modo ν(Ni
III

-O) que apresenta maior frequência que o módulo 

análogo ν(Ni
II
-O) em 405 cm

-1
. 

Por fim, o material foi estudado através de ensaios envolvendo espectroeletroquímica Raman 

(Figura 40) pela observação das mudanças espectrais sobre aplicação de potencial constante, 

na faixa entre 0,05 e 0,85 V a fim de confirmar a estrutura proposta. Dessa forma, foi possível 

correlacionar as mudanças estruturais associadas aos processos redox do material.  

 

Número de Onda / cm-1
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n
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d
a

d
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R
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Figura 40: Série espectroeletroquímica Raman para [µ-O2-NiTPyP{Ru(bipy)2Cl}
+

4]n  depositado em 

eletrodo de carbono vítreo em NaOH 0,1 mol·L
-1
 em diferentes faixas de número de onda (de 1650 a 

1450 cm
-1

(topo); 1450 a 900 cm
-1 

(meio) e 900 a 50 cm
-1

(abaixo). 

 

O espectro do filme mostra que a oxidação de Ni
II
 para Ni

III
, em potenciais acima de 

0,40 V, é acoplada com a formação de pontes peroxo Ni-O-O-Ni. Isso pode ser confirmado 

pelo surgimento de bandas em 1234 e 206 cm
-1

 atribuídas aos modos ν(O-O) e δ(NiOO) 

 0,05 V

 0,20 V

 0,30 V

 0,40 V

 0,50 V

 0,60 V

 0,65 V

 0.85 V
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respectivamente. Adicionalmente, o deslocamento para o vermelho dos modos ν(CC) e ν(CN) 

do anel porfirínico em 1610 e 1560 cm
-1

 evidencia o empilhamento (π-π stacking) de anéis 

porfirínicos [105]. Esses modos vibracionais não são influenciados significativamente quando 

potenciais elevados são aplicados, confirmando a atribuição da onda anódica em 0,52 V 

(voltamograma da Figura 37) para o processo Ni
II
/Ni

III
. Essa conclusão é reforçada quando a 

intensidade da banda em 805 cm
-1

 (modo ν(Ni
III

-O)) varia em relação ao potencial aplicado e 

alcança seu máximo a partir de 0,50 V.  

 

5. Conclusões 

 Através dos resultados apresentados nesse capítulo, chega-se às seguintes conclusões 

sobre a estrutura e mecanismo de formação do filme porfirínico: 

A ausência das bandas largas típicas da transição Ni(OH)2/NiOOH, em torno de 475 e 555 cm
-1

 

[106, 107] na série espectroeletroquímica Raman da Figura 40 e a ausência de sinais que 

evidenciem uma provável demetalação da porfirina no espectro eletrônico do filme, o que 

indicaria a degradação do complexo, descartam a possibilidade de formação de Ni(OH)2 como 

componente principal do filme concomitantemente com a decomposição do complexo. 

 

 Os resultados das medidas eletroquímicas em conjunto com EPR indicam a formação de 

radical 
•
OH em potenciais acima de 0,82 V por um processo eletrocatalítico complexo 

mediado pelos complexos periféricos Ru(bipy)2Cl, sendo a formação dessa espécie radical 

uma etapa essencial para a formação do filme. 

 

 Os dados de Espectroscopia Eletrônica e Raman da solução da porfirina tetrarrutenada em 

meio alcalino, sugerem a formação da espécie [Ni
II
(OH)2TRPyP]

2+
 pela coordenação de 

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_105
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íons OH
-
 nas posições axiais do centro de níquel, sendo uma espécie precursora do filme 

resultante e explicando os mecanismos de solubilidade.  

 

 Os estudos envolvendo Espectroscopia Eletrônica por Reflectância e 

Espectroeletroquímica Raman reforçam a hipótese que o material na superfície do 

eletrodo é um polímero supramolecular constituído por macrociclos porfirínicos em 

stacking, com centros de Ni conectados por pontes µ-peroxo formados 

eletroquimicamente, como representado na Figura 41. 

 

 

Figura 41: Representação do polímero de coordenação supramolecular com unidades 

ligadas pelos centros de Ni por pontes µ-peroxo formado sobre a superfície eletródica. R = 

py-{Ru(bipy)2Cl}
+

4.  

 

A estrutura polimérica baseada em pontes µ-peroxo pode ser a razão fundamental do 

comportamento eletroquímico similar ao α-Ni(OH)2. Em geral, complexos metálicos de ligantes 
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macrocíclicos 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
2
 do metal 

central. Quando existem ligantes axiais que permitem a junção entre dois centros metálicos, a 

transferência de carga ocorre eficientemente através das ligações metal-ligante-metal.  

Definido o produto final de reação como o polímero de coordenação [µ-O2-

NiTPyP{Ru(bipy)2Cl}4]n e tomando como base as considerações sobre o mecanismo 

envolvido, é possível sumarizar o processo global de eletropolimerização em meio alcalino 

pelas seguintes equações: 

 

 

 

Embora o processo de polimerização seja complexo, sabe-se que ele se inicia após a 

formação de radicais hidroxil e pode-se defini-lo como uma única etapa química. k1 e k2 

representam as constantes cinéticas das etapas químicas de geração eletrocatalítica. O ciclo de 

eletropolimerização é encerrado com a redução de Ni
III

 a Ni
II
 com a adsorção do polímero na 

superfície eletródica. 

 

 

 

[NiIII(OH)2TPyP{RuII(bipy)2Cl4] [NiIII(OH)2TPyP{RuIII(bipy)2Cl4]
E = 0.820V

k1
[NiIII(OH)2TPyP{RuIII(bipy)2Cl4] + H2O [NiIII(OH)2TPyP{RuII(bipy)2Cl4] + •OH

[NiIII(OH)2TPyP{RuII(bipy)2Cl4] + •OH
k2

[µ-O2-NiIIITPyP{Ru(bipy)2Cl}4]n

[µ-O2-NiIIITPyP{Ru(bipy)2Cl}4]n

E = 0.399V
[µ-O2-NiIITPyP{Ru(bipy)2Cl}4]n(ads.)
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CAPÍTULO IV Aplicação Analítica de Filmes Eletropolimerizados de 

Porfirina Tetrarrutenada de Níquel em Meio Alcalino: Determinação 

Amperométrica de Ácido Fólico 
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1. Introdução  

Neste capítulo serão descritos os estudos referentes às aplicações dos eletrodos 

modificados com filmes porfirínicos poliméricos como sensores eletroquímicos na 

quantificação de ácido fólico, utilizando o eletrodo de carbono vítreo modificado com 

porfirina tetrarrutenada de níquel.  

No método proposto, utilizou-se Batch Injection Analysis (BIA) associada à 

amperometria, recurso que possibilita análises mais rápidas comparadas com métodos 

convencionais em batelada, além de algumas características similares às obtidas em Análise 

por Injeção em Fluxo (FIA, do inglês 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 realização de análises rápidas, sendo posteriormente demonstrada sua 

aplicação a vários sistemas de detecção, como espectrofotometria UV-Vis [109], 

fluorescência [110], calorimetria e técnicas eletroquímicas como potenciometria [108] e 

voltametria [111-113]. Ao longo de quase 25 anos, BIA se mostrou uma poderosa ferramenta 

quando combinada com amperometria, devido à maior versatilidade e sensibilidade inerente a 

essa associação [114-117]. Além disso, como vantagem sobre FIA, BIA dispensa o uso de 

válvulas, bombas e tubos de conexão, contudo, devido a sua simplicidade, a realização de 

diferentes etapas analíticas, como extrações e reações químicas, durante a etapa de transporte 

da amostra, não são contempladas. 

Em um sistema BIA com detecção amperométrica, volumes discretos do analito (da 

ordem de 10 a 100 µL) são injetados diretamente sobre a superfície de um eletrodo imerso em 

eletrólito suporte, de forma que, durante a interação do analito com a superfície do eletrodo 

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_108
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adequadamente polarizada, um sinal transiente de corrente é gerado, semelhante ao obtido em 

FIA, entretanto, não representando um gradiente de concentração, mas sim um gradiente de 

velocidade de transporte de material eletroativo para a superfície do eletrodo, como mostrado 

na Figura 42. Logo no início da injeção (em B), a velocidade de injeção aumenta quase que 

instantaneamente chegando a seu valor máximo em C, que se estende em um curto intervalo 

até a dispensa total da a amostra. Em D ocorre a dispersão da amostra no meio, na qual a 

velocidade decresce rapidamente até chegar a um estado de equilíbrio final, indicando o 

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

 

 

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

convectivo; C: Final de injeção; D: Dispersão; E: equilíbrio final. Figura retirada na referência [50]. 

 

A configuração de um sistema BIA-amperométrico é baseada em um processo 

hidrodinâmico de eletrodo do tipo “Wall-Jet” [118], ou seja, trabalha em regime de convecção 

forçada. Além disso, opera em fluxo não contínuo, de forma que o regime hidrodinâmico é 

válido somente durante a injeção de amostra, diferentemente do que ocorre em FIA, onde o 

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_50
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fluxo é contínuo durante toda análise (salvo raras exceções, como em configurações “stopped 

flow”). Assume-se então que, sob condições hidrodinâmicas, a espessura da camada de 

difusão, δ, em determinado ponto da superfície do eletrodo, é constante, entretanto, variando 

ao longo de toda superfície, uma vez que se trata de uma configuração de eletrodo 

hidrodinâmico não uniformemente acessível, como é mostrado pelas linhas de fluxo para 

células Wall-Jet na  Figura 43.  

 

Figura 43: Linhas de fluxo em eletrodo hidrodinâmico de configuração Wall-Jet. Figura 

retirada da referência  [118]. 

 

Como vantagem analítica ao se trabalhar em condição hidrodinâmica, vale destacar os 

ganhos em termos de sensibilidade e de repetibilidade, uma vez que o aumento do transporte 

de espécies eletroativas à superfície do eletrodo acarreta em um crescimento da corrente 

resultante, dependendo da velocidade do fluxo, além de diminuir consideravelmente a 

dependência da resposta eletródica à propriedades físicas da solução quando comparado a 

sistema cujo regime de transporte é somente difusional [118]. Isso fica ainda mais claro 

quando comparamos qualitativamente as equações que governam a variação da intensidade de 

corrente em função dos parâmetros de transporte. Segundo a Equação 1, para células 

configuração Wall-Jet, a corrente limite é altamente dependente da velocidade com o qual o 

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_118
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fluxo atinge a superfície do eletrodo, enquanto que na Equação 2, que é a equação de Cottrell 

para transporte difusional em eletrodos em formato de disco, o único parâmetro que define o 

transporte é o coeficiente de difusão (normalmente da ordem de 10
-6

 a 10
-5

 cm
2
·s

-1
).  

 

 L             
 

   f
 

    
 

   
 

   a
 

         (Equação 1) 

 t          
 

      
 

 

       (Equação 2) 

 

Onde “n” é número de elétrons, “F” é a constante de Faraday (96 485 C·mol
-1

), “r” é 

o raio do eletrodo, “Vf” é velocidade de dispensa, "D” é o coeficiente de difusão da espécie 

eletroativa, “ν” é viscosidade do meio, “a” é o diâmetro do jato e “C ” é concentração da 

espécie eletroativa. 

Dessa forma, a Equação 1 define a magnitude da corrente  durante a etapa de injeção e 

a Equação 2 define a magnitude da corrente de fundo (background) quando o analito está 

disperso no eletrólito, de forma que a diferença de magnitudes de corrente é elevada o 

suficiente para que o aumento de linha base decorrente de várias injeções sucessivas torna-se 

desprezível, dependendo da velocidade de injeção [119].  

A Equação 2 também define o tempo decorrido entre as etapas de dispersão, o 

equilibro de linha base (Etapas D e E da Figura 42) que está intimamente relacionada à 

frequência de amostragem, uma vez que esse intervalo é definido como tempo de limpeza tL (f 

= 1/tL). Portanto, a frequência de amostragem se torna dependente do coeficiente de difusão 

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 utilização 

de micropipetas automáticas, com as quais é possível definir as velocidades de propulsão de 

solução, a perda de reprodutibilidade deixou de ser um problema, entretanto, essa velocidade 

era limitada ao valor de 75,2 µL·s
-1

 (aproximadamente 4,5 mL·min
-1

). 

 A utilização de algumas pipetas modernas possibilita realizar a introdução da amostra 

com vazão elevada, comparada aos propulsores convencionais utilizados em FIA, sendo 

possível alcançar velocidades de injeção de até 274 µL·s
-1

, o que não seria simples com 

propulsão por gravidade [120] ou usando os propulsores pneumáticos mais comuns [121]. A 

utilização das micropipetas apresenta ainda a vantagem de gerar sinal virtualmente isento de 

ruído devido à pulsação, como é observado quando são utilizadas bombas peristálticas.  

A utilização de vazões elevadas aumenta significativamente a resposta do eletrodo 

(Figura 44) e também a relação entre sinal analítico (corrente faradaica, IF) e ruído de fundo, 

devido à corrente capacitiva, IC [122] (desprezando a contribuição faradaica após diversas 

injeções), propiciando uma maior detectabilidade. Essas vantagens tornam essa estratégia 

muito favorável para a aplicação em amperometria de múltiplos pulsos, idealizada 

primeiramente para FIA em determinações simultâneas [123-126]. Com o uso de pulsos de 

potencial de curta duração (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: Dependência da corrente faradaica (IF) e da corrente capacitiva (IC) em função do tempo 

de aplicação de um pulso de potencial em uma solução em estado estacionário (A) e em sistemas em 

fluxo com vazões baixas (B) e mais elevadas (C) [122]. 

 

2. Parte Experimental 

Um desenho esquemático da célula eletroquímica para BIA utilizado nos estudos 

analíticos é apresentado na Figura 45. A célula foi construída com um corpo de 

polimetilmetacrilato (PMMA) e conjunto de base e cobertura feito de politetrafluoretileno 

(PTFE). No corpo da célula, à altura de 2,5 cm da base, um orifício lateral foi feito com 

finalidade de drenar a solução excedente, mantendo o volume total de eletrólito em 

aproximadamente 40 mL. A base da célula possui um orifício de 7,0 mm de diâmetro através 

do qual o eletrodo de trabalho foi posicionado. A parte superior possui três orifícios, sendo os 

dois laterais para acomodar os eletrodos de referência e auxiliar, enquanto o orifício 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 determinação 

amperométrica de ácido fólico em amostras farmacêuticas  

 

Uma micropipeta eletrônica motorizada Eppendorf Multipette
® 

stream foi utilizada 

para fazer as injeções. Esse dispositivo permite efetuar injeções de volumes que variam entre 

1 μL a 50 mL dependendo do volume total da seringa utilizada. Como o tempo de dispensa é 

o mesmo para todos os volumes de seringa, a pipeta também possibilita trabalhar numa 

variedade de vazões dentro da faixa de volume determinada por cada seringa. Nos 

experimentos realizados foi utilizada uma seringa de 1 mL, que permite a injeção de um 

volume mínimo de 10 μL e uma faixa de vazão variando entre 25 e 274 µL·s
-1

. 

 

3. Determinação Amperométrica de Ácido Fólico em Amostras Farmacêuticas  

 O ácido fólico (AF), de nome IUPAC de ácido (2S)-2-[(4-{[(2-amino-4-

hidroxipteridin-6-il)metil]amino}fenil)formamido]pentanodioico (Figura 46), de massa molar 
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441,37 g·mol
-1

, também conhecido com os nomes: folacina, ácido pteroil-L-glutâmico ou 

vitamina B9, é um composto solúvel em água, pertencente à classe de vitaminas do chamado 

complexo B, importante no processo de divisão e crescimento celular, uma vez que atua como 

coenzima em processos de transferência de radical metila envolvidos na síntese de bases 

púricas e pirimídicas requeridas para a síntese de ácido nucleicos. A deficiência de ácido 

fólico no organismo humano está associada à Doença de Alzheimer [127], doenças 

cardiovasculares [128, 129] e também à má formação neurológica durante o processo de 

gestação [130, 131]. 

 

 

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

fenil)formamido]pentanodioico, o ácido fólico. 

 

 Apesar de possuir ocorrência natural em alimentos de origem vegetal, alguns 

alimentos, como a farinha de trigo, são enriquecidos com esse composto, uma vez que a dieta 

humana moderna, rica em alimentos processados, não possui as quantidades diárias 

necessárias desse nutriente. Em virtude disso, acredita-se que a deficiência de ácido fólico 

seja o mais comum tipo de hipovitaminose em todo o planeta [132], sendo que a 

suplementação em forma de comprimidos é amplamente indicada, principalmente para 
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mulheres no período de gestação, fato que justifica a necessidade de um controle de qualidade 

seguro e confiável para fármacos à base desse suplemento. 

 Vários métodos são citados na literatura científica para a quantificação de ácido fólico 

em suplementação 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 seção serão descritos os estudos para a proposta de um 

método analítico utilizando a cronoamperometria com eletrodo modificado com o complexo 

porfirínico polimérico [(Ni
II
TRPyP)-µ-O2]n associado à BIA, e a comparação com o método 

indicado pela Farmacopéia Brasileira, utilizando Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

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

 

4. Objetivos  

O objetivo deste capítulo restringe-se a aplicação analítica do eletrodo modificado 

com o filme porfirínico polimétrico [(Ni
II
TRPyP)-µ-O2]n como sensor na quantificação 

amperométrica de ácido fólico em comprimidos farmacêuticos em associação com Batch 

Injection Analysis, tomando como foco básico a otimização dos parâmetros eletroquímicos 

relacionados ao processo de oxidação do fármaco no eletrodo modificado e dos parâmetros 

hidrodinâmicos do sistema BIA. O desenvolvimento dessa metodologia é realizado 

juntamente com o desenvolvimento de um método para remoção de lactose, excipiente 

farmacêutico presente em todas as amostras, que atua como um interferente. 
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5. Resultados e Discussões 

5.1. Voltametria Cíclica 

Para obter informações sobre o comportamento redox do ácido fólico, visando 

posterior aplicação em BIA, realizaram-se estudos voltamétricos preliminares, recorrendo-se 

à voltametria cíclica. A princípio, foram realizadas varreduras com eletrodo de carbono vítreo 

polido, não modificado, no intervalo de potencial de 0 a 0,70 V com o objetivo de averiguar a 

existência de algum processo redox, possivelmente anódico, nessa região. Os voltamogramas 

apresentados na Figura 47a mostram a resposta eletroquímica para oxidação de ácido fólico 

em eletrodo de carbono vítreo não modificado.  

Como observado no voltamograma cíclico da Figura 47a, a adição de solução de AF 

1,0 x 10
-3

 mol·L
-1

, usando NaOH 0,1 mol·L
-1

 como eletrólito suporte, gerou uma resposta 

sutil de incremento de corrente sem a formação de picos bem definidos, variando em 

aproximadamente 0,06 µA a 0,55 V. Embora seja difícil estabelecer a causa específica desse 

ligeiro aumento de sinal, que pode ter sido gerado por simples readequação da dupla camada 

elétrica após a adição de AF, que é um composto facilmente ionizável, também é plausível 

que este aumento seja proveniente da oxidação da algum grupo funcional presente no ácido 

fólico.  
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Figura 47: voltamogramas cíclicos registrados para a oxidação de ácido fólico em eletrodo de 

carbono vítreo (a) não modificado e (b) modificado com [(Ni
II
TRPyP)-µ-O2]n em eletrólito NaOH 0,1 

mol·L
-1

 antes (──) e após (──) a adição de solução padrão de AF. ν: 0,05 V·s
-1

; [AF]a=1,0 x10
-3

 

mol·L
-1

; [AF]b=2,0 x 10
-4

 mol·L
-1

. 

  

Na Figura 47b são apresentados os voltamogramas cíclicos obtidos utilizando o 

eletrodo modificado com filme porfirínico [(Ni
II
TRPyP)-µ-O2]n. O voltamograma em preto 

apresenta o comportamento característico do eletrodo modificado em meio de NaOH 

0,1 mol·L
-1

, composto por um par redox reversível  com pico de oxidação em 0,480 V e de 

redução 0,413 V. Após a adição de solução de AF 2,0 x 10
-4

 mol·L
-1

, observa-se o aumento 

de aproximadamente 1 µA na corrente de pico anódico, acompanhado de um deslocamento de 

9 mV no potencial de pico, e também uma sutil diminuição da corrente de redução durante a 
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varredura reversa, caracterizando um efeito eletrocatalítico para a oxidação de ácido fólico 

mediado pelo par Ni
III

/Ni
II
 contidos no filme polimérico.  

A Figura 48 apresenta os voltamogramas cíclicos registrados para adições de solução 

padrão de ácido fólico em concentrações crescentes (1,0 x 10
-4

 a 5,0 x 10
-4

 mol·L
-1

) em meio 

de NaOH 0,1 mol·L
-1

 sobre o eletrodo modificado. Observa-se um nítido deslocamento do 

potencial de pico de oxidação a cada adição, não sendo observado comportamento similar nos 

picos de redução durante a varredura reversa. Tal comportamento também foi observado por 

Quintino et al. [142] durante a oxidação de açúcares utilizando o mesmo filme porfirínico, 

sendo esse fenômeno atribuído a processos que poderiam afetar à transferência de carga, 

tornando-a mais lenta. De fato, como a transferência de carga em eletrodos modificados com 

filmes poliméricos tende a se propagar por meio de difusão interna, dessa forma, produtos de 

oxidação podem ficar retidos no interior do filme por processos de adsorção, dificultando o 

transporte de íons para a compensação de carga [143], requerendo assim, um sobrepotencial 

maior para realizar a transferência eletrônica. A possibilidade de deslocamento de potencial 

por queda ôhmica (RI) é improvável, uma vez que o incremento de corrente por adição tem 

magnitude relativamente baixa, além disso, a solução eletrolítica é suficientemente condutora. 

Ainda assim, a ocorrência desse deslocamento não afetou a reprodutibilidade do sinal de 

corrente. 
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Figura 48: Voltamogramas cíclicos registrados para eletrodo de carbono vítreo modificado com 

[(Ni
II
TRPyP)-µ-O2]n em eletrólito NaOH 0,1 mol·L

-1
 (·····) e adições crescentes de solução de AF 

contendo 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 x 10
-4

 mol·L
-1

 (──). ν: 0,05 V·s
-1

. Detalhe: curva de calibração. 

  

Observa-se também a correlação linear entre corrente de pico e concentração do 

analito dentro da faixa considerada. No detalhe da Figura 48 encontra-se a curva analítica 

representada pela seguinte equação: I = (4,46 ± 0,04) x 10
-3

* [AF] - (4,00 ± 0,01) x 10
-8

, com 

coeficiente de correlação linear R
2
 = 0,999, entre sinal de corrente e concentração de ácido 

fólico na faixa de concentração avaliada. 

 

5.2. Pré-tratamento de amostras farmacêuticas contendo ácido fólico 

As amostras comerciais (comprimidos) analisadas continham, além do ácido fólico 

(princípio ativo), quantidade significativa de lactose como parte do excipiente. Uma vez que o 

eletrodo modificado possibilita a oxidação de diferentes carboidratos, a lactose [142] presente 

nos comprimidos é um interferente em potencial para as análises eletroquímicas. Dessa forma, 
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um procedimento experimental para remoção de lactose foi proposto com base na 

precipitação, na forma de complexo, com íons Ca
2+

 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
-1

, sendo então os excipientes 

insolúveis separados do sobrenadante por centrifugação a 5000 rpm durante 5 minutos. A este 

sobrenadante foram adicionados 5,0 mL de CaCl2 1,0 mol·L
-1

. Novo precipitado de aparência 

leitosa foi formado. Esta solução foi centrifugada a 8000 rpm durante 5 minutos para a 

separação do complexo Ca-lactose e do Ca(OH)2 formados. Então, uma alíquota de 500 µL do 

sobrenadante foi retirada e diluída em eletrólito suporte em um balão de 5,00 mL, sendo esta a 

solução final analisada por amperometria associada a BIA.  

 

Esquema 1: Fluxograma para remoção de lactose em amostras farmacêuticas contendo AF. 

Comprimido 
macerado

Excipientes 
insolúveis

Ácido Fólico

Lactose

Excipientes solúveis

(Lactose)2-Ca(s)

Ca(OH)2(s)

Ácido Fólico

Excipientes solúveis

Análise

NaOH 1.0 mol·L-1 5000 rpm

CaCl2 1.0 mol·L-1 8000 rpm

Diluição em 

eletrólito suporte
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5.3. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

Os resultados das análises das amostras farmacêuticas por BIA foram comparados com 

o método recomendado para doseamento segundo a Farmacopeia Brasileira [141] para 

comprimidos contendo ácido fólico utilizando HPLC. Para tal foi utilizado um cromatógrafo 

Shimadzu LC-10 AS equipado com coluna C18 com detecção espectrofotométrica em 283 nm. 

 

5.4. Batch Injection Analysis 

Os resultados a seguir ilustram o efeito dos principais parâmetros relativos à técnica 

amperométrica associada à BIA. Tais parâmetros (potencial aplicado, volume injetado e 

velocidade de injeção). foram investigados a fim de encontrar as melhores condições para a 

determinação de ácido fólico. Foram também averiguados o intervalo de linearidade, 

repetibilidade e frequência de amostragem. Posteriormente, as amostras foram submetidas à 

análise. 

Em todos os experimentos, a distância 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 distância, a diluição da 

zona de amostra e os efeitos hidrodinâmicos de retorno são minimizados para eletrodos de 3 

mm de diâmetro. 

Os estudos realizados sob condição hidrodinâmica para avaliação do potencial ótimo 

aplicado, foram feitos injetando em triplicata a solução padrão de ácido fólico 1,0 x 10
-5

 mol·L
-1

, 

variando-se o potencial de 0,300 a 0,575 V vs Ag/AgCl(KClsat) em intervalos de 25 mV. O 

perfil de voltamograma hidrodinâmico apresentado na Figura 49 (círculo preenchido) mostra 

que 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 (círculo não 

preenchido), observa-se que a mesma apresenta uma maior variação 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 região (também observado na Figura 47b). A partir desse ponto, a corrente de 

fundo torna-se elevada e suscetível a variações de magnitude, resultado que pode ser 

observado pelo desvio padrão das replicatas (representado pela barra de erro). Como esses 

resultados estão em concordância com os resultados para voltametria cíclica, definiu-se 0,50 

V como valor de potencial a ser utilizado nos experimentos seguintes.  

 

Figura 49: Influência da variação do potencial aplicado sobre a magnitude corrente de pico na 

injeção em triplicata de solução padrão de AF 1,0 x 10
-5

 mol·L
-1

 utilizando eletrodo de carbono vítreo 

modificado [(Ni
II
TRPyP)-µ-O2]n em NaOH 0,1 mol·L

-1
. (●) Sinal analítico subtraído de linha base; 

(○) corrente de fundo.  Volume injetado: 100 µL; Velocidade de injeção: 70 µL·s
-1

. 

 

Outros parâmetros, como os efeitos da velocidade de injeção da pipeta programável na 

magnitude do sinal analítico e o efeito do volume injetado, foram avaliados variando-os de 25 

a 274 µL·s
-1

 e de 10 a 140 µL, respectivamente. Na Figura 50 são apresentados os resultados 

de corrente em relação à velocidade de injeção, de 25 µL·s
-1

 até o máximo valor de 

velocidade disponível pela pipeta (274 µL·s
-1

). Como não foram observadas variações 
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significativas de sinal que indicassem lixiviação do filme para esse valor vazão este foi 

considerado adequado e fixado para os estudos subsequentes. 

 

Figura 50: Influência da variação da velocidade de injeção sobre a magnitude corrente de pico na 

injeção em triplicata de solução padrão de AF 1,0 x 10
-5

 mol·L
-1

 utilizando eletrodo de carbono vítreo 

modificado [(Ni
II
TRPyP)-µ-O2]n em NaOH 0,1 mol·L

-1
. Eaplicado: 0,50 V vs Ag/AgCl(KClsat); Volume 

injetado: 100 µL. 

 

No estudo da variação do volume de injeção, mostrado na Figura 51, o incremento de 

corrente ocorre até 100 µL. Em valores de volume menores que este o efeito a diluição da 

zona de amostra pelo eletrólito é significativo. Após 100 µL, a magnitude de corrente média 

se mantém praticamente constante, sendo esse valor o escolhido por apresentar o maior ganho 

de sinal (intensidade de corrente) para o menor volume de amostra. 

0 50 100 150 200 250 300
0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

2,4

C
o

rr
e

n
te

 /
 

A

Velocidade / Ls
-1



119 

 

 

 

 

Figura 51: Influência da variação do volume injetado sobre a magnitude corrente de pico na injeção 

em triplicata de solução padrão de AF 1,0 x 10
-5

 mol·L
-1

 utilizando eletrodo de carbono vítreo 

modificado [(Ni
II
TRPyP)-µ-O2]n em NaOH 0,1 mol·L

-1
. Eaplicado: 0,50 V vs Ag/AgCl(KClsat); 

Velocidade de injeção: 274 µL·s
-1

. 

 

Para avaliação do intervalo de linearidade, um conjunto de experimentos em triplicata, 

sob as condições otimizadas para BIA, (Eaplicado = 0,50 V volume injetado = 100 µL·; 

velocidade de injeção = 274 µL·s
-1

) com o eletrodo de carbono vítreo modificado, foram 

realizadas injeções utilizando soluções padrão de ácido fólico com concentrações variando de 

1,0 x 10
-6

 a 1,0 x 10
-3

 mol·L
-1

 em NaOH 0,1 mol·L
-1

. O amperograma e a curva analítica (em 

detalhe) obtidos nesse experimento são  mostrados na Figura 52.  
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Figura 52: Resposta amperométrica de injeções em triplicata de solução padrão de AF com 

concentração variando de 1,0 x 10
-6

 a 1,0 x 10
-3

 mol·L
-1

. Eaplicado: 0,50 V vs Ag/AgCl(KClsat.); Velocidade 

de injeção: 274 µL·s
-1

.; Volume injetado: 100 µL. Detalhe: curva de calibração. 

 

Este estudo mostrou a existência de uma relação linear entre sinal de corrente e 

concentração de ácido fólico ao longo da faixa de  1,0 x 10
-6

 a 2,0 x 10
-4

 mol·L
-1

 representada 

pela equação de reta I = (2,9 ± 0,1) x 10
-2

*[AF] + (1,9 ± 0,8) x 10
-8

 com R
2
 = 0,987. Para 

valores de concentração acima dessa faixa, a relação entre corrente e concentração de ácido 

fólico desvia-se do comportamento linear. A partir do coeficiente angular (a) resultante e 

desvio padrão do branco (sd), foram estimados os limites de detecção (LD = 3 x sd/a) em 7,37 x 

10
-7

 mol·L
-1 

e quantificação (LQ= 10 x sd/a) de 2,47 x 10
-6

 mol·L
-1

. Fatores que dificultam o 

transporte de carga dentro do filme polimérico, como discutido anteriormente, podem ser a 

principal causa dos desvios de linearidade para concentrações mais elevadas. Uma vez que em 

amperometria se trabalha com valores fixos de potencial e o sobrepotencial para oxidação de 

ácido fólico é deslocado para valores mais positivos, fica evidente  que a magnitude de 
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corrente no potencial usado diminui, já que este potencial é relativamente menos favorável à 

oxidação de ácido fólico. 

A repetibilidade das injeções foi avaliada através do desvio padrão relativo (DPR) para 

30 injeções sucessivas de soluções de ácido fólico 1,0 x 10
-5

 mol·L
-1

. Os resultados para esses 

experimentos são apresentados no amperograma da Figura 53, no qual a corrente de pico 

média avaliada foi de 3,62 x 10
-7

 A, apresentando um desvio padrão de 6,07 x 10
-9

 A, 

resultando em um DPR de 1,67 %. Pelo perfil do sinal transiente foi analisada a frequência de 

amostragem (f), correspondente ao inverso do tempo de limpeza (tL) necessário para a 

corrente ir do seu valor máximo a 5% desse valor. De acordo com os resultados, tL 

corresponde a um intervalo de 10,0 s, estimando-se uma frequência de amostragem teórica 

máxima de aproximadamente 360 amostras  h
-1

.  

 

Figura 53: Resposta amperométrica para 30 injeções consecutivas de AF 1,0 x 10
-5

 mol·L
-1

 realizadas 

para estudo de repetibilidade. Eaplicado: 0,50 V vs Ag/AgCl(KClsat.); Velocidade de injeção: 274 µL·s
-1
.; 

Volume injetado: 100 µL. Detalhe: Sinal transiente da 10
a
 injeção e o intervalo de tempo de limpeza (tL). 
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A Figura 54 representa a resposta amperométrica obtida com as amostras comerciais 

(S1, S2 e S3), precedido e seguido por uma série de injeções em triplicata de soluções padrão 

de ácido fólico (a-f) em  NaOH 0,1 mol·L
-1

 sob as condições otimizadas. É possível observar 

um comportamento linear entre a corrente e a concentração do analito ao longo de um 

intervalo de concentração de 10-100 µmol·L
-1

, com uma curva de calibração apresentando 

equação de reta I = (2,88 ± 0,01) x 10
-2

 + (3,7 ± 0,8) x 10
-8

 (R
2
 = 0,999).  

 

Figura 54: Resposta amperométrica para injeções em triplicada de 100 µL de soluções padrão de AF 

nas concentrações de (a) 1,0 x 10
-5

; (b) 2,0 x 10
-5

; (c) 4,0 x 10
-5

; (d) 6,0 x 10
-5

; (e) 8,0 x 10
-5

; (f) 1,0 x 

10
-4

 mol·L
-1

 e amostras farmacêuticas comerciais (S1, S2 e S3). Eaplicado: 0,50 V vs Ag/AgCl(KClsat.); 

Velocidade de injeção: 274 µL·s
-1

.; Volume injetado: 100 µL. No detalhe: Curva de calibração. 

 

A Tabela 2 mostra os resultados das análises para as três 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 (tEXPERIMENTAL = 1,222 e tTABELADO = 4,303). 

Como os valores de tEXPERIMENTAL obtidos são menores que o tTABELADO, pode-se concluir que 
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os resultados obtidos na determinação de ácido fólico pelo método proposto e por 

cromatografia não apresentaram diferenças significativas, a um nível de confiança de 95%.

  

Tabela 2: Resultados da análise das amostras de ácido fólico em amostras farmacêuticas pelo método 

proposto e pelo método recomendado pela Farmacopeia Brasileira (Resultados expressos em média ± 

desvio padrão, em mg). 

 BIA-amperometria  CLAE Valor tabelado 

Amostra S1  (5,04 ± 0,03)  (4,99 ± 0,04)  5,00 

Amostra S2  (1,99 ± 0,01)  (2,03 ± 0,02)  2,00 

Amostra S3  (5,02 ± 0,01)  (5,04 ± 0,04)  5,00 

 

6. Conclusões 

A modificação de eletrodo de carbono vítreo com filme polimérico de porfirina de 

níquel tetrarrutenada, [µ-O2-NiTPyP{Ru(bipy)2Cl}4]n, foi aplicada no desenvolvimento de uma 

metodologia para a quantificação amperométrica de ácido fólico em amostras farmacêuticas. 

Além disso, também foi proposto um procedimento para a remoção de lactose das amostras, um 

interferente em potencial nas análises amperométricas, sendo que tal procedimento mostrou-se 

bastante eficiente. Dado o perfil voltamétrico do sinal de oxidação de ácido fólico, conclui-se 

que o processo é mediado por espécies Ni
III

 presentes no filme porfirínico a partir de um 

mecanismo eletrocatalítico clássico. O eletrodo modificado foi associado a um sistema BIA 

com a finalidade de explorar o desempenho do sensor, de forma que essa combinação mostrou-

se bastante favorável para sua aplicação em controle de qualidade, possuindo baixo limite de 

detecção (7,37 x 10
-7

 mol·L
-1

) e elevada frequência de amostragem (até 360 h
-1

). 
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CAPÍTULO V: Estudo da Atividade Nitrito-Redutase de 

Carreadores de Oxigênio Baseados em Hemoglobina (HBOCs) 

Envolvendo Redução Eletrocatalítica Mediada por Heme-Fe
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1. Introdução 

1.1. Hemoglobina  

A hemoglobina (Hb) é uma proteína com papel fundamental na oxigenação dos 

tecidos do corpo humano, possui peso molecular de 64 KDa e é constituída por quatro 

subunidades de cadeias polipeptídicas (duas α e duas β), formando um tetrâmero, com cada 

uma das subunidades contendo um componente prostético heme (protoporfirina IX 

complexada a Fe
II
), conforme ilustrado na Figura 55, que é o componente responsável pela 

ligação reversível da proteína com o oxigênio molecular, formando a oxihemoglobina 

(OxiHb). Adicionalmente, a hemoglobina pode ser considerada um sistema químico 

supramolecular natural, cujas atividades transportadora e catalítica são relacionadas com a 

interação entre o grupo heme e a cadeia proteica. 

 

 

Figura 55: Estruturas da hemoglobina e do grupo prostético heme. Figura adaptada da referência 

[27] . 

 

A hemoglobina humana não possui uma única estrutura, podendo apresentar diversas 

variantes de ocorrência natural [146]. A forma mais comum de hemoglobina humana é a 

variante A0 (HbA0), que representa de 95-98% da hemoglobina encontrada em indivíduos 
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adultos, enquanto a variante A2, corresponde de 2-3% da hemoglobina total. A hemoglobina 

A2 (HbA2), diferentemente da HbA0, possui duas cadeias proteicas α e duas δ. A função 

biológica dessa variante ainda não é muito bem conhecida, embora o aumento do seu nível 

normal no sangue esteja relacionado com algumas patologias [147]. 

 Outra forma variante de hemoglobina é a do tipo S (HbS) que, embora sua diferença 

em relação ao HbA0 seja muito sutil, pode acarretar em um processo anormal de transporte de 

oxigênio, por se aglutinar na forma de polímero e distorcer a forma normal das hemácias, 

causando a chamada anemia falciforme. A HbS também possui um conjunto de duas cadeias 

α e duas β, entretanto, devido a uma mutação genética, ocorre a substituição de um único 

aminoácido na cadeia β: o ácido glutâmico na sexta posição da cadeia é substituído por valina 

[148].    

 

1.2. Transporte de oxigênio e mecanismo cooperativo 

O mecanismo de transporte de oxigênio pela hemoglobina está diretamente 

relacionado com as alterações conformacionais da proteína, de forma que ela apresenta, 

basicamente, dois tipos de estrutura quaternária: o estado “R” (relaxado), que tem maior 

afinidade pelo oxigênio, e estado “T” (tenso). Esses estados são relacionados com a 

disponibilidade do grupo prostético heme, que dependem principalmente da concentração de 

oxigênio. 

A hemoglobina é considerada uma proteína alostérica, já que ela altera o seu estado 

conformacional quando se liga a seu substrato. Uma vez que o O2 se liga a um sítio ativo 

(heme) de uma das subunidades da hemoglobina, é induzida uma alteração conformacional 

em outra subunidade (sinalização), aumentando a sua afinidade por O2, ou seja, a mudança da 

estrutura quaternária de “T” para “R” é induzida pelo próprio oxigênio. Esse processo é 

denominado mecanismo cooperativo [149, 150]. 
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O grupo heme é ligado à cadeia proteica da hemoglobina através da coordenação do 

grupo imidazol, de um resíduo histidina, no sítio de coordenação axial do íon Fe
II
. Uma vez 

que o íon metálico, nesse estado de oxidação, é muito volumoso para a cavidade porfirínica, 

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

caracteriza o estado quaternário “T”. A coordenação do O2 ocorre pelo sítio de coordenação 

disponível, também axial, de forma que o estado de oxidação do íon metálico é alterado para 

Fe
III

, diminuído seu raio e favorecendo seu posicionamento para dentro da cavidade 

porfirínica, de forma que o resíduo de histidina move-se com ele, consequentemente, a cadeia 

proteica também sofre alteração conformacional, propagando esse efeito para as outras 

subunidades e para os respectivos grupos prostéticos (sinalização), favorecendo a ligação 

destes com outras moléculas de O2, até a saturação total dos sítios, configurando o estado 

quaternário “R” [151]. A transição entre estados conformacionais “T” e “R” é ilustrada na 

Figura 56b.  

 

Figura 56: (a) Mecanismo de ligação do grupo heme ao oxigênio molecular e sinalização na cadeia 

proteica; (b) variação conformacional do estado quaternário “T” (tenso) para o estado “R” 

(relaxado). Figura 2b retirada da referência [151]. 

Cadeia  proteica

Plano do anel
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estado “R” estado “T”

(a)

(b)

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_151
file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_151


128 

 

 

 

1.3. Hemoglobina e a vasoatividade 

Embora o papel principal da hemoglobina seja o transporte eficiente de oxigênio, essa 

proteína também exerce uma ação importante na vasodilatação e vasoconstrição dos vasos 

sanguíneos devido à sua interação com o óxido nítrico, NO.  

O NO é um regulador crucial na homeostase vascular e do grau de constrição dos 

vasos sanguíneos sob condições basais: quando o NO atravessa o endotélio (a camada celular 

que reveste vasos sanguíneos) para o músculo liso vascular, este estimula diretamente a 

enzima guanilato ciclase, iniciando assim a formação de monofosfato cíclico de guanosina 

(cGMP), resultando no relaxamento da musculatura vascular (vasodilatação) [152]. 

 O NO produzido pelo endotélio pode ser oxidado a nitrito pela ceruloplasmina 

plasmática ou pelo oxigênio dissolvido. O nitrito é então facilmente transportado pelo plasma 

para outras partes do corpo. Durante um curto intervalo de tempo em que ocorre a liberação 

de O2 pela hemoglobina, o NO2
-
 pode ser reduzido novamente a NO pela hemoglobina, agora 

não oxigenada, chamada de desoxihemoglobina (DesoxiHb). A redução do nitrito ocorre 

através de uma reação mediada por Fe
II
-heme, que é oxidado a Fe

III
-heme, formando a 

Metahemoglobina (MetaHb) [148, 153-158]. Dessa maneira, a hemoglobina realiza uma 

função indireta na vasoatividade, colaborando também para o transporte indireto, 

armazenamento e disponibilidade de NO para os outros tecidos. Entretanto, o óxido nítrico 

também é suscetível a se ligar irreversivelmente com a Fe
II
-desoxihemoglobina, formando o 

complexo ferro-nitrosil (HbFe
II
-NO), sendo facilmente inativado e, dessa forma, causando 

vasocontrição. As reações de redução de nitrito e formação do complexo são representadas 

nas reações químicas 1 e 2 a seguir: 
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NO2
-
 + HbFe

II
 + H

+
 →  NO + HbFe

III
 + OH

-
  k1 = 0,25  mol·L

-1
·s

-1
    (Reação 1) 

 

NO +HbFe
II
 → HbFe

II
NO   k2 = 1 x 10

7
 mol·L

-1
·s

-1
   (Reação 2) 

     

Em eritrócitos normais, a membrana celular atua como uma barreira natural, 

dificultando a entrada e saída de NO na célula e tornando processo de inativação de NO mais 

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

reação da formação do complexo HbFe
III

-NO e do eficiente transporte e redução de NO2
-
.  

 

 

Figura 57: Mecanismo de vasorregulação através do transporte NO e suas interações com a 

hemoglobina. 

 

1.4. Carreadores de Oxigênio Baseados em Hemoglobina (HBOCs) 

Como alternativa ao transplante convencional de tecido sanguíneo envolvendo 

eritrócitos (células vermelhas), o desenvolvimento dos então denominados Carreadores de 

Oxigênio Baseados em Hemoglobina (HBOCs), tem se tornado um campo de pesquisa 

promissor, de forma que esses carreadores têm sido utilizados com sucesso em muitas 

aplicações médicas como substituinte ao sangue [160]. 
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Os HBOCs são compostos baseados na modificação química da cadeia proteica da 

hemoglobina a fim de melhorar as propriedades relacionadas ao transporte de oxigênio, pela a 

estabilização do estado “R” em relação ao estado “T”, uma vez que, no primeiro, os grupos 

heme estão mais estericamente disponíveis para se ligarem ao oxigênio molecular.  

 As aplicações de HBOCs têm se limitado a situações em que haja risco de vida, como 

isquemia, choque hemorrágico, que é a principal causa de morte em vítimas de 

politraumatismo, ou situações cirúrgicas que requerem sangue em caráter emergencial [161, 

162]. Além disso, algumas outras vantagens podem ser atribuídas aos HBOCs em relação ao 

uso convencional de tecido sanguíneo [149, 150], tais como:   

 Captação e transporte de oxigênio similar à hemoglobina natural; 

 Compatibilidade universal: Uma vez que são baseados em Hb purificadas, HBOCs 

não possuem antígenos relacionados aos tipos sanguíneos;  

 Disponibilidade: Não requer doador; 

 Baixo risco de infecção: uma vez que não existe doador, a probabilidade de contágio 

por doenças infecciosas é praticamente nula; 

 Maior período de armazenamento e e elevada estabilidade à temperatura ambiente. 

Apesar dessas características interessantes, alguns aspectos relacionados à 

vasoatividade da hemoglobina e, consequentemente, de seus derivados, apresentam algumas 

limitações para o uso de HBOCs para aplicações terapêuticas, principalmente no que se refere 

às interações com óxido nítrico. Os HBOCs são utilizados como soluções livres, ou seja, não 

são confinados em células, facilitando a reação de NO com a desoxihemoglobina livre. Uma 

vez que a velocidade de formação de ferro-nitrosil para a hemoglobina livre é muito maior 

que a reação de redução de nitrito (k2 >> k1), a etapa de redução de nitrito torna-se a etapa 

limitante para a disponibilidade de NO para a vasodilatação pela ação da gunilato ciclase. 

Dessa forma, a formação do complexo Fe
II
-NO e a consequente indisponibilidade de NO 
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podem causar problemas sérios relacionados ao aumento da pressão sanguínea devido ao 

aumento da vasoconstrição [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 é a sua dissociação espontânea 

em espécies diméricas αβ que, embora possuam baixa toxicidade e sejam facilmente 

metabolizados no fígado, perdem sua funcionalidade no sistema circulatório como carreador 

de oxigênio, embora sua vasoatividade seja mantida em certo nível [165]. Modificações 

químicas como o uso de agente de ligação cruzada ou reticulação (cross-linking) entre cadeias 

αα ou ββ são utilizadas para minimizar esse problema [166]. 

Os procedimentos de estabilização do estado quaternário “R” também são válidos para 

diminuir a vasocontrição. Uma vez que, nessa conformação, a hemoglobina apresenta 

diminuição de potencial redox para os grupos heme, estes estão mais disponíveis para se 

ligarem e reagir com o nitrito, fazendo com que a reação de redução seja termodinamicamente 

mais favorável [167]. Acredita-se que a diminuição do potencial redox também tenha como 

efeito o aumento da velocidade de reação, já que, para a hemoglobina, a reação de redução de 

nitrito pode possuir velocidades bem diferentes, dependendo do estado conformacional em 

que ela se encontra [168]. 

Alternativas para a diminuição da vasoconstrição intrínseca aos HBOCs são baseadas 

na sua modificação estrutural, de forma a reduzir a facilidade de difusão entre os tecidos. 

Estratégias como o aumento do peso molecular da proteína pela inserção de cadeias 

poliméricas [169-171] ou encapsulação [160, 172, 173] possuem potencial para atenuar a 

inativação de NO nas regiões endoteliais. Entretanto, essas características só podem ser 

testadas em sistemas in vivo.  

Outra abordagem que vem se mostrando eficiente é baseada na modificação de cadeias 

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

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

velocidade de conversão de NO2
-
 em NO comparada à hemoglobina natural, pelo aumento de 

estabilização do estado “R” e pelo aumento do peso molecular total e atenuação da 

dissociação em espécies diméricas. Lui e Kluger sintetizaram diversos derivados PEGlados 

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

 

 Hb-PEG5K2: Hemoglobina não reticulada, conjugada com duas cadeias PEG (com 

peso molecular numérico médio, Mn, de 5000) via maleimida nos resíduos de cisteína 

na posição 93 (Cys93) das cadeias proteicas β (reação mostrada na Figura 59), PM = 

74 kDa. 

 

 αα-Hb-PEG5K2: Hemoglobina reticulada com BDSF entre os resíduos de lisina na 

posição 99 (Lys99) as cadeias α (reação mostrada na Figura 59) e conjugada com duas 

cadeias de PEG (Mn = 5000) via maleimida nos resíduos de cisteína na posição 93 

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

 

 

 BT-PEG5K4: Variante baseada em um bis-tetrâmero (duas unidades proteicas) com 

reticulação intertetrâmeros via TBSS entre os resíduos de lisina na posição 82 (Lys82) 

das cadeias β, conjugada com quatro cadeias PEG (Mn = 5000) via maleimida nos 

resíduos de cisteína na posição 93 (Cys93) das cadeias proteicas β (reações mostradas 

na Figura 60), PM = 148 kDa. 
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Figura 58: Reação de reticulação de Hb com DBSF 

 

 

Figura 59: Reação de PEGlação de Hb e αα-Hb para a formação de Hb-PEG5K2 e  αα-Hb-PEG5K2 
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Figura 60: Reações de reticulação inter tetrâmeros e PEGlação de Hb para a formação de BT-Hb-

PEG5K4. 

 

2. Objetivos 

 A cinética da reação de redução de nitrito por hemoglobina e HBOCs é geralmente 

avaliada por técnicas espectroscópicas baseadas na reação fisiológica mediada por Fe
II
-heme. 

Entretanto, esses procedimentos são laboriosos e requerem, em geral, 1 hora para obter curva 

de processo de reação [154, 157]. De forma mais conveniente, a reação de redução de nitrito 

pode ser facilmente realizada por via eletroquímica, por eletrocatálise com mediação de 

reação por Fe
I
-heme utilizando eletrodos modificados com hemoglobina ou derivados [174-

176]. Tal reação é mais rápida que a reação mediada por Fe
II
, possuindo maiores valores de 

constantes cinéticas, que podem ser facilmente medidas através da corrente catalítica por 

cronoamperometria. Dessa forma, nesse capítulo será discutida a avaliação da atividade 

nitriro-redutase relativa das hemoglobinas PEGladas: Hb-PEG5K2, αα-Hb-PEG5K2 e BT-Hb-
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PEG5K4, bem como hemoglobinas de ocorrência natural (HbA0, HbA2 e HbS), via reação 

mediada por Fe
I
-heme. Tal estudo foi conduzido utilizando voltametria cíclica para um estudo 

semiquantitativo, utilizando os potenciais de pico dos processos redox do grupo heme como 

parâmetro termodinâmico relacionado ao comportamento cinético. A técnica de 

cronoamperometria também foi utilizada para a aquisição das constantes cinéticas de reação.  

 

3. Parte experimental 

3.1. Reagentes e Soluções 

 Fosfato de potássio monobásico (KH2PO4), fosfato de potássio dibásico (K2HPO4), 

nitrito de sódio (NaNO2), acetona, brometo de didodecildimetiltrimetilamônio (DDAB) e as 

hemoglobinas HbA0, HbA2 e HbS foram adquiridas da Sigma-Aldrish (Oakville, ON). As 

hemoglobinas PEGladas testadas, Hb-PEG5K2, αα-Hb-PEG5K2 e BT-Hb-PEG5K4, foram 

sintetizadas seguindo os procedimentos da literatura [157, 177, 178]. Todas as soluções foram 

preparadas utilizando água purificada em sistema Cascada LS (Pall Co., NY) (resistividade ≥ 

18,2 M cm). As soluções de NaNO2 0,1 mol·L
-1

 e das proteínas (1,0 x 10
-4

 mol·L
-1

) foram 

preparadas em tampão fosfato pH 7 contendo NaBr 50 x 10
-3

 mol·L
-1

.   

 

3.2. Procedimentos 

3.2.1. Preparo e modificação de eletrodos 

A modificação de eletrodos de carbono vítreo com filme de hemoglobinas foi 

realizada de acordo com o procedimento descrito na literatura [176]. Antes da modificação os 

eletrodos foram submetidos a polimento em suspensão de alumina (0,05 µm) e então lavados 

e sonicados em uma mistura 50:50 de acetona e água durante 10 minutos. Volumes iguais de 
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solução de DDAB 1,0 x 10
-2

 mol·L
-1

 e hemoglobina (1,0 x 10
-4

 mol·L
-1

) foram misturados, 

sendo 5 µL dessa mistura dispersada na superfície do eletrodo. Em seguida, o eletrodo 

modificado foi seco a temperatura ambiente. 

 

3.2.2. Instrumentação e medidas eletroquímicas  

 As medidas eletroquímicas de voltametria cíclica e cronoamperometria foram 

realizadas utilizando um potenciostato Metrohm Autolab PGSTAT320N (Metrohm 

Switzerland). A célula eletroquímica consistia em um arranjo convencional de três eletrodos, 

utilizando Ag/AgCl(KCl 3,0 mol·L
-1

) como eletrodo de referência e um fio de platina como 

contra eletrodo. O eletrodo de trabalho (carbono vítreo modificado) tinha área de 0,071 cm
2
. 

As medidas foram conduzidas em eletrólito composto por tampão fosfato pH 7 contendo 

NaBr 50 x 10
-3

 mol·L
-1

, na ausência de oxigênio dissolvido, que foi removido por purga de 

nitrogênio por 5 minutos realizada antes de cada medida, de modo a evitar a formação de 

oxihemoglobina. Os voltamogramas cíclicos foram obtidos com velocidade de varredura de 

0,1 V·s
-1

 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 

possível contaminação por oxigênio. 

 

4. Resultados e Discussões 

4.1. Voltametria cíclica 

 Com a finalidade de avaliar os processos redox em cada um das estruturas, a técnica 

de voltametria cíclica foi empregada. A Figura 61 apresenta as respostas voltamétricas para os 

eletrodos modificados com filmes de hemoglobinas naturais (HbA0, HbA2 e HbS) e PEGladas 

(αα-Hb-PEG5K2, BT-Hb-PEG5K4 e Hb-PEG5K2). Nos voltamogramas cíclicos, os picos 
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situados na região de potenciais mais negativos são atribuídos à oxidação e redução do par 

heme-Fe
II
/heme-Fe

I
, enquanto os picos da região de potenciais menos negativos, ao par heme-

Fe
III

/ heme-Fe
II
. Os valores de potencial de pico adquiridos através do software GPES e os 

respectivos valores de E1/2 são apresentados na Tabela 3.  

 

 

Figura 61: Voltamogramas cíclicos para eletrodos modificados com filmes de Hbs com DDAB em 

tampão fosfato pH 7 contendo NaBr 50 x 10
-3

 mol·L
-1

 a velocidade de varredura de 0,1 V·s
-1

: (a) 

HbA0, (b) HbA2, (c) HbS, (d) αα-Hb-PEG5K2, (e) BT-Hb-PEG5K4 e (f) Hb-PEG5K2. 
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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
II

/Fe
III

 E1/2 Fe
I
/FE

II
 E1/2 

 Oxi Red  Oxi Red  

HbA0 -0,122 -0,215 -0,169 -0,057 -1,135 -1,096 

HbA2 -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 

αα-Hb-PEG5K2 -0,120 -0,201 -0,161 -1,020 -1,085 -1,053 

BT-Hb-PEG5K4 -0,103 -0,201 -0,152 -0,998 -1,078 -1,038 

Hb-PEG5K2 -0,067 -0,159 -0,113 -0,950 -1,030 -0,990 

 

 Através de uma análise global, tomando como referência os valores de E1/2 da Tabela 

3, é possível perceber que os compostos PEGlados possuem, como esperado, potenciais redox 

com valores menos negativos em comparação com a HbA0 e HbA2, uma vez que o processo 

de PEGlação promove a estabilização do estado “R”, aumentando a disponibilidade dos 

grupos heme, sendo a variante Hb-PEG5K2 apresentando os menores valores (em módulo) de 

E1/2. Dentro desse grupo, esses valores podem ser explicados pela presença de reticulação nas 

variantes αα-Hb-PEG5K2 e BT-Hb-PEG5K4. O acoplamento molecular diminui a afinidade 

das subunidades α, no caso da αα-Hb-PEG5K2 [179], analogamente, o mesmo pode ser 

esperado para a reticulação via subunidades β na BT-Hb-PEG5K4. É esperado que as 

constantes de velocidade para redução de nitrito nesses filmes sigam uma tendência de acordo 

com seus potenciais redox, isto é, quanto menos negativo o potencial, maior a velocidade de 

reação de redução de nitrito.  
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A variações de potencial redox nas variantes naturais HbA0 e HbA2 podem estar 

relacionadas com a suas variações estruturais, uma vez que se distinguem em suas estruturas 

secundárias (α2β2 na HbA0 e α2δ2 na HbA2), interferindo, em certo grau, na disponibilidade 

dos grupo heme, embora seja difícil estabelecer a causa das discrepância entre as variações de 

E1/2 para os diferentes processos. Os baixos valores de potencial obtidos para o filme 

HbS/DDAB, em relação ao filme com HbA0, estão de acordo com os valores previstos na 

literatura [148]. Acredita-se que substituição do ácido glutâmico (hidrofílico) por valina 

(hidrofóbico) nas cadeias β influencia significativamente a conformação da cadeia proteica e, 

consequentemente, na disponibilidade dos grupos heme, embora HbA0 e HbS possuam 

equilíbrio de afinidade por oxigênio similares. Entretanto, é de conhecimento que a HbS 

possui uma atividade nitrito-redutase superior à HbA0. 

A Figura 62 apresenta os voltamogramas para os diferentes filmes de Hb registrados 

na presença de NaNO2 em concentrações de 1,0 x 10
-3

 a 10 x 10
-3

 mol·L
-1

, a fim de avaliar a 

resposta eletroquímica na redução de nitrito mediada por Fe
I
-heme.  

A presença de nitrito no meio resulta na ocorrência de dois processos, caracterizados 

por um pico de redução irreversível em aproximadamente 0,82 V, seguido de uma onda 

catódica mais intensa que se estende até o final da varredura. Ambos os processos são 

atribuídos à redução eletrocatalítica mediada pelo grupo heme [176]. Embora a redução de 

nitrito seja fisiologicamente mediada por Fe
II
-heme, os picos referentes ao processo Fe

III
/Fe

II
-

heme permanecem inalterados, uma vez que a velocidade de varredura utilizada (100 mV·s
-1

) 

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

presença de NaNO2 em concentrações crescentes (1,0 x 10
-3

 a 10 x 10
-3

 mol·L
-1

) em tampão fosfato pH 

7 contendo NaBr 50 x 10
-3

 mol·L
-1

;  velocidade de varredura de 0,1 V·s
-1

: (a) HbA0, (b) HbA2, (c) HbS, 

(d) αα-Hb-PEG5K2, (e) BT-Hb-PEG5K4 e (f) Hb-PEG5K2. 

  

A Figura 63 mostra a relação entre a intensidade de corrente amostrada em -1,1 V e a 

concentração de NaNO2 para cada um dos seis filmes estudados.   
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Figura 63: Dependência da corrente de redução em -1,1 V em relação à concentração de NaNO2 

para as diferentes filmes Hb/DDAB. 

  

 A relação entre corrente e concentração apresentada na Figura 63 mostra uma 

dependência não linear, indicando uma provável saturação da capacidade de oxidação do 

filme em concentrações mais elevadas. O filme com a espécie Hb-PEG5K2 apresentou a 

maior variação em relação à concentração de nitrito, seguido da BT-Hb-PEG5K4 e αα-Hb-

PEG5K2, confirmando a tendência 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 relação a αα-

Hb-PEG5K2 e equiparáveis a BT-Hb-PEG5K4. Já as variantes HbA0 e HbA2 apresentaram 

respostas similares, com menores variações de corrente, em concordância com o valores de 

potencias registrados para seus processos redox. A saturação do filme e o comportamento não 

linear em relação à concentração na faixa estudada podem ser interpretados como perda de 

eficiência de catálise devido à produção de NO, que se liga irreversivelmente a Fe
II
-heme, 
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sendo esse efeito mais evidente nos filmes que apresentaram maior intensidades de corrente e, 

consequentemente, uma maior geração de NO.  

  

4.2. Cronoamperometria 

 A cronoamperometria foi aplicada na investigação do processo eletroquímico de 

redução de nitrito nos eletrodos de carbono vítreo modificados com os diferentes filmes de 

Hb/DDB. A reação eletrocatalítica geral para as hemoglobinas pode ser definida segundo a 

reações químicas 3 e 4. 

HbFe
II
 + e

-
  HbFe

I
    (Reação 3) 

 

NO2
-
 + HbFe

I
 + H

+
 →  NO + HbFe

II
 + OH

-
  kobs (Reação 4) 

 

Onde kobs é constante de velocidade para a reação de redução de nitrito mediada por 

Fe
I
-heme. Estes valores foram calculados com base nas curvas apresentadas, de acordo com a 

Equação 1 (Equação 10 do capitulo II) [180].    

 

    
  

                    
      

    (Eq. 1) 

  

Onde: ICAT é a corrente catalítica na presença de NO2
-
;    é a corrente na ausência de NO2

-
; C é 

a concentração de NO2
-
 em solução e t, o tempo.   

 A partir dos valores de coeficiente angular, a, das curvas ICAT/Il vs t1/2, foram plotadas 

novas curvas a vs C para a obtenção dos valores de kobs. 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 concentrações de NaNO2 (7,5 x 10
-4

 a 6,0 x 10
-3

 

mol·L
-1

) e respectivas curvas ICAT/IL vs t e a vs C.  

 

 

Figura 64: Cronoamperogramas (E = -1,1 V vs Ag/AgCl(KCl 3,0 mol·L
-1

)), curvas I vs t
1/2

 e a vs 

[NaNO2]
1/2

  registradas para eletrodos de carbono vítreo modificado com  filmes de Hb/DDAB em 

tampão fosfato pH 7 contendo NaBr 50 x 10
-3

 mol·L
-1

 em concentrações crescentes de NaNO2 (7,5 x 

10
-4

 a 6,0 x 10
-3

 mol·L
-1

). (a) HbA0, (b) HbA2 e (c) HbS. 
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Figura 65: Cronoamperogramas (E = -1,1 V vs Ag/AgCl(KCl 3,0 mol·L
-1

)), curvas I vs t
1/2

 e a vs 

[NaNO2]
1/2

  registradas para eletrodos de carbono vítreo modificado com  filmes de Hb/DDAB em 

tampão fosfato pH 7 contendo NaBr 50 x 10
-3

 mol·L
-1

 em concentrações crescentes de NaNO2 (7,5 x 

10
-4

 a 6,0 x 10
 3
 mol·L

-1
). (a) αα-Hb-PEG5K2, (b) BT-PEG5K4 e (c) Hb-PEG5K2. 
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Tabela 4: Valores de kobs para reação de redução de nitrito usando eletrodos de carbono 

vítreo modificados com os filmes de Hb/DDAB e valores de k para a reação mediada por 

Fe
II
-heme para HbA0 as Hbs PEGladas.  

Hemoglobina kobs/ mol·L
-1

· s
-1

 k / mol·L
-1

· s
-1

[154] 

A0 (18,1 ± 0,6) (0,25 ± 0,02) 

A2 (16,0 ± 0,8) - 

S (50,5 ± 0,9) - 

αα-Hb-PEG5K2 (136 ± 5) (1,4 ± 0,03) 

BT-Hb-PEG5K4 (160 ± 5) (1,8 ± 0,05) 

Hb-PEG5K2 (335 ± 8) (2,5 ± 0,03) 

 

Pelos resultados mostrados na Tabela 4, pode-se dizer que os resultados obtidos por 

cronoamperometria estão de acordo com aqueles obtidos pela medida de corrente de redução 

utilizando voltametria cíclica. Com exceção da HbS, os valores de contantes de velocidade, 

kobs, seguem uma tendência inversamente proporcional à tendência apresentada para 

potenciais dos processos redox do grupo heme (Tabela 3). Também é possível perceber um 

aumento significante na eficiência eletrocatalítica das Hbs com a modificação das cadeias 

proteicas com PEG, de forma que a espécie Hb-PEG5K2 mostrou-se acima de 18 vezes mais 

rápida que a HbA0, apresentando elevada constante de velocidade, seguida de BT-Hb-

PEG5K4 e αα-Hb-PEG5K2, indicando que não somente a PEGlação influencia na 

conformação da proteína, mas também o processo de reticulação das cadeias proteicas. O 

comportamento da HbS não segue a tendência das outras espécies, já que apresentou valores 

de potenciais redox significativamente baixos, mas valores de kobs não comparáveis com as 

espécies PEGlada, sugerindo que, para HbS, outros fatores além da mudança de conformação 

da proteína influenciam do seus potenciais redox. 

    

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_154
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5. Conclusões 

A voltametria cíclica foi aplicada com sucesso no monitoramento dos potenciais redox 

dos processos relativos aos grupos heme e avaliação qualitativa da velocidade de redução de 

nitrito mediada por Fe
I
-heme em hemoglobinas naturais e PEGladas imobilizadas em 

superfície de carbono vítreo através de filmes com DDAB. Além disso, a técnica 

cronoamperométrica mostrou ser bastante satisfatória para a obtenção das constantes de 

velocidade de redução de nitrito, de forma que a metodologia apresentada pode ser aplicada 

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

O processo in vivo é baseado na reação mediada por Fe
II
-heme, entretanto, como 

ambas as reações acontecem nos mesmos sítios independentemente do seu estado de oxidação 

(I ou II), é razoável a hipótese que a reatividade é dependente do ambiente conformacional da 

proteína nas duas situações. A adição de cadeias de PEG na estrutura da hemoglobina altera a 

disponibilidade dos grupos heme, favorecendo o estado quaternário “R”, aumentando sua 

reatividade com nitrito e, consequentemente, as velocidades de reação. Dentre as espécies 

PEGladas, Hb-PEG5K2 apresentou os menores valores de potencial redox para o grupo heme 

e os maiores kobs, seguida da αα-Hb-PEG5K2 e do bis- tetrâmero BT-Hb-PEG5K4. Tais 

características são favoráveis para a aplicação como HBOC com baixa vasoconstrição. 

Entretanto, a falta de reticulação em estrutura da Hb-PEG5K2 desfavorece a sua 

aplicabilidade clínica pelo seu potencial risco de dissociação em espécies diméricas in vivo. 

Em contrapartida, a reticulação intraproteína entre subunidades α parece influenciar mais 

significativamente o estado conformacional da proteína do que a reticulação interproteínas 

entre subunidades β, dados os valores de potenciais redox mais negativos e kobs menores da 

espécie αα-Hb-PEG5K2 em relação à BT-Hb-PEG5K4, de forma que esta última apresenta as 

melhores características para aplicação clínica, pois, além promover rápida reação com o 

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

Caracterização e aplicação de eletrodo modificado com [µ-O2-NiTPyP{Ru(bipy)2Cl}
+

4]n 

Os estudos de caracterização química do filme eletroquimicamente gerado a partir da 

porfirina tetrarrutenada de níquel em meio alcalino sugeriram a formação de um polímero de 

coordenação eletroquimicamente ativo, estruturado a partir de subunidades porfirínicas 

conectadas por pontes µ-peroxo entre os átomos de níquel. O mecanismo proposto para a 

formação do polímero de coordenação mostra participação dos dois principais sítios da 

molécula em ação conjunta: o complexo periférico contendo rutênio, responsável pela geração 

da espécie ativadora do processo de polimerização, radical hidroxil; e os centros porfirínicos 

contendo níquel, responsável pela coordenação entre moléculas adjacentes via pontes µ-

peroxo ao longo do eixo de stacking, gerando uma estrutura unidimensional. Esse mecanismo 

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

Entretanto, os estudos abordados nessa tese apenas foram direcionados à 

caracterização química do material porfirínico, havendo uma necessidade de complementação 

por um estudo de caracterização eletroquímica do filme, contemplando um melhor 

entendimento nos mecanismo de transporte de carga. A aplicação desse filme polimérico 

como sensor amperométrico na quantificação de ácido fólico vislumbra uma das 

potencialidades do filme. Dessa forma, a condução de estudos mais profundos das 

propriedades eletroquímicas do filme porfirínico pode abrir novas perspectivas para novas 

aplicações, analíticas ou de outra natureza. A continuidade desses estudos deverá ser 

conduzida com a utilização de Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIS).  

Alguns experimentos utilizando soluções contendo as porfirinas 

[NiTPyP{Ru(bipy)2Cl}
+

4] e [CoTPyP{Ru(bipy)2Cl}
+

4]  em meio alcalino para a produção de 

filmes em eletrodos também foram realizados. Os filmes resultantes apresentaram 
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comportamento eletroquímico bastante similar aos hidróxidos mistos contendo níquel e 

cobalto [181]. Os voltamogramas registrados após modificação em meio alcalino, em 

diferentes proporções entre as porfirinas revelam que incorporação de 

[CoTPyP{Ru(bipy)2Cl}
+

4] à solução precursora desloca os picos de corrente característicos do 

filme para potencias menos positivos. Também foi possível observar a diminuição gradativa 

de corrente de pico e de ΔEa,c com o aumento da proporção da porfirina de cobalto. 

A composição e estrutura desse tipo de filme ainda não foram suficientemente 

estudadas, mas existe a possibilidade de que o mecanismo de formação apresente as mesmas 

tendências que o filme formado unicamente pela porfirina de níquel. Estudos de 

caracterização química mais profundos devem ser conduzidos para obter informações mais 

precisas sobre a composição desses filmes mistos, e deverão ser conduzidos 

concomitantemente com a caracterização eletroquímica. Em ambos os casos, não é clara a 

causa do deslocamento dos picos de oxidação à medida que concentrações maiores de analito 

estão presentes em solução. 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 preparação de filmes utilizando número de ciclos de eletropolimerização 

diferentes poderá indicar se a espessura dos filmes poliméricos é a principal causa desta 

variação ou se há outros aspectos mais relevantes. 

Eletrodos modificados com Hbs para redução de nitrito 

O sistema envolvendo variantes naturais e sintéticas de hemoglobina, imobilizadas em 

eletrodos, foi utilizado nos estudos eletroquímicos para avaliação da cinética de redução de 

nitrito, mostrando-se eficiente e de rápida execução, sendo as metodologias apresentadas 

promissoras para aplicação na seleção de HBOCs candidatos a aplicações clínicas. Além 

disso, permitiu um maior entendimento da eletroquímica associada ao grupo heme, como ela 

file:///C:/Users/Admin/Dropbox/Doutorado/Tese/Tese-Montagem/final/montagem%20pdf/Tese%20em%20si_after%20bla.docx%23_ENREF_181
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é dependente das condições estruturais da cadeia proteica e como isso afeta as funções 

biológicas da proteína, de forma que possam ser manipuladas a fim de aumentar a sua 

eficiência. Ainda permanecem algumas dúvidas em relação à origem dos baixos potenciais de 

pico mostrados pelos eletrodos modificados com HbS. Apesar de apresentar potenciais 

equiparáveis às variantes sintéticas (Hb-PEG5K2, αα-Hb-PEG5K2 e BT-PEG5K4), sua 

eficiência na redução de nitrito não segue a mesma tendência, indicando que outros fatores, 

além dos estruturais, possam estar correlacionados com os potenciais redox dessa proteína. 

Dessa forma, estudos adicionais devem ser direcionados a elucidação desse problema. 

Estima-se que medidas de resistência de transferência de carga EIS e ensaios com 

Espectroscopia de Dicroísmo Circular (CD), para estudo da estrutura quaternária, possam ser 

interessantes para esse tipo de estudo.  
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ANEXO A 
 

Modelagem molecular para simulação dos espectros Raman: 

Detalhes Computacionais 

 

As simulações dos espectros Raman foram realizadas no Laboratório de Química 

Supramolecular e Nanotecnologia (LQSN). O software Gaussian 09 W (Gassian 

Inc.,Wallingford, CT, USA) foi utilizado par a modelagem molecular. O cálculo de 

otimização 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 

híbrido B3LYP [183] (funcional de permuta do gradiente corrigido de Becke) [184] em 

combinação com o funcional de correlação de Lee-Yang-Parr com três parâmetros [185]). 

Foram empregados para os cálculos o conjunto de bases The 6-311G++(d,p) para os átomos 

de C. N e H e o conjunto de bases LANL2DZ para o átomo de Ni, com seus respectivos 

pseudopotenciais para a espera interna. As atribuições para os espectros vibracionais foram 

realizados pela comparação com os dados da literatura [186] usando os softwares Gaussview 

05 (Gassian Inc.,Wallingford, CT, USA) e Gabedit 2.4.0. Os espectros Raman teóricos foram 

calculados para as espécies para [NiP], [NiP(OH)]
-1

 e [NiP(O2)]
-1

, como provável componentes 

monoméricos do polímero porfirínico e são apresentados na Figura A1. 
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  NiP         [NiPOH]
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    [NiPO2]
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Figura A1: Espectros Raman teóricos calculados por DFT para (a) [NiP], (b) [NiP(OH)]
-1

 e 

[NiP(O2)]
-1

 e suas resectivas estruturas no topo. Os grupos py-[Ru(bipy)2Cl]+ não são apresentados 

mas foram considerados nos cálculos. 
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