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“It’s all getting to be too much for me. I feel I’'m out of my depth. I’'m scared. I’'m scared
I’'m going to do something stupid.”

“And if you do something stupid, what then?”
“Aren’t you scared of falling?”

“It’s sometimes a mistake to climb; it is always a mistake never even to make the
attempt.”

“What are you saying? That I ought to go back? Not walk out? Is that what you’re
saying? You’re just a dream. Listen, I’ve made up my mind.”

“If you do not climb you will not fall. This is true. But is that bad to fail, that hard to
fall?”

"*Sometimes you wake up. Sometimes the fall kills you. And sometimes, when you fall,
you fly."

Conversa entre o Sonho e Todd Faber.

Neil Gaiman em Fables and Reflections, vol. 6, 1993.
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Desenvolvimento de eletrodos de ouro modificados com camadas auto-

arranjadas de ti6is para formacdao in situ de nano particulas de ouro

Resumo

Eletrodos de ouro foram utilizados para preparacdo de eletrodos
modificados com monocamadas auto arranjadas de tidis. A limpeza do substrato
metélico é fundamental para que a arquitetura molecular superficial possa ser
efetuada com boa estabilidade e reprodutibilidade, além de fornecer dados
utilizados no calculo de area ativa, necessarios na normalizacdo dos valores de
recobrimento superficial obtidos nas determinacdes de dessorcdo do agente
modificador interno, o &cido 3-mercaptopropiénico. Os eletrodos modificados
consistiram no recobrimento de transdutores de ouro com &acido 3-
mercaptopropiénico através da imersao do eletrodo de Au em solucdo 25 mmolL-
! deste composto e, em seguida, com moléculas de cisteina, através da imersdo
do eletrodo de Au/3-MPA em solucéo 0,1 molL* deste composto, originando um
sensor do tipo Au/3-MPA/CSH. As moléculas de cisteina foram utilizadas como
agente redutor para obtencdo de nanoparticulas de Au na superficie do eletrodo
modificado, através da aplicacdo de 20 pyL de solucdo de HAuUCIls. Apos a
confirmacédo da auséncia do par tiélico superficial responsavel pela reducéo das
nanoparticulas, o eletrodo Au/3-MPA/CSH/AuNp foi utilizado na determinacdo
de peréxido de hidrogénio em solu¢des de concentracdes crescentes em tampao
fosfato 0,1 molL* pH 7,2.

Palavras-chave: eletrodo modificado, monocamadas auto-arranjadas,

nanoparticulas.



Development of self-assembled monolayers of thiols on gold electrodes

and aplication on the formation in situ of gold nanoparticles

Abstract

Gold electrodes were used for surface modification through the
incorporation of self-assembled monolayers of thiols. Pre-treatment of the metal
substrate is essential for achieving good stability and reproducibility of the
molecular architecture in the surface developed, and provides data used in the
calculation of the active area, used to normalize surface coating values, which
were obtained throughout the desorption measurements of 3-mercaptopropionic
acid. The modification consisted on coating gold probes with 3-
mercaptopropionic acid by dipping the Au electrode in 25 mmolL* solution of this
compound, in which were, later, anchored cysteine molecules, by dipping of the
Au/3-MPA electrode in 0.1 molL"! solution of this compound, resulting in a Au/3-
MPA/CSH sensor. Cysteine molecules were used as a reducing agent to obtain
gold nanoparticles on the surface of the modified electrode through application of
20 pL of HAuCls. After confirming the absence of the thiol redox couple
responsible for the reduction of gold nanoparticles, the Au/3-MPA/CSH/AuNp
electrode was used to determine hydrogen peroxide in phosphate buffer 0.1 molL-
LpH 7.2.

Keywords: modified electrode, self-assebled monolayers, nanoparticles.
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1.Introducéao

1.1 Eletrodos quimicamente modificados

O desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados tem sido alvo
de pesquisas devido a versatilidade de preparacao, efeitos cataliticos e alta
gama possivel de aplicagdes (FOSS JR.; MARTIN, 1994; MURRAY;
GOODENOUGH; ALBERY, 1981), além da minimizacdo de problemas
comumente associados aos sensores eletroquimicos tradicionais, tais como
efeitos de adsorcdo e bloqueio superficial, além de falta de sensibilidade e
seletividade (FREIRE et al., 2003). Outra vantagem destes dispositivos € a
possivel mimetizacdo de eventos presentes em sistemas biologicos, o que
amplia a compreensdo acerca dos mecanismos de inimeros processos
quimicos e bioquimicos (CERDA et al., 2015). O estudo dos mecanismos de
transferéncia eletrdbnica na superficie eletrédica, somado aos fatores
previamente citados, impulsiona até os tempos atuais o desenvolvimento de

diferentes arquiteturas moleculares sobre eletrodos sdlidos.

A modificacdo de eletrodos foi primeiramente abordada ha mais de trés
décadas, e desde entdo estes dispositivos tem sido construidos utilizando
diversos métodos de preparo, tais como, recobrimento com filmes poliméricos
(OYAMA; ANSON, 1979), moléculas inorganicas (FITCH, 1990; ROLISON,

1990), formacao de filmes de Langmuir-Blodgett (FASCI, 1992), adsorcao
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guimica (BROWN; ANSON, 1977; MURRAY, 1980), entre outros. Dentre as
diversas possibilidades para modificacdo de superficies eletrodicas, aquelas que
utilizam o conceito de adsor¢do quimica sdo, geralmente, as mais simples
(COLLARD; FOX, 1991). Embora varios dos métodos citados acima tenham sido
abordados anteriormente a introducdo do conceito de eletrodos modificados,
este termo € mais utilizado quando existe uma correlacdo clara entre o
procedimento superficial de modificacdo do eletrodo e sua aplicacao final.
Espécies como o ferroceno, além de proteinas como o citocromo-c, complexos
metélicos e enzimas como peroxidase e superdxido dismutase, que sédo
estruturas supramoleculares, podem atuar como mediadores eletrénicos entre o

analito e a superficie do eletrodo, e por isso, tem sido muito utilizadas.

O recobrimento da superficie de eletrodos com filmes poliméricos teve
grande destaque, principalmente devido a versatilidade, reprodutibilidade, e
praticidade na construcéo de eletrodos modificados. A elaboracdo de compostos
poliméricos funcionalizados com moléculas eletroativas ou, até mesmo iénicas,
pode promover um elemento de reconhecimento especifico por meio do grupo
redox presente no agente modificador ou ainda um aumento na condutividade
eletrbnica na superficie do eletrodo. Filmes poliméricos inertes também podem
proporcionar uma barreira mecanica a fim de minimizar a lixiviagdo do material
modificador do eletrodo. Um dos compostos mais utilizados na fixacdo mecéanica
do agente modificador de superficie € o Nafion®, que tem a capacidade de
estabelecer um equilibrio de troca ibnica na interface eletrodo/solucdo
(SZENTIRMAY; MARTIN, 1984), além de apresentar seletividade por exclusao

de carga.
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A utilizacdo de materiais inorganicos na construcdo de eletrodos é
preferencialmente escolhida quando os sensores devem ser utilizados em
ambientes fisicamente e/ou quimicamente agressivos, devido a maior resisténcia
mecanica da camada modificadora. Muitas vezes, a presenca de um centro
metélico no reagente modificador € importante, devido a possibilidade de
estabelecer interacdo seletiva com o analito. O Fes[Fe(CN)s]s, conhecido por
azul da Pruassia, € um agente modificador de destaque no preparo de sensores
eletroquimicos que promovem a reducéo eletrocatalitica de oxigénio a 4gua, ou
ainda a interacdo com diversos analitos de interesse biolégico (ITAYA; SHOJI;

UCHIDA, 1984).

O recobrimento de eletrodos com substancias bioldgicas impulsionou a
utilizacdo do conceito de adsor¢cado quimica como método de modificacdo de
transdutores convencionais (GORTON et al., 1984). A interag&o acontece devido
a atracdo causada pela densidade eletrénica do agente modificador com a
superficie eletrédica. A interacdo de diversos compostos aromaticos em
eletrodos de carbono, no qual a densidade de elétrons 1 € compartilhada entre
o eletrodo e o agente modificador pode exemplificar este tipo de método de
modificacdo (BROWN; ANSON, 1977), ainda que os primeiros estudos tenham
sido realizados empregando superficies de platina (LANE; HUBBARD, 1973). A
formacdo de uma monocamada do modificador sobre a superficie eletrodica é
um fator limitante para a quantidade de material do agente modificador presente,
condicdo esta em que se obtém a maior taxa de recobrimento superficial
possivel. O contrario € observado na utilizacdo de filmes poliméricos como
método de recobrimento, os quais normalmente sdo incorporados na forma de

multicamadas, promovendo um aumento na espessura do filme e
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consequentemente, um aumento no tempo de resposta do sensor. O modelo de
monocamada foi introduzido por Langmuir-Blodgett (FASCI, 1992), e ilustra a
adsorcdo de moléculas organicas anfifilicas em um substrato sélido. Apesar de
este método ter sido amplamente utilizado, as moléculas, quimicamente
adsorvidas, aos poucos se difundem para a solugcdo durante as investigagdes
eletroquimicas, com este fendmeno podendo governar a "reversibilidade" e a

“irreversibilidade" do processo do eletrodo.

Na formacéo de filmes por ligagdo quimica, a interacdo entre os agentes
modificadores e a superficie do eletrodo é resultante de um compartilhamento
de elétrons, podendo este ser termodinamicamente favoravel ou obtido mediante
potencial aplicado. A formacdo de uma ligacdo covalente entre as espécies
favorece a transferéncia de carga heterogénea ao longo do sensor,
possibilitando assim limites de deteccdo e quantificacdo menores, porém o
processo de modificacdo exige um tempo maior de contato entre a solucao

contendo o agente modificador e o substrato sélido (eletrodo ou transdutor).

Diversos agentes modificadores e superficies metalicas podem ser
utilizados na formacdo espontanea de camadas auto-arranjadas, método de
modificacdo baseado no conceito de ligacdo quimica, o qual tem sido

amplamente estudado nos ultimos anos (DUBOIS; NUZZO, 1992).

1.2 Eletrodos modificados com camadas auto-arranjadas
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A formacdo de camadas auto-arranjadas na superficie de um transdutor
comum ganhou destaque devido a alta organizacdo da camada formada
decorrente da espontaneidade no processo termodinamico, e a simplicidade do
mesmo (LEE, 1990). O agente modificador é escolhido com a finalidade de
promover seletividade no reconhecimento de um analito ou um grupo de analitos,
dependendo do grupo funcional presente na extremidade livre do agente
modificador. As aplicagOes destes dispositivos variam, desde a quantificacdo de
espécies de interesse biologico (RAHMAN; ASIRI, 2015), biomimetizacéo
(CALVELO; VAZQUEZ; GARCIA-FANDINO, 2015), & estudos que avaliam a
velocidade de transferéncia eletrénica na superficie do eletrodo modificado

(FREIRE et al., 2003), entre outros.

Este tipo de modificagdo promove a formacdo de filmes com alta
regularidade e devido, principalmente, as interacdes entre as cadeias laterais
das moléculas do agente modificador. A interacdo lateral pode ocorrer entre
grupos funcionais presentes na extensao da cadeia, do agente modificador ou
até mesmo, entre as cadeias alifatica de diversos tamanhos. Ja a natureza da
modificacdo advém da formacdo de uma ligacdo covalente entre o agente
modificador e o transdutor embora, em alguns casos, a adsor¢cdo quimica pode

originar a formacao de filmes auto-arranjados (PRIME; WHITESIDES, 1993).

Eletrodos ou transdutores constituidos por metais nobres como o ouro,
paladio, platina e prata apresentam alta afinidade por agentes modificadores
contendo grupos doadores de pares eletrdnicos, tais como grupos tidlicos e
aminas. Durante o processo de ligacdo quimica envolvendo transdutor de ouro

e compostos tidlicos, a seguinte reacao deve ser considerada:
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R-SH+ M = R-S-M + H* + 1e- Reacéo 1

Além disto, eletrodos constituidos por estes metais apresentam uma
superficie susceptivel a diversos tipos de funcionalizacdo (RAGHEB; GEDDES,
1990). Estas superficies também apresentam uma ampla janela de potencial e
baixa corrente de fundo (CHEN; LI, 2006). Do ponto de vista bioldgico, 0s grupos
tiolicos atuam como sinalizadores celulares (MORAN; GUTTERIDGE;
QUINLAN, 2001; SEN, 1998) e sinalizadores redox do meio biolégico (ARRIGO,
1999), ja que se encontram na composicao de diversos peptideos, promovendo
0 enovelamento de determinadas proteinas, ocasionado pela formacao de
pontes de dissulfeto entre aminoacidos (FILOMENI; ROTILIO; CIRIOLO, 2002;

WEDEMEYER et al., 2000).

A alta afinidade por atomos de ouro deve-se ao fato do processo de
adsorcao ser termodinamicamente favoravel, com liberacao de 40 a 50 kcal/mol
(FORD; MASENS; CORTIE, 2006). A modificacdo de eletrodos de ouro pela
formacao de monocamadas auto-arranjadas de tidis se destaca, mais devido a
facilidade de preparacdo e a versatilidade de construgcdo da arquitetura
superficial do que a reprodutibilidade do processo em si. A utilizacdo desta
abordagem na construcéo de eletrodos modificados permite o ancoramento de
macromoléculas importantes como DNA (STEEL; HERNE; TARLOV, 1998),
enzimas (DONG; LI, 1997; GOODING; HIBBERT, 1999), proteinas e

aminoacidos (BOND et al, 1990) e at¢é mesmo metais, na forma de
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nanoparticulas (XU; HAN, 2004) ou complexos (MASKUS; ABRUNA, 1996)

sobre a monocamada construida.

Figura 1 - Figura ilustrativa referente & interac@o de alcanotiéis no reticulo de um eletrodo de
ouro em uma camada auto-arranjada. Os atomos de enxofre estdo representados em branco e
0s 4tomos que constituem o eletrodo de ouro estéo representados em amarelo — Figura propria.

Dentre esta classe de compostos sulfonados, os alcanotiéis com uma
extremidade funcionalizada (-NHz, -COOH) ganharam destaque porque esta
extremidade pode ser utilizada na obtengao um “design” especifico de superficie
(SAWAGUCHI; SATO; MIZUTANI, 2001). Deve-se atentar que a sensibilidade
do eletrodo modificado a certos analitos pode diminuir, dependendo da cinética
de transferéncia de carga heterogénea no eletrodo, que, normalmente, é
dependente tanto do tamanho da cadeia carbbnica saturada na monocamada de
tiol, quanto da presenca de outros grupos funcionais presentes na mesma. O
acido 3-mercaptopropionico (3-MPA) é um tiol de cadeira curta, com trés
unidades de carbono, e um grupamento carboxilico terminal, que pode ser
utilizado no ancoramento de proteinas como citocromo-c (ALLEN et al., 1984;

SONG et al., 1993) e outras moléculas biolégicas (LUCZAK, 2009).
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A caracterizacao da funcionalidade e reatividade superficial da camada
modificadora pode ser efetuada por meio de técnicas voltamétricas (GODINEZ;
CASTRO; KAIFER, 1996; SATO; MIZUTANI, 1998), técnicas capacitivas
(KAKIUCHI et al.,, 2000), medidas em balancas de quartzo (SUGIHARA;
SHIMAZU; UOSAKI, 2000), STM (Scanneling Tunneling Microscopy) (GIZ;

DUONG,; TAO, 1999) e AFM (Atomic Force Microscopy) (HU; BARD, 1997).

Quando se utilizam eletrodos metdlicos para desenvolvimento de
eletrodos modificados com camadas auto-arranjadas de tidis, a resposta
eletroquimica é altamente dependente da estabilidade e reprodutibilidade da
condigdo superficial do metal. Sendo assim, o pré-tratamento de eletrodos de
ouro deve proporcionar a obtencdo de uma superficie homogénea para o
ancoramento de tidis e 0 empacotamento das camadas auto-arranjadas

formadas (CARVALHAL; FREIRE; KUBOTA, 2005).

1.2.1 Superficie eletrédica

O empacotamento de agentes modificadores depende diretamente da
homogeneidade da superficie do eletrodo e, normalmente, defeitos na
monocamada afetam o comportamento eletroquimico do dispositivo (LI et al.,
2014). A rugosidade € um parametro importante na construcao de camadas auto-
arranjadas, ja que influencia diretamente a reprodutibilidade das medidas e o
empacotamento dos agentes modificadores. A heterogeneidade do eletrodo esta
associada tanto a utilizacdo de eletrodos de ouro policristalinos, os quais

possuem planos cristalograficos distintos disponiveis, quanto a presenca de
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moléculas adsorvidas ou 6xidos do material do eletrodo, pois em ambos 0s casos
a adsorcdo do agente modificador pode ocorrer com energias distintas,
resultando em um filme menos organizado. A fim de minimizar as imperfeicdes
na morfologia dos filmes formados e, concomitantemente aumentar a
organizagdo das moléculas modificadoras, € necessario efetuar um

procedimento de pré-tratamento da superficie do eletrodo.

Um maior recobrimento de tidis de cadeia carbdnica longa, na forma de
camadas auto-arranjadas, pode ser atingido ao realizar o pré-tratamento de
eletrodos de ouro com &gua régia, solucdo piranha ou até mesmo com polimento
mecéanico (FENG et al., 2011). Normalmente, superficies mais reprodutiveis sao
resultantes de uma somatdria de efeitos obtidos com os tratamentos quimicos e
eletroquimicos, o que minimiza a heterogeneidade do eletrodo (CARVALHAL;
FREIRE; KUBOTA, 2005). O estudo da reprodutibilidade destes eletrodos pode
ser realizado através da obtencdo de diversos parametros, dentre os quais a
area real (area ativa) da superficie eletrédica ganha destaque. A literatura
recomenda que tal parametro seja estudado através de capacitancia superficial,
adsorcdo de hidrogénio ou oxigénio (FISICA; MILANO, 1991). E possivel que o
calculo da area ativa seja realizado através dos dados fornecidos no pré-
tratamento eletroquimico de eletrodos de ouro, o qual promove a formacéo de
oxidos de ouro superficiais, e a posterior reducdo dos mesmos (HOOGVLIET et

al., 2000).

1.3 Eletrodos modificados com nanoparticulas
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Outros sistemas que tém apresentado grandes aplicacdes sdo aqueles
em que os dispositivos sao preparados utilizando nanomateriais, principalmente
as nanoparticulas metalicas. Efeitos benéficos tais como o0 aumento da
velocidade de transferéncia de carga na interface eletrodo/solugcao, efeito
eletrocatalitico e aumento de &rea ativa do dispositivo ja foram relatados
(WELCH; COMPTON, 2006). As nanoparticulas apresentam propriedades
Oticas, magnéticas, eletrbnicas e quimicas singulares, diferenciadas do material
macroestruturado ou “bulk” e tém sido utilizadas em dispositivos eletroquimicos
visando, principalmente, a determinacdo de moléculas de grande interesse
biolégico: tem-se ganho em sensibilidade e seletividade, em relacdo as
respostas obtidas com eletrodos convencionais (ALl et al., 2014; IKEGAMI et al.,
2011). Evidentemente, pardmetros como tamanho, formato e distribuicdo das
nanoparticulas séo fatores determinantes no favorecimento dos processos de

superficie.

As propriedades cataliticas de certas nanoparticulas podem resultar na
diminuicdo no potencial no qual ocorre uma certa reacdo quimica, aumentando
a reversibilidade do sistema em relacdo as respostas observadas com
macroeletrodos (WELCH; COMPTON, 2006). A modificacdo de eletrodos com
nanoparticulas de ouro tornou possivel a separacdo dos picos de oxidacdo da
dopamina e acido ascérbico (RAJ; OKAJIMA; OHSAKA, 2003). Os efeitos
cataliticos podem ser também resultantes da combinacdo entre as
nanoparticulas e o meio em que estas se encontram incorporadas. Um aumento
na sensibilidade de um eletrodo modificado para determinagdo de dopamina e
hidroguinona, foi observado em um eletrodo de carbono vitreo modificado com

nanoparticulas de ouro, sintetizadas e incorporadas no transdutor com albumina
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(MISCORIA; BARRERA; RIVAS, 2005). Este aumento na sensibilidade pode ser
atrelado a maior dispersédo das nanoparticulas presentes superficie modificada,

ocasionando uma melhora na velocidade de transferéncia de carga heterogénea.

O desenvolvimento de biossensores utilizando nanoparticulas de ouro
também ganha destaque, devido a possibilidade de transferéncia de carga direta
entre moléculas biolégicas e 0 macroeletrodo, evitando, assim, a necessidade
de um mediador (PINGARRON; YANEZ-SEDENO; GONZALEZ-CORTES,
2008). Processos redox de espécies como H202, O2 e NADH também séo
catalisados por eletrodos modificados com nanoparticulas de ouro (RASHID et

al., 2006).

Os precursores mais comumente utilizados no preparo de nanoparticulas
de ouro (=20 nm) sdo o cloreto de ouro (AuCl3) e o &cido tetracloroaurico
(HAuCls), reagentes utilizados em um dos métodos de sintese mais simples,
chamado de Turkevich (KIMLING et al., 2006; LEE; PARK, 2011), em que o
citrato de sodio age, semelhantemente, como agente redutor e dispersante.
Agentes redutores como hidroxifendis também promovem, dependendo da
acidez do meio, a reducdo do ouro presente nos compostos acima citados,
possibilitando uma fabricacdo controlada da morfologia das nanoparticulas de
ouro sintetizadas (SIRAJUDDIN et al., 2010). Uma outra forma de promover a
formacdo de nanoparticulas de ouro € através da utilizacdo de solugdo tampéao
MES (4cido 2-morfolinoetanosulfénico) e HEPES (acido 4 - (2 - hidroxietil)
piperazina - 1 - etano - sulfénico), mesmo que estas possuam maior dimensao

em relacdo as obtidas com o método de Turkevich (HABIB; TABATA; WU, 2005).
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1.4 Eletrodos de diamante dopado com boro

Transdutores eletroquimicos possuem caracteristicas que permitem sua
utilizacdo em diversas determinacdes, dependendo da espécie e o sistema a
serem analisados. Para cada medida, a escolha do material eletrodico é de
extrema importancia a fim de evitar interacdes indesejadas, além de manter

resultados comparaveis e reprodutiveis.

Eletrodos de carbono ganham destaque pelas vantagens apresentadas
em relacdo a outros eletrodos convencionais, possuindo uma boa faixa de
potencial de trabalho e superficies mais reprodutiveis, além de serem, em termos
de custo, facilmente adquiridos. Ainda assim, sua utilizacdo em sistemas com
analitos organicos € desfavoravel, devido a possivel adsorcdo quimica destas

moléculas, evitando a renovacéo superficial e causando blogueio de resposta

eletroquimica (BRETT; BRETT; TUGULEA, 1996). Tendo em vista estas
dificuldades apresentadas pelo eletrodo de carbono vitreo, a utilizacdo de
superficies de diamante ganham destaque, ainda que, a principio, formem uma
barreira isolante no transporte de carga do eletrodo. A fim de contornar tal
propriedade, foram desenvolvidos filmes de diamante dopados com boro, os
quais, presentes nos intersticios cristalograficos do diamante, promovem uma
maior condutibilidade ao longo do material eletrodico (RITA DE CASSIA

MENDES DE BARROS, 2007).

O eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB) apresenta corrente de
fundo menor em comparacao a outros eletrodos a base de carbono, pode ser
utilizado em aplicagdes que necessitam de uma janela de potencial ampla em
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solugdes aquosas (até 3,5V), além de estabilidade quimica por longos periodos.
Fatores como o nivel de dopagem de boro, a presenca de impurezas (carbonos
sp?) e os grupos presentes na superficie do eletrodo afetam diretamente suas

propriedades.

O pré-tratamento dos eletrodos de diamante dopados com boro permite a
modificacdo dos grupos funcionais superficiais, promovendo superficies de

carater hidrofébico ou hidrofilico (LOURENCAO et al., 2010).

O pré-tratamento eletroquimico catédico confere ao eletrodo uma
superficie com terminacfes de hidrogénio devido a varredura de potencial no
sentido negativo. O contrario € observado na superficie dos eletrodos
submetidos ao pré-tratamento eletroquimico anddico, aos quais sdo conferidas

terminacgdes oxigenadas, devido a varredura de potencial no sentido positivo.

O pré-tratamento térmico, dependendo da presenca ou auséncia de Oz na
atmosfera no qual for realizado, confere ao eletrodo mudancas nas terminacdes
superficiais, podendo estas obter um carater hidrofilico (terminacfes

hidrogenadas) ou hidrofébico (terminacdes oxigenadas).

A comparacéao entre os resultados apresentados por diferentes eletrodos,
na resposta de um mesmo analito, possibilita a maior compreensdo de um
sistema, fator este que motiva a utilizacdo do EDDB nas medidas comparativas

a serem realizadas neste trabalho.

1.5 Analitos de interesse
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O estresse oxidativo, caracterizado por um aumento na producédo de
espécies reativas oxidantes, do inglés, RNS (reactive nytrogen species) e ROS
(reactive oxigen species), causa danos significativos a componentes biologicos
de extrema importancia, como proteinas, lipideos e acidos nucleicos. Com a
finalidade de combater estes efeitos, a presenca de um sistema antioxidante
constituido por um conjunto de vias enzimaticas e nao-enzimaticas que
promovem a eliminacdo dos radicais livres do meio intracelular, é necessaria
(JACOB, 1995). Os grupos tidlicos presentes em moléculas como a cisteina e a
glutationa, abundantes no interior celular e envolvidas na regulagéo do potencial,
s8o capazes de inibir os efeitos de certos radicais livres, o que 0s torna

fundamentais no controle dos efeitos do estresse oxidativo.

O peréxido de hidrogénio, espécie reativa de oxigénio presente no meio
intracelular, € amplamente estudado e quantificado por técnicas eletroquimicas,
principalmente nas quais sdo utilizados compostos com grupos tidlicos
superficiais (POMPELLA et al., 2003). Embora, no meio celular, este atue como
agente oxidante, seu carater € dependente do valor de pH do meio, conforme as

Reacgdes 2 e 3.

H202 + 2H* + 2e" — 2H20 (agente oxidante) Reacgé&o 2

H202 + 20H" — O2 + H20 + 2e- (agente redutor) Reacéo 3

Assim como o peroxido de hidrogénio, os compostos inddlicos séo

encontrados no meio bioldgico e também atuam como sinalizadores
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intracelulares, além mesmo de, como farmacos, possuirem propriedades anti-
inflamatdrias, analgésicas e antioxidantes, alvos de alto interesse cientifico. A
investigacdo do comportamento redox de espécies bioldgicas através de
técnicas eletroquimicas permite a obtencdo de informacdes relevantes sobre os
mecanismos de atuacdo desta classe de compostos, principalmente devido a
semelhanca entre os produtos de reacgdo obtidos eletroquimicamente e via
enziméatica. Os processos de oxidacdo de derivados indélicos como triptofano,
um aminoacido precursor, e serotonina, um neurotransmissor, foram estudados
em eletrodos de carbono, ouro, platina e diamante dopado com boro (ENACHE;

OLIVEIRA-BRETT, 2011).
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2.0bjetivos

a. Preparar eletrodos de ouro modificados com camadas auto-arranjadas de
acido 3-mercaptopropidnico (3-MPA) e ancorar, sobre o 3-MPA,

moléculas de cisteina.

b. Desenvolver e otimizar metodologia para utilizar esta superficie como

superficie redutora para a formac&o de nanoparticulas de Au.

c. Avaliar a possibilidade de aplicacdo destes sensores para reducdo de
peréxido de hidrogénio e caracterizacdo eletroquimica de compostos
inddlicos. Comparacédo destes resultados com aqueles obtidos em

eletrodos de diamante dopado com boro.
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3.Materiais e Métodos

3.1 Reagentes e solugodes

As solucBes aquosas de &cido sulfdrico (H2SOs) 0,5 molLt foram
preparadas pela diluicdo do reagente comercial 97,5% em &gua deionizada. As
solucdes aquosas de acido cloridrico (HCI) 0,1 molL* foram preparadas pela
diluicdo do reagente comercial 37% em &gua deionizada. As solu¢des aquosas
de &cido nitrico (HNO3) 1,0 molL* foram preparadas pela diluicdo do reagente
comercial 65% em &agua deionizada. As solu¢des aquosas de hidroxido de
potassio (KOH) 0,5 molL? foram preparadas pela dissolucdo da quantidade
apropriada do reagente em agua deionizada. As solu¢gdes aquosas de hidroxido
de sédio (NaOH) 0,1 molL* foram preparadas pela dissolucdo da quantidade
apropriada do reagente em agua deionizada. A solu¢cdo denominada "piranha"
foi preparada a partir de um reagente comercial de &cido sulftrico 97,5% e uma
solucdo comercial de peroxido de hidrogénio 30%, ambos da Merck, em uma

proporcao de 1:1.

A solucdo tampéo fosfato 0,1 molL* pH 7,2 foi preparado pela dissolugéo
de quantidades apropriadas de fosfato dissédico (NazHPO4) e fosfato
monossadico (NaH2PO4) da Sigma-Aldrich em agua deionizada. As solucdes
aguosas de acido morfolinoetanossulfénico (MES) foram preparadas utilizando

o padréo Sigma-Aldrich. Estas solu¢des foram neutralizadas com solugéo NaOH,
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para a preparacdo do tampdo MES 0,2 molL?, pH 6,2, de modo a obter

proporc¢des iguais do acido e de seu respectivo sal.

As solucdes estoque de cisteina (CSH) na concentracdo de 0,1 molL™?
foram preparadas pela dissolugdo de quantidade apropriada de cloridrato de L-
cisteina anidra 98% Sigma-Aldrich em tampdo MES 0,2 molL'. A solucédo
etandlica estoque de &cido 3-mercaptopropionico (3-MPA) de 0,1 molL? foi
preparada pela diluicdo do padrédo do composto liquido 98%, em etanol anidro

da Sigma-Aldrich.

A solucdo estoque 10 mmolL?! de peréxido de hidrogénio (H202) foi
preparada a partir da diluicdo de solucdo padrdao 30% da Merck em agua

deionizada.

As solugbes aquosas estoque de indol, triptofano e serotonina foram
preparadas a partir da quantidade apropriada dos respectivos compostos na

concentragdo de 100 pmolL1.

Todos os reagentes foram de grau analitico, as solu¢des preparadas com

agua deionizada e utilizadas logo ap6s o preparo.

3.2 Célula eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula eletroquimica
constituida de um copo de vidro com capacidade volumétrica de 20 mL para

solucdo de eletrdlito de suporte. Foi utilizado um sistema eletroquimico
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convencional de trés eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho (ET) um eletrodo
de ouro (da marca Metrohm, com &rea geométrica = 0,071 cm?) para as medidas
referentes ao eletrodo com camadas auto-arranjadas, e um eletrodo de diamante
dopado com boro para medidas comparativas posteriores. Os eletrodos de
Ag/AgCI, KClsat) e um fio de platina foram utilizados como eletrodo de referéncia

(ER) e eletrodo auxiliar (EA), respectivamente.

Todos os reagentes foram de grau analitico e as solu¢des preparadas com

agua deionizada.

3.3 Equipamentos

Todas as solucdes foram preparadas com agua deionizada obtida de um
deionizador de osmose reversa GEHAKA modelo OS10LX. Um pH-metro
modelo 654 acoplado a um eletrodo de vidro, ambos da METROHM, foram
utilizados para as medicdes de pH. As medi¢des voltamétricas foram efetuadas
usando um potenciostato pAutoLab type lll, interfaceado a um computador

utilizando o software NOVA, versao 1.11.

3.4 Eletrodo modificado de EAu/3-MPA/CSH/AuNp

3.4.1 Pré-tratamento do eletrodo de ouro
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O eletrodo foi polido durante 1 minuto com suspensdes de alumina com
granulometria de 0,3 e 1,0 um sobre uma superficie de feltro. Em seguida, o
eletrodo foi imerso em solugéo "piranha" (H2SOa4c) + H202 30%, 1:1 v/v) por 5
minutos e, finalmente, imerso em etanol anidro por 10 minutos. Na sequéncia,
foram obtidos voltamogramas ciclicos (10 ciclos) em solucdo 0,5 molL?! de
H2SO4, no intervalo de potencial de -0,2V a 1,6V com velocidade de varredura
de 100 mVs™. O eletrodo foi lavado com &gua e etanol entre todas as etapas

acima descritas.

3.4.2 Formacado da camada auto-arranjada de 3-MPA sobre o eletrodo de

ouro

A formacao de camadas auto-arranjadas de ti6is sobre a superficie de um
eletrodo de ouro foi efetuada pela imerséo do eletrodo em solugédo do agente
modificador, 3-MPA. Os parametros como tempo de imerséo e concentracao da
solucéo etandlica de 3-MPA foram estudados a fim de otimizar as condi¢fes de
formacdo da camada auto-arranjada de 3-MPA sobre um eletrodo de ouro.
Estudos de dessorc¢éo eletroguimica em solugéo aquosa de KOH 0,5 molL%, no
intervalo de potencial de 0,0V a -1,3V com uma velocidade de varredura de 10
mVs foram utilizados para avaliar a reprodutibilidade da formagéo da camada
auto-arranjada de 3-MPA. A guantidade de 3-MPA ancorada na superficie do
eletrodo de ouro foi determinada usando a area dos picos de dessorgéo
registrados nos voltamogramas obtidos. O eletrodo assim modificado foi

denominado EAu/3-MPA. O procedimento de dessorcdo eletroquimica acima
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descrito foi adotado com a finalidade de estudar as condi¢Oes ideais para
ancoramento do 3-MPA sobre a superficie do eletrodo de ouro. Durante a
construcéo do eletrodo Au/3-MPA/CSH/AuNp, tal procedimento nao foi adotado
pois promove a dessorcdo do 3-MPA, impedindo o ancoramento das moléculas

de cisteina.

3.4.3 Ancoramento da cisteina sobre o eletrodo de ouro recoberto com 3-

MPA

O ancoramento de moléculas de cisteina sobre a superficie do eletrodo
Au/3-MPA foi efetuado pela imersdo do mesmo em solucdo de cisteina
(concentracdes variaveis) em tampao MES 0,2 molL. Parametros como tempo
de imerséao e concentracao da solucao de cisteina foram variados com o objetivo
de determinar a maior saturacao superficial dos sitios de ligacdo presentes na
molécula de 3-MPA. Apés este processo o eletrodo modificado foi lavado com

agua deionizada e denominado EAu/3-MPA/CSH.

3.4.4 Ativacéo eletroquimica do eletrodo Au/3-MPA/CSH

Para a ativacdo eletroquimica do EAuU/3-MPA/CSH, o eletrodo foi
transferido para uma célula eletroquimica contendo solucao tampéao fosfato 0,1
molLt pH 7,2, como eletrélito de suporte. Apds a imersédo dos eletrodos de

referéncia e auxiliar, foram efetuados voltamogramas ciclicos no intervalo de
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potencial de -0,2V a 0,3V com velocidade de varredura de 20 mVs?, até
estabilizacdo das correntes de pico do par redox tidlico na superficie do eletrodo

(= 100 ciclos).

3.4.5 Formacdo de nanoparticulas de ouro a partir das moléculas de

cisteina ancorada na superficie do eletrodo Au/3-MPA/CSH

Para construgdo do eletrodo modificado de Au/3-MPA/CSH/AuNp,
aplicou-se 20 pL de solucédo aquosa 1 mmolL* de HAuCls, preparada em solucéo
tampéo pH 4,7, na superficie do eletrodo de Au/3-MPA/CSH, a fim de avaliar se
0s grupos tidlicos (-SH) das moléculas de cisteina imobilizadas no eletrodo Au/3-
MPA eram capazes de promover a reducao de ouro em solugdo na forma de
nanoparticulas. O procedimento de construcao do eletrodo modificado de Au/3-
MPA/CSH/AUNpT foi distinto, no qual aplicou-se 20 pL de solucdo de
nanoparticulas de ouro preparadas utilizando o método de Turkevich (KIMLING
et al., 2006), a fim de promover o ancoramento direto destas nos grupos tiélicos

superficiais do eletrodo de Au/3-MPA/CSH.

3.4.5.1 Sintese de nanoparticulas de ouro utilizando o método de

Turkevich

Adicionou-se 2 mL de uma solugéo 0,1% de CsHsNasOv (citrato de sodio)

a 1 mL de uma solucéo 3,4 mmolL* de HAuUCls preparada em solugéo 0,1 molL-
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1 de HCI. O pH da solucéo foi ajustado para 6,0 com solucédo 0,1 molL* de
hidréxido de sdédio, e seu volume foi completado até 20 mL. A solugéo foi
aquecida até a ebulicdo, durante 15 minutos sob constante agitacdo. A coloragéo
da solugédo, previamente transparente, adotou uma coloracdo vermelha

(indicativo do tamanho das nanoparticulas de ouro formadas).

3.4.6 Fluxograma do procedimento experimental

Passo 4: Passo 7:
Imerséo em solugdo etandlica de 1%%_1
ELETRODO DE OURO 3-MPA solugdo tampéio
t e c varidveis . ”p
acetato/dcido acético pH
4,75
Passc? 3:, .
Voltametria ciclica
0,5 molL™* H,50,
— -0,2V< Eppy<1,6V
100 mVs, 20 ciclos
Passo 1: >
Polimento
mecdnico
~ Passo 5: Passo 6:
Suspensdo de ~ .
X Imersdo em Voltametria ciclica
alumina 1,0 e solugdo de L- Tampdo Fosfato
0,1um Passo 2: cisteina em 0,1moll! pH 7,2
1 minutos Solugdo “Piranha” solugdio tampdo -0,2V< Ep, 50,3V
(1:1 H,SO,: 30% H,0,) MES 0,1molL pH 10mVs?, 100
5 minutos 6,2 ciclos
+ t e c varidveis
Imerséo em Etanol
10 minutos

Figura 2 - Fluxograma do procedimento experimental adotado na constru¢do do eletrodo de
Au/3-MPA/CSH/AuNp. Entre cada uma das etapas citadas, o eletrodo foi lavado com agua e
etanol.
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3.4.7 Reducdo de perdxido de hidrogénio

O eletrodo Au/3-MPA/CSH/AuNp e demais eletrodos foram transferidos
para uma célula eletroquimica contendo solucédo tampéo fosfato 0,1 molL* pH
7,2, como eletrélito suporte e, em seguida, procedeu-se a obtencdo do
voltamograma ciclico no intervalo de -0,2V a 0,3V com velocidade de varredura
de 10 mVs™t. Em seguida, obtiveram-se voltamogramas ciclicos nas mesmas
condicdes, mas apds adicdo de volumes adequados de solucdo 1 mmolL? de
perdxido de hidrogénio de modo a obter concentracdes de 100, 200, 300 e 400

umolL! na célula eletroquimica.

3.5 Calculo da area ativa do eletrodo de ouro

O calculo da éarea ativa (4,) foi feito usando-se a razdo entre a carga
referente ao processo de reducdo observado nos voltamogramas de pré-
tratamento do eletrodo de ouro em solucdo 0,5 molL* de H2S04, Q,,, (vide secéo
3.4.1 - Materiais e Métodos) e um valor empirico referente a quantidade de carga,
equivalente a 390 uCcm, do mesmo processo em um eletrodo de ouro com 1

cm? de area real, Figura 3, conforme indicado na Equacéo 1.
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Figura 3 - Voltamograma ciclico de limpeza eletroquimica em H2SO4, no qual a area em
destaque representa a dessorcao de oxigénio presente na forma de 6xido de ouro.

A, = Qm/KC Equacédo 1

em que:
A, . areareal ou area ativa (cm?);
Q,, : carga referente a integracao do pico de reducao (C);

K.: carga referente a integracdo do pico de reducédo para eletrodo de ouro

com 1 cm? de area ativa (390 pCcm?), (BENITES et al., 2014).

3.6 Calculo do recobrimento superficial do eletrodo de ouro

com 3-MPA
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O recobrimento superficial (I's_ypa) foi calculado usando a carga referente
ao pico voltamétrico referente a dessorcado do 3-MPA (Ep,c1) em solucéo 0,5

molL! de KOH (vide secdo 3.4.2 - Materiais e Métodos), usando a equacao:

[3_mpa = Q/nFA Equacao 2

em que:
Q: carga do pico (C);

n: namero de elétrons (n = 1);

F: constante de Faraday (F = 96485 C);

A: area ativa do eletrodo (cm?);

3.7 Eletrodo de diamante dopado com boro

3.7.1 Limpezado eletrodo

Para o procedimento de limpeza, o eletrodo de diamante dopado com boro
e demais eletrodos foram transferidos para uma célula eletroquimica contendo

solucdo de A&cido nitrico 1,0 molL?t, e, em seguida, foram efetuados 20
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voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial de -2,5V a 3,0V com velocidade

de varredura de 100 mVs* (BUORO et al., 2014).

3.7.2 Tratamentos de Superficie

3.7.2.1 Tratamento catédico (c-EDDB)

Apos a limpeza do eletrodo, este e os demais eletrodos foram transferidos
para uma célula eletroquimica contendo solucdo de acido sulfdrico 1,0 molL?,
como eletrélito suporte e, 10 voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial de
0,0V a -2,5V com velocidade de varredura de 100 mVs* foram efetuados. Em
seguida, o eletrodo de trabalho foi lavado com agua e etanol (BUORO et al.,

2014).

3.7.2.2 Tratamento anddico (a-EDDB)

Apos a limpeza do eletrodo, este e os demais eletrodos foram transferidos
para uma célula eletroquimica contendo solucdo de acido sulfdrico 1,0 molL*,
como eletrélito suporte e, 10 voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial de
0,0V a 2,5V com velocidade de varredura de 100 mVs? foram efetuados. Em
seguida, o eletrodo de trabalho foi lavado com agua e etanol (BUORO et al.,

2014).
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3.7.2.3 Tratamento térmico (0o-EDDB)

Apés a limpeza do eletrodo, este foi submetido a 400°C em um forno por
4 horas sob vazdo de ar constante de 5 Lminl. Em seguida, o eletrodo de

trabalho foi lavado com agua e etanol (LOURENCAO et al., 2010).

3.7.3 Determinacdo dos compostos inddlicos por técnicas voltamétricas

O eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB), foi denominado a-
EDDB (tratamento anddico), c-EDDB (tratamento catddico) e o-EDDB
(tratamento térmico). ApGs cada tratamento de superficie, 0 EDDB foi transferido
para uma célula eletroquimica contendo 100 umolL! do analito (os analitos
estudados foram o indol, a serotonina e o triptofano) em célula em solugéo

tampao fosfato 0,1 molLt pH 7,2, como eletrélito suporte.

Em seguida, procedeu-se a obtencéo de voltamogramas ciclicos (3 ciclos)
no intervalo de 0,0V a 1,2V para cada tratamento e para cada analito, com
velocidade de varredura de 100 mVs™. As voltametrias de onda quadrada foram
conduzidas em uma célula eletroquimica contendo 100 pmolL?! do analito (os
analitos estudados foram o indol, a serotonina e o triptofano) em célula em
solucdo tampéo fosfato 0,1 molL? pH 7,2, como eletrélito suporte, a uma

frequéncia de 25 Hz, e amplitude de pulso de 30 mV, em uma janela de potencial
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de 0,6V a 1,2V, no caso do indol e triptofano, e em uma janela de potencial de

0,2V a 1,2V, no caso da serotonina.
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4.Resultados e Discussao

4.1 Eletrodo modificado de Au/3-MPA/CSH/AuUuNp

4.1.1 Pré-tratamento eletroquimico do eletrodo de ouro em H2SO4

A Figura 4 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos com dois
eletrodos de ouro, denominados aqui, Eletrodo 1 e Eletrodo 2, em solucao de
H2S04 0,5 molL. Ambos os eletrodos séo policristalinos, possuem mesma area

geométrica e foram obtidos do mesmao fabricante (Metrohm).
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E vs. Ag/AgCl, KCI_,, IV

Figura 4 - Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodos de Au em solugéo 0,1molL! de H2SO4
para o Eletrodo 1 (=) € 0 Eletrodo 2 (== =—=).

Parametros experimentais: v = 0,100 mVs?; -0,2V < Eap < 1,6V.

O Eletrodo 1 apresentou um processo de reducdo em 0,9V, contrario ao
Eletrodo 2, que apresentou processos de reducdo em dois potenciais distintos,
0,7V e 0,9V. Como ambos os eletrodos sdo comercialmente semelhantes, a
diferenca de comportamento pode ser resultante do plano cristalografico
superficial disponivel neste eletrodo. Além disto, o0 posterior ancoramento
superficial do 3-MPA no Eletrodo 2 néo foi possivel (dados ndo apresentados).
Em ambos eletrodos, o processo de oxidacdo ocorre em um amplo intervalo de
potencial, indicativo da formag&o dos 6xidos de ouro de diversas valéncias na
superficie eletrédica. Evidentemente, o processo de reducdo € altamente
dependente da valéncia do ouro nos diferentes 6xidos formados e pode ser
indicativo da homogeneidade da estrutura superficial final do eletrodo pré-
tratado. Neste caso em particular, observou-se que tanto o processo de

oxidagao, quanto o de reducgéo no Eletrodo 2, ocorre em diversas etapas, dados
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estes que indicaram que a superficie do Eletrodo 2 é menos homogénea do que

a superficie do Eletrodo 1.

Na construcao de eletrodos modificados por camadas auto-arranjadas, o
pré-tratamento do eletrodo de ouro tem a finalidade de promover uma
homogeneizacdo prévia da superficie eletrodica para o posterior ancoramento
de moléculas de interesse. O procedimento envolveu trés etapas: polimento
mecéanico, tratamento quimico e tratamento eletroquimico. O polimento
mecanico de eletrodos metalicos foi realizado com suspensfes de materiais
relativamente duros a fim de promover um aumento uniforme da rugosidade
superficial. Solugcbes de alumina em diferentes granulometrias foram utilizadas
no polimento mecéanico de eletrodos de ouro, enquanto suspensdes de
diamante, aparentemente, ndo promoveram um polimento significativo. No
entanto, a utilizacdo de alumina acaba por deixar a superficie do eletrodo
contaminada com esta suspensado, prejudicando a reprodutibilidade dos
resultados obtidos. O tratamento quimico feito aqui foi a lavagem da superficie
do eletrodo com uma solucéo altamente oxidante, no caso a solucéo "piranha”
(1:1 de H2S04/ H202 30%), a fim de eliminar moléculas organicas que pudessem
estar adsorvidas na superficie metalica, porém como a utilizacdo desta solucdo
também promove a formacédo de 6xidos superficiais, realizou-se posteriormente,
o tratamento eletroquimico. Este dltimo, que consistiu na ciclagem do eletrodo
de trabalho em solugdo de H2SO4 0,5 molL?, teve como objetivo a eliminagéo
dos 6xidos superficiais formados durante o tratamento quimico, por reducdo do

metal.

Através dos voltamogramas ciclicos obtidos durante os pré-tratamentos

efetuados, foi possivel obter a carga do pico de reducdo do ouro, e calcular a
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area ativa do eletrodo (vide secédo 3.5 - Materiais e Métodos). Esta carga,
corresponde a dessorcdo da monocamada de oxigénio presente na forma de
oxidos superficiais. Este valor foi dividido pelo valor da carga, equivalente a 390
uCcm=2, necesséaria para promover a dessorcdo de uma monocamada de
oxigénio presente em um eletrodo de ouro com 1 cm? de area ativa (BENITES

et al., 2014).

Este procedimento foi indispensavel, ja que a area ativa do eletrodo
variava muito entre medidas consecutivas, apesar de se efetuar exatamente o
mesmo tratamento superficial do eletrodo. Em udltima instancia, a area ativa do
eletrodo de ouro irA determinar a quantidade de 3-MPA superficialmente
imobilizada e se a superficie do metal estara ou nao totalmente recoberta pelo
composto tidlico. Evidentemente, esta etapa afetara diretamente a proxima etapa
de arquitetura molecular da superficie do ouro, ou seja, a etapa de imobilizacdo
da cisteina. Deste modo, ao dividir o valor experimental da carga superficial de

reducdo do metal, Q,,, por 390 uCcm, normalizaram-se os resultados obtidos.

4.1.2 Otimizacdo das condi¢cOes experimentais para o recobrimento do

eletrodo Au/3-MPA — Avaliacao da reprodutibilidade do processo de

Adsorcao/Dessorcao de 3-MPA

O recobrimento superficial ('), ou grau de saturacdo, da superficie

eletrddica, € um parametro importante na construcao de eletrodos modificados
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por monocamadas auto-arranjadas. Através destes valores, pode-se verificar se
a superficie estd completamente recoberta, a fim de minimizar interagbes da

cisteina com a superficie eletrodica ndo modificada.

A adsorc¢dao de tidis na superficie de um eletrodo de ouro é pela formacéo
de uma ligacdo covalente termodinamicamente favoravel entre o enxofre
presente no tiol e o ouro metéalico. A Reacdo 1 (vide secdo 1.2.1 - Introducéao)

Mmostra este processo.

Uma das melhores abordagens a fim de obter informacfes acerca da
quantidade de matéria do agente modificador sobre a superficie eletrédica é

através do processo de dessorcdo eletroquimica.

Na obtencdo da arquitetura molecular que se deseja, (EAu/3-
MPA/CSH/AuNp), a dessorcdo redutiva do 3-MPA sobre a superficie de ouro
teve a finalidade de avaliar qual deveria ser a concentracdo da solucao de 3-
MPA para obtencdo de um recobrimento total da superficie do eletrodo de ouro.
Ainda assim, deve-se atentar que um excesso de moléculas de 3-MPA, que nao
estejam ligadas ao ouro, pode ser tdo prejudicial quanto a exposicdo da
superficie eletrddica a cisteina, que pode resultar na formacdo de multiplas

camadas e ndo de uma monocamada de cisteina sobre o 3-MPA.

As Reacdes 4 e 5 descrevem o processo de dessorcdo do 3-MPA em
meio &cido e alcalino. Do ponto de vista experimental, os dados de dessorcao
sdo obtidos por voltametria ciclica do eletrodo de ouro recoberto com 3-MPA,

EAu/3-MPA, em solugdo de KOH 0,5 molL™.
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R-S-M + lee = R-S + M (meio alcalino) Reacéo 4

R-S-M + H* + 1le = R-SH + M (meio acido) Reacédo 5

A dessorc¢do redutiva em meio alcalino origina uma superficie carregada
negativamente (R-S°), que devido ao alto grau de solvatacdo, ndo é reoxidada e

reincorporado na superficie eletrodica.

Antes de cada recobrimento do eletrodo com 3-MPA, o eletrodo foi tratado
como descrito na parte experimental e foram obtidos os voltamogramas ciclicos
em H2S04 0,5 molL?! para reducdo da camada de 6xido do metal. A Figura 5
mostra 0s voltamogramas ciclicos obtidos durante os pré-tratamentos do
eletrodo de ouro em H2SOa4, para 3 conjuntos diferentes de dados. ApoOs o
Tratamento 1, o eletrodo foi imerso em uma solucdo 5 mmolL* de 3-MPA; apés
o Tratamento 2, em solucdo 10 mmolL? de 3-MPA e apés o Tratamento 3, em
solucdo 25 mmolL* de 3-MPA, apés os quais, os voltamogramas de dessorcdo

do 3-MPA em solugéo 0,5 molL"* KOH foram obtidos, Figura 6.
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Figura 5 - Voltamogramas ciclicos (10° ciclo) obtidos com o eletrodo de Au em solugéo 0,5 molL-
1 de H2S04 usando o eletrodo de ouro apos tratamento com solugdo "piranha”, previamente
polido em suspenséao de alumina (0,1um e 1 um).

Parametros experimentais: v = 100 mVs?; -0,2V < Eap < 1,6V.

(== ==) Tratamento 1, (eee) Tratamento 2 e (====) Tratamento 3.
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Figura 6 - Voltamogramas ciclicos (1° ciclo) obtidos em solucdo 0,5 molL! de KOH apds a
imersao do eletrodo de Au em solugdes etandlicas com concentragcdes distintas.

Parametros experimentais: v = 50 mVs?; -0.1V < Eap < -1,3V.
(== =) 5 mmolL, (eee) 10 mMmOIL! & (====) 25 mmolL-1,
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O recobrimento superficial para cada concentracdo de 3-MPA utilizada foi
calculado de acordo com a Equacéao 2 (vide secdo 3.6 - Materiais e Métodos),
levando em consideragdo a area ativa normalizada, obtida a partir dos dados

apresentados na Figura 6.

1.20- .
1.15-
1.10
1.05-
1.00-
0.951
0.90 .
0.85 +—————
5 10 15 20 25
Concentracgao / moIL'1

I'vpa/ 10"2 mol cm?

Figura 7 - Curva de recobrimento superficial (I's_ypa)) para o eletrodo de EAu/3-MPA ao variar
as concentrac6es da solucdo de imerséo de 3-MPA.

Como pode ser observado pelos dados apresentados na Figura 7, ndo ha
correlacéo entre a carga de dessorcao obtida para o pico Ep,cz. Estes resultados
estdo associados a existéncia de dois processos de redugdo, que ocorrem em
diferentes potenciais, -0,78V (Ep,c1) e -0,98V (Ep,cz2), provavelmente devido a

diferentes energias de dessorcao, que refletem formas diferentes de organizacéo
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das moléculas de 3-MPA sobre a superficie do eletrodo de ouro. E de se esperar
que o processo detectado em Ep,c1 esteja associado a dessorgcdo das moléculas
que estdo desorganizadas na superficie do eletrodo, ocorrendo portanto a
potenciais menos negativos. Ao contrario, o processo detectado em Ep,cz,
reflete a dessorgdo das moléculas que se encontram de forma organizada, cujas
cadeias laterais propiciam uma maior interacao entre si e, justamente por este

motivo, o processo foi observado a potenciais mais negativos.

De acordo com os valores obtidos, ndo foi possivel escolher uma
concentracéo ideal a ser utilizada, pois os resultados para experimentos em
triplicatas (dados ndo mostrados), ndo foram reprodutiveis. Por outro lado, de
acordo com os voltamogramas obtidos, é possivel notar que a quantidade de
moléculas referentes aos defeitos na monocamada (Ep,c1) é alta, e este € um
fator que pode atrapalhar a continuidade da construcado do eletrodo proposto.
Sendo assim, foram realizadas medidas a fim de investigar como minimizar a

producao de defeitos durante a etapa de adsorcao do 3-MPA.

A formacdo de monocamadas auto-organizadas € altamente dependente
do tempo de imersdo do eletrodo na solugdo do agente modificador. Sendo
assim, usando ainda as curvas de dessorcao, avaliou-se o efeito do tempo de
imersédo do eletrodo de ouro em solu¢cdo em uma solu¢do com concentracao fixa
de 3-MPA. A Figura 8 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos apés trés pré-
tratamentos consecutivos do eletrodo de ouro em solucdo de H2SOa4 0,5 molL™,
0s quais foram, entdo, imersos em solu¢cées de 3-MPA de concentragcédo 25
mmolL! por tempos distintos: Tratamento 1: 1 hora, Tratamento 2: 2 horas e

Tratamento 3: 4 horas. Em seguida, a curva de dessorcao foi obtida, Figura 9.
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Figura 8 - Voltamogramas ciclicos (10° ciclo) obtidos com o eletrodo de Au em solucéo 0,5 molL-

! de H2S0O4 usando o eletrodo de ouro ap6s tratamento com solugdo "piranha”, previamente
polido em suspenséo de alumina (0,1um e 1 um).

Parametros experimentais: v = 100 mVs?, -0,2V < Eap < 1,6V.

(== ==) Tratamento 1, (eee) Tratamento 2 e (====) Tratamento 3.

1uA

-
-
-
- wom =" .
" e mm'a

1.2 1.0 -08 -06 -04 -0.2
E vs. Ag/AgCl, KCI,_., 1V

55



Figura 9 - Voltamogramas ciclicos (1° ciclo) obtidos com o eletrodo de Au/3-MPA em solucao
0,5 molL* de KOH apds a imersédo do eletrodo de ouro em solucdo etandlica 25 mmolL* de 3-
MPA por tempos distintos.

Parametros experimentais: v =50 mVs?, -0,1V < Eap < -1,3V.

(== ==) 1 hora, (eee) 2 horas e (=) 4 horas.

Os dados apresentados na Figura 9 permitem concluir que, quanto maior
o tempo de imersédo do eletrodo de ouro em uma solucédo de 3-MPA, menor é a
quantidade superficial de moléculas desorganizadas, ja que a corrente em Ep,C1,
diminuiu drasticamente. Este resultado estd em concordancia com dados

observados na literatura (FISICA; MILANO, 1991).

A Figura 10 apresenta o recobrimento superficial (I5_ypa) referente ao
processo Ep,c1 de dessor¢gdo das moléculas desorganizadas na superficie do
eletrodo de ouro. Apesar da menor quantidade superficial deste material ter sido
observada para tempos de imerséo 4 horas, optou-se por utilizar o tempo de 2
horas para esta etapa, ja que, tempos superiores ndo sdo compativeis com a
intencao de utilizar um tempo minimo para a construcdo do eletrodo modificado

proposto.
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Figura 10 - Curva de recobrimento superficial (I;_ypa) para o eletrodo EAu/3-MPA como func¢éo
do tempo de imersdo em solu¢do 25 mmolL! de 3-MPA.

Como nao foi possivel obter um valor de concentracéo de 3-MPA ideal na
construcdo do eletrodo modificado, a concentragcdo de 25 mmolL* foi adotada

para continuidade do trabalho.

4.1.3 Ancoramento da cisteina e ativacao eletroquimica

O processo de ancoramento de cisteina é altamente dependente do pH,
ja que se baseia na interacéo eletrostatica originada entre a forma desprotonada
do grupo carboxilico superficial presente no 3-MPA e a forma protonada do grupo
amina presente na cisteina. Sendo assim, o ancoramento deve ser realizado em
um valor de pH intermediario entre os valores de pKa do grupo carboxilico (pKa
= 5,49) e do grupo amina (pKa = 10,78). O tamp&o MES 0,2 molL"! foi utilizado

por possuir um valor de pKa = 6,15, proporcionando, entdo, um meio ideal para
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0 ancoramento da cisteina, uma vez que o mesmo, diferentemente dos tampdes
fosfato e acetato/acido acético, ndo tem propriedades de complexagéo de metais

em geral.

02 01 00 01 02 03
E vs. Ag/AgCl, KCI_,/ V

Figura 11 - Voltamogramas ciclicos (1°, 50° e 100° ciclo) da ativagdo eletroquimica do eletrodo
Au/3-MPA/CSH obtido em solugdo tampao fosfato 0,1molL* pH 7,2.

Parametros experimentais: v = 20 mVs?, -0,2V < Eap < 0,3V.

Os dados apresentados na Figura 11 mostram que somente ap4s Varios
ciclos, respostas significativas de corrente para o par redox RSSR/RSH foram
observadas. A auséncia de sinal nos primeiros ciclos, pode ser atribuida a
dificuldade no transporte de carga na superficie do eletrodo, ocasionada pela
distancia entre as moléculas de 3-MPA e cisteina eletrostaticamente ligadas.
Sendo assim, adotou-se a ciclagem em tampao fosfato, a baixas velocidades de

varredura, como um procedimento de ativacao eletroquimica, a fim de diminuir a
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distancia entre as moléculas e promover um aumento no transporte de carga na
camada modificadora (OLIVEIRA; SERRANO, 2014). N&o se sabe se, apos o
procedimento de ativacado, a interacao entre ambas as moléculas continua sendo
de carater eletrostético ou se ha a formacdo de uma ligacdo amidica com a

eliminacado de uma molécula de agua.

A Figura 11 ilustra o 1° e o 100° ciclo do processo de ativacéo
eletroquimica, sendo, entdo, visivel, que com o aumento do numero de ciclos, 0

par redox presente fica mais evidente.

A fim de otimizar o processo de ancoramento da cisteina na superficie do
3-MPA, parametros como tempo de imersdo e concentracdo da solucdo de
cisteina sado cruciais. No entanto, avaliou-se previamente, se a concentracao de
3-MPA, usada na primeira etapa de preparacao do eletrodo, teria influéncia na
resposta eletroquimica do par redox RSSR/RSH. Fixou-se em 1 hora, o tempo
de imerséo do eletrodo de ouro em solu¢cdes de concentracdes variaveis (10 e
25 mmolL1) de 3-MPA, mantendo o tempo de imersdo em solugdo 25mmolL*

de cisteina fixo em 1 hora.

As Figuras 12, 13 mostram os voltamogramas ciclicos obtidos em tampéao
fosfato, pH 7,2, durante os processos de ativagcdo eletroquimica para as duas
modificac6es usando as concentragbes 10 e 25 mmolL! de 3-MPA, enquanto a

Figura 14 mostra o 100° ciclo de cada procedimento.

59



02 01 00 01 02 03
E vs. Ag/AgCl, KCI,_, IV

Figura 12 - Voltamogramas ciclicos (100 ciclos) da ativac@o eletroquimica do eletrodo Au/3-
MPA/CSH em solucdo tampao fosfato 0,1molL* pH 7,2.

Parametros experimentais: v = 20 mVs?, -0,2V < Eap < 0,3V.

Preparo do eletrodo Au/3-MPA/CSH: [3-MPA]: 10 mmolL1.

-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3
E vs. Ag/AgCl, KCI(sat)/ \'

Figura 13 - Voltamogramas ciclicos (100 ciclos) da ativacdo eletroquimica do eletrodo Au/3-
MPA/CSH em solugdo tampéo fosfato 0,1molL* pH 7,2.

Parametros experimentais: v = 20 mVs?, -0,2V < Eap < 0,3V.

Preparo do eletrodo Au/3-MPA/CSH: [3-MPA]: 25 mmolL1.
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-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3
E vs. Ag/AgCl, KCI(sat)/ \"

Figura 14 - Voltamogramas ciclicos (100° ciclo) da ativacdo eletroquimica do eletrodo Au/3-
MPA/CSH em solugdo tampéo fosfato 0,1molL* pH 7,2.

Parametros experimentais: v = 20 mVs?, -0,2V < Eap < 0,3V.

Preparo do eletrodo de Au/3-MPA/AuNp: [3-MPA]: (== ==) 10 mmolL? e (====) 25 mmolL-.

Como decorre dos resultados apresentados, mudancgas significativas ndo
foram observadas para o par redox tidlico, seja em termos de potencial de pico
ou de corrente de pico, o0 que indica que a concentracdo de 3-MPA gue serve
como plataforma para o ancoramento da cisteina ndo € um parametro limitante,
desde que se utilize uma concentracdo minima de 3-MPA para garantir o

recobrimento completo da superficie eletrodica.

O segundo parametro estudado na construcdo do eletrodo de
Au/3-MPA/CSH foi o tempo de imersao da solucéo de cisteina. As Figuras 15 e
16 mostram os voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/3-
MPA/CSH durante o procedimento de ativacéo eletroquimica de dois eletrodos

modificados construidos com tempos de imersdo de 1 hora e 24 horas em
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solucdo 25 mmoL™* de cisteina. Os voltamogramas obtidos para a 100°

varredura, em ambas as condi¢cdes sdo apresentados na Figura 17.

0,2 -01 0,0 0,1 0,2 0,3

E vs. Ag/AgCl, KCI(sat)l \"

Figura 15 - Voltamogramas ciclicos (100 ciclos) da ativacdo eletroquimica do eletrodo Au/3-
MPA/CSH em solucdo tampao fosfato 0,1molL* pH 7,2.

Parametros experimentais: v = 20 mVs?, -0,2V < Eap < 0,3V.

Preparo do eletrodo de Au/3-MPA/AuNp: [t(h)]: 1 hora.
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-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3
E vs. Ag/AgCl, KCI(sat)l \'

Figura 16 - Voltamogramas ciclicos (100 ciclos) da ativagdo eletroquimica do eletrodo Au/3-
MPA/CSH em solucdo tampao fosfato 0,1molL* pH 7,2.

Parametros experimentais: v = 20 mVs?, -0,2V < Eap < 0,3V.

Preparo do eletrodo de Au/3-MPA/AuNp: [t(h)]: 24 horas.

02 -1 00 01 02 03
E vs. Ag/AgCl, KCI_, / V

Figura 17 - Voltamogramas ciclicos (100° ciclo) da ativagdo eletroquimica do eletrodo Au/3-
MPA/CSH em solucdo tampao fosfato 0,1molL* pH 7,2.

Parametros experimentais: v = 20 mVs?t, -0,2V < Eap < 0,3V.

Preparo do eletrodo de Au/3-MPA/AUNp: [t(h)]: (== ==) 1 hora, ( === 24 horas.
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Os resultados obtidos com tempo de imersao de 24 horas foram similares
aqueles em que o tempo de imersao foi de 1 hora, um indicativo de que o
processo de ativagéo eletroquimica pode proporcionar, ndo s6 uma melhora na
velocidade da reacdo de transferéncia de carga no eletrodo, como também
auxiliar na aceleracdo do procedimento de montagem do eletrodo. Além disto,
deve-se atentar que o valor de AE, é menor para menores tempos de imerséo

em relacdo ao observado para o tempo de 24 horas.

O terceiro parametro avaliado foi a concentracao da solucdo de cisteina
para imersdo do EAu/MPA; foram utilizadas solugbes com concentracdes de
25 mmolL?t e 0,1 molL?, fixando-se o tempo de imersédo em 1 hora. A Figura 18
mostra o0s voltamogramas ciclicos (100° ciclo) para ambas as ativacdes
eletroquimicas do EAuU/MPA/CSH em tampao fosfato, 0,1 molLt. Observou-se
maiores valores de corrente de pico do par redox tidlico superficial quando a

concentragdo da solucéo de cisteina foi 0,1 molL™.
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-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3
E vs. Ag/AgCl, KCI(sat)l \'

Figura 18 - Voltamogramas ciclicos (100° ciclo) da ativagdo eletroquimica do eletrodo Au/3-
MPA/CSH em solucdo tampao fosfato 0,1molL* pH 7,2.

Parametros experimentais: v = 20 mVs?, -0,2V < Eap < 0,3V.

Preparo do eletrodo Au/3-MPA/CSH: [CSH]: (====) 25 mmolIL* € (== ==) 0,1 molL1.

Embora os estudos de dessor¢cao de MPA tenham mostrado que € muito
dificil se obter resultados reprodutiveis no que tange ao valor do recobrimento
superficial com 3-MPA, o contréario foi observado para os resultados obtidos no
ancoramento da cisteina e portanto, esta Ultima etapa foi usada como controle.
Com base nestes resultados, adotou-se a solugéo de concentragédo 0,1 molL*

de cisteina para a obtencéo do eletrodo de Au/3-MPA/CSH.

4.1.4 Efeito da lavagem superficial do eletrodo Au/3-MPA/CSH

ApOs o0 processo de ativagdo eletroquimica dos eletrodos de Au/3-

MPA/CSH, avaliou-se o efeito da lavagem superficial do mesmo a fim de verificar
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a estabilidade das camadas de cisteina ancoradas sobre as moléculas de 3-
MPA. Como este ancoramento foi realizado em solugdo tampao MES
0,2 molL? pH 6,2, a fim de promover a interacdo eletrostatica entre o grupo
carboxilato superficial presente no eletrodo Au/3-MPA e o grupamento amino
presente nas moléculas de cisteina, escolheu-se para a lavagem, o tampéao
acetato/acido acético com pH 4,75, valor de pH menor do que o valor de pKa dos
grupos carboxilato no MPA (pKa = 5,49). Verificou-se, com este procedimento,
que a acidez do meio nao foi suficiente para deslocar as moléculas de cisteina
da superficie do eletrodo, Figura 19. Como as solu¢des de tetracloroaurato (l11)
foram preparadas em tamp&o acetato, pH 4,75, era de fato necessario saber se
a modificacdo 3-MPA/CSH se mantinha inalterada durante o procedimento de

lavagem e incorporacao das nanoparticulas de ouro.

02 -1 00 01 02 03
E vs. Ag/AgCI, KCI_, I V

Figura 19 - Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo modificado Au/3-MPA/CSH em
solugédo tampéo fosfato 0,1molL-1 pH 7,2, apés lavagem com (=) agua e (=) tampéo
acetato/acido acético 0,1molL* pH 4,7.

Parametros experimentais: v = 20 mVs?t, -0,2V < Eap < 0,3V.
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4.1.5 Utilizacdo da superficie do eletrodo de Au/3-MPA/CSH para reducéao,

"in situ”, de ouro com formacao de nanoparticulas

Foram adotados dois métodos na construcao dos eletrodos modificados
com nanopatrticulas de ouro: i) através do recobrimento da superficie do eletrodo
de Au/MPA/CSH com 20 pL de solucdo de nanoparticulas de ouro, recém
preparadas, pelo método de Turkevich (vide secdo 3.4.5.1 - Materiais e
Métodos), (eletrodo denominado de Au/3-MPA/CSH/AuNpT) e, ii) através do
recobrimento do eletrodo de Au/MPA/CSH com 20 uL de uma solucao
1 mmolL? de tetracloroaurato preparada em tampéo acetato/acido acético
0,1 molL* pH 4,75 (eletrodo denominado de Au/3-MPA/CSH/AuNp). O
monitoramento da reducdo do ouro sobre a superficie dos eletrodos foi
acompanhada pelo desaparecimento do par redox tiélico superficial. Os
resultados obtidos para ambos os métodos de modificacdo do eletrodo de

Au/MPA/CSH s&o mostrados na Figura 20 e 21.
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-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3
E vs. Ag/AgCl, KCI(sat)l \"

Figura 20 - Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de (==—) Au/3-MPA/CSH e o eletrodo
de (== =) Au/3-MPA/CSH/AuUNpT em solucao tampéo fosfato 0,1molL pH 7,2.

Parametros experimentais: v = 20 mVs?, -0,2V < Eap < 0,3V.

Os voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/3-MPA/CSH/
apos a modificacdo com a solucdo de nanoparticulas de ouro continuaram
apresentando o par redox tidlico superficial, Figura 20, indicando que as
nanoparticulas de ouro ndo foram incorporadas na superficie do eletrodo,

provavelmente devido a alta estabilizac&do proporcionada pelos ions citrato.

No caso em que adicionou-se solucdo de tetracloroaurato na superficie
do eletrodo de Au/3-MPA/CSH, houve desaparecimento do par redox tiolico
superficial, indicando alteracdo da superficie do eletrodo provavelmente devido

a incorporacao do ouro na forma de nanoparticulas, Figura 21.
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-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3

E vs. Ag/AgCI, KCI__ IV

Figura 21 - Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de (===—=) Au/3-MPA/CSH e o eletrodo
de (== =) Au/3-MPA/CSH/AuNp em solu¢éo tampao fosfato 0,1molL* pH 7,2.

Parametros experimentais: v = 20 mVs?, -0,2V < Eap < 0,3V.

4.1.6 Reducdao de peréxido de hidrogénio

A fim de avaliar se o eletrodo de Au/3-MPA/CSH/AuNp apresenta
resposta para a reducdo catalitica de H202, obtiveram-se voltamogramas
ciclicos, na auséncia de oxigénio, apos adicdo de concentracfes crescentes do
analito na célula eletroquimica. Os dados foram comparados aos resultados
obtidos com o eletrodo de Au previamente submetido ao mesmo pré - tratamento
adotado para superficies que foram modificadas (vide secao 3.4.1. - Materiais e

Métodos), Figuras 22 e 23.
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02 -1 00 01 02 03 (/-02 -1 00 01 02 03
E vs. Ag/AgCI, KCI IV E vs. Ag/AgCI, KCI_ 1V

Figura 22 - Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au limpo e pré-tratado em
solugdo tampao fosfato 0,1 molL, pH 7,2, contendo concentragdes crescentes de perdxido de
hidrogénio (100, 200, 300 e 400 pmolL1).

Figura 23 - Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/3-MPA/CSH/AuNp, em
solugédo tampao fosfato 0,1 molL1, pH 7,2, contendo concentracdes crescentes de peroxido de
hidrogénio (100, 200, 300 e 400 pumolL1).

Parametros experimentais: v = 10 mVs?, -0,2V < Eap < 0,3V.

Como pode ser visto pelos dados apresentados nas Figuras 22 e 23, as
correntes de reducdo do analito ndo diferem, significativamente daquelas

observadas com o eletrodo limpo.

Estes resultados podem ser explicados pelo fato das medi¢des terem sido
realizadas em pH 7,2. Nesta condicao experimental, o peréxido de hidrogénio se
encontra em uma regido intermediaria, ja que em meio acido este poderia atuar
como agente redutor e, em meio alcalino, como agente oxidante, de acordo com
as Reacles 2 e 3 (vide sec¢do 1.5 - Introducéo). Deste modo, € provavel que o
préprio analito possa estar, via reacdo quimica, promovendo a oxidacao das

nanoparticulas superficiais de ouro.
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Este fato pode ser corroborado pelos voltamogramas ciclicos de
reutilizacdo do eletrodo, apos a obtencéo dos dados apresentados na Figura 23,
mostraram a perda da pequena atividade catalitica para a reducéo do peréxido
de hidrogénio. E possivel, diminuindo-se o pH da solucéo do eletrolito suporte
para 4,75, a superficie modificada seja mais estavel e apresente maior atividade

catalitica para reducédo deste analito.

4.2 Eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB)

4.2.1 Determinagcdo de compostos inddlicos

A serotonina sofre oxidacdo no grupo hidroxila presente no anel
benzénico, enquanto os demais derivados inddlicos, sofrem oxidacdo no
heterodtomo de nitrogénio presente no anel pirrélico, em um processo

envolvendo um elétron e um proton (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2011).

O
o NH,

N NH3 HO
N N\ N
H N

N H

H

Indol Triptofano Serotonina
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(A)

Ep,a catodico = 0,95V (B)
Ep,a anodico = 1,08V Ep,a catodico™ 0:92 V
Ep,a térmico =101V Ep,a anodico = 1,00V
Ep,a térmico =096V
— —_—
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E vs Ag/AgCl, KCI 'V E vs Ag/AgCI, KCI IV
(€)
Ep,a catodico = 0,51V
Ep,a anodico = 0,58V
E =0,58V

p,a térmico

1 1 1 )

1
00 02 04 06 08 10 12
E vs Ag/AgCI, KCI _ IV

Figura 24 - Voltamogramas ciclicos dos eletrodos de DDB apds diferentes tratamentos de
superficie, obtidos em solugdo tampéo fosfato 0,1molLt pH 7,2 contendo (A) indol, (B) L-

triptofano e (C) serotonina.
Parametros experimentais: 0,2V < Eap < 1,2V; v = 100 mVs™.

(—) c-EDDB, (eee) a-EDDB e (— —) 0-EDDB.

Os voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢do dos derivados inddlicos,

Figura 24, indicam maior facilidade de transferéncia de carga em superficie

hidrofébica como a presente no c-EDDB (observaram-se picos mais estreitos,

bem definidos e em potenciais menos positivos), diferentemente do observado

para os EDDB submetidos aos demais pré-tratamentos (a-EDDB e o-EDDB).
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Isso sugere que a oxidag&o esteja ocorrendo no heteroatomo de nitrogénio do

anel pirrolico.

Deve-se ressaltar que o pico de oxidagao do triptofano sobre o a superficie
hidrofilica do a-EDDB foi proximo ao pico de oxidacdo observado sobre a
superficie hidrofébica do c-EDDB. Isto se torna mais visivel em voltamogramas
de onda quadrada apresentados na Figura 25 e pode ser indicativo da interagéo
entre o grupo 2-amino da molécula e a superficie hidrofilica do eletrodo, ja que

no pH de trabalho tem-se a forma desprotonada em solucéo.

10
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E vs Ag/AgCl, KCI IV
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E vs Ag/AgCl, KCI IV

Figura 25 - Voltamogramas de onda quadrada dos eletrodos de DDB apd@s diferentes tratamentos
de superficie, obtidos em tampéo fosfato 0,1 molL? pH 7,2 contendo solu¢des de concentragao
100pmolL* de (1) indol, (2) L-triptofano e (3) serotonina.

Parametros experimentais: 0,2V < Eap < 1,2V, Frequéncia: 25 Hz; Amplitude de pulso: 30 mV.

(A) c-EDDB, (B) a-EDDB e (C) 0-EDDB.

Outro fator visivel € o deslocamento do potencial de pico referente a

oxidacdo do triptofano presente no o-EDDB para potenciais mais negativos, o

gue sugere que o pré-tratamento térmico confere uma configuracéo hidrofilica a

superficie do eletrodo similar ao a-EDDB, com resposta similar.
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5.Conclusao

O pré-tratamento de eletrodos de ouro, combinando procedimentos de
polimento mecanico, limpeza quimica em solucdo "piranha" e limpeza
eletrogquimica em H25040,5 molL, minimizou os problemas de reprodutibilidade
de superficie do eletrodo. O quociente entre Q,,, a carga envolvida no processo
de reducdo da monocamada de 6xido de ouro, formada durante a ciclagem em
H2S04, e 390 uCcm-2 (valor tedrico de carga para redugdo de uma monocamada
de oxigénio adsorvida em um eletrodo de ouro de 1 cm? de area ativa), permitiu
a determinacdo da éarea ativa do eletrodo. Este valor, foi utilizado na
normalizacdo do calculo de recobrimento superficial de 3-MPA, I';_ypa, Obtido
dividindo-se a carga referente ao processo de dessorcéo redutiva do 3-MPA pelo
produto da area ativa do eletrodo, nimero de elétrons envolvidos e a constante

de Faraday.

Os processos de dessorcéo redutiva do 3-MPA em solugcdo de KOH néo
apresentaram correlacdo direta com o aumento da concentragéo da solucao de
MPA (10 e 25 mmolLt) para imersédo do eletrodo de ouro, porém os resultados
obtidos para o recobrimento superficial apresentaram a mesma ordem de
grandeza e deste modo, optou-se por usar a solugédo de maior concentracao para
a continuidade da modificagéo superficial. O efeito do tempo de imerséo (1, 2 e
4 horas) nesta solucao foi igualmente avaliado. Observou-se que quanto maior

o tempo de imersdo menor a carga do pico de dessorcao redutiva do 3-MPA,
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relativa aos defeitos da monocamada. No entanto a utilizacdo do maior tempo
nao coincidia com a proposta inicial de se prepara o eletrodo em tempos

minimos, de modo que o tempo de imersao escolhido foi o de 2 horas.

O processo de ancoramento de cisteina foi dependente do pH, ja que se
baseou na interacdo eletrostatica originada entre a forma desprotonada do grupo
carboxilico superficial presente no 3-MPA e a forma protonada do grupo amina
presente na cisteina. O ancoramento foi realizado em um valor de pH
intermediario entre os valores de pKa do grupo carboxilico (pKa = 5,49) e do
grupo amina (pKa = 10,78). O tampdo MES 0,2 molL!, pKa = 6,15, foi utilizado
para este fim, principalmente por ndo apresentar propriedades de complexacao

de metais em geral.

O eletrodo de Au/MPA/CSH recém preparado ndo apresentou, em
tampao fosfato 0,1 molL, pH 7,2, o par redox correspondente ao processo redox
RSSR/RSH, do grupo tidlico superficial. A auséncia deste sinal nos primeiros
ciclos, foi atribuida a dificuldade no transporte de carga na superficie do eletrodo,
ocasionada pela distancia entre as moléculas de 3-MPA e cisteina
eletrostaticamente ligadas. Devido a este fato, a ciclagem em tampao fosfato, a
baixas velocidades de varredura, foi adotado como um procedimento de ativacao

eletroquimica.

Para imobilizacdo das moléculas de cisteina sobre o eletrodo de Au/3-
MPA fixou-se inicialmente a concentracdo da solucéo de cisteina em 25 mmolL"
! (preparada em tampédo MES 0,2 molL™, pH 6,2). O tempo de imersao foi variado
(1 hora e 24 horas) e observou-se que os resultados foram similares, portanto

utilizou-se o tempo de 1 hora de imersdo em solugdo de cisteina. Finalmente o
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efeito da concentracdo de cisteina (25 mmolL* e 0,1 molL?) foi avaliado para
tempo de imerséo de 1 hora. Maiores niveis de corrente para o processo redox
do grupo tiélico foram observados para a concentracéo de 0,1 molL* de cisteina,

sendo este o valor de concentracao escolhido.

Como a superficie modificada resiste a lavagens com agua, tampéao
fosfato 0,1 molL?, pH 7,2 e tampé&o acetato/acido acético, pH 4,75, sugere-se
que as moléculas de 3-MPA e cisteina, inicialmente ligadas via atracdo
eletrostatica, tenham originado a formagdo de uma ligagdo amidica com a

eliminacdo de uma molécula de agua.

Esta superficie modificada, em sua forma otimizada foi utilizada para a
redugéo de ouro a partir de solugées de HAuUCls. O monitoramento da reducéo
do ouro foi acompanhada pelo desaparecimento do par redox tidlico superficial.
Para tanto, solugdo de HAuCI4 foi adicionada na superficie do eletrodo de Au/3-
MPA/CSH. O desaparecimento do par redox tidlico superficial, indicou a
alteracdo da superficie do eletrodo, provavelmente devido a incorporacdo do

ouro na forma de nanoparticulas.

Apbs a constatacdo da auséncia do par tidlico superficial, avaliou-se a
resposta do eletrodo de Au/3-MPA/CSH/AuNp para a reducdo catalitica de
H202, na auséncia de oxigénio. Os resultados obtidos n&o foram significativos
em comparacao ao eletrodo de Au limpo, o que pode ser explicado devido ao
meio no qual foram realizadas as medidas (pH 7,2), no qual o peréxido de
hidrogénio pode ter atuado, também, como agente oxidante. Os voltamogramas
obtidos na reutilizacéo do eletrodo Au/3-MPA/CSH/AuNp mostraram a perda da

pequena atividade catalitica para a reducdo do peroxido de hidrogénio, o que

1



corroborou a hipétese de que o préprio analito, via reagdo quimica, tenha

promovido a oxidac&o das nanoparticulas superficiais de ouro.

Eletrodos de diamante dopado com boro, previamente submetidos a
diversos tipos de tratamento superficial, quais sejam, tratamento catédico (c-
EDDB), tratamento anddico (a-EDDB) e térmico, foram utilizados na deteccdo
dos alguns compostos inddlicos, tais como: triptofano e serotonina. Os
voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo dos analitos, indicaram maior
facilidade de transferéncia de carga na superficie do eletrodo c-EDDB (picos
mais estreitos, bem definidos e em potenciais menos positivos foram
observados), diferentemente do observado para os eletrodos a-EDDB e o-
EDDB. Na deteccdo de triptofano, observou-se que a distancia entre os
potenciais de pico de oxidacao sobre o a superficie hidrofilica do a-EDDB em
relagdo a superficie hidrofobica do c-EDDB foi menor, o que pode ser indicativo
de um mecanismo de aproximacdo distinto para estas moléculas, em

comparagao com os outros compostos inddlicos estudados.
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6.Perspectivas futuras

Pretende-se, no menor espaco de tempo possivel, responder algumas

das duvidas que ficaram em aberto no decorrer do trabalho, quais sejam:

1- Efetuar a deteccdo de peréxido de hidrogénio com o eletrodo de
Au/3-MPA/CSH/AuNp em meio alcalino afim de verificar se nesta condi¢cdo o
efeito catalitico para reducdo deste analito é mais efetiva. Se isto acontecer, a
hipotese levantada da possivel reoxidacdo do ouro por reacdo quimica com o

peréxido, em meio neutro, é de fato possivel.

2 - Verificar se o eletrodo de Au/3-MPA/CSH/AuNp pode ser utilizado na
deteccdo de compostos inddlicos. Em caso positivo os resultados obtido serdo
comparados aos provenientes da utilizacdo de eletrodos de diamante dopado

com boro, submetidos a um prévio tratamento catédico.

3 - Verificar se o eletrodo de Au/3-MPA/CSH pode ser utilizado para deteccéo
de espécies intermediarias provenientes da reducdo monoeletrbnica de
nitrocompostos, uma vez que a presenca de cisteina na superficie do transdutor
pode facilitar a redu¢cdo monoeletrénica, com a formagéo de nitro radicais, ou
ainda a estabilizacdo da espécie proveniente da redu¢cdo com envolvimento de

2 elétrons, o derivado nitroso (JULIAO et al., 2006).
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