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Resumo 

 

 Moléculas de L-cisteína (CSH) e L-glutationa (GSH) foram ancoradas na 

superfície de eletrodos de ouro, previamente modificados com uma camada 

autoarranjada de ácido 3-mercaptopropiônico (MPA). Esta arquitetura molecular foi 

importante para preservar a atividade redox dos grupos tiólicos da CSH e GSH na 

interface eletrodo/solução. A identificação do par redox R-S-S-R/R-SH, bem como a 

determinação do pKa dos grupos –SH superficiais, foram efetuadas  usando voltametria 

cíclica em soluções de eletrólito em diferentes pH contedo ferricianeto de potássio. A 

presença dos grupos –SH e -S-S- na superfície dos eletrodos modificados foi ainda 

confirmada por Espectroscopia Raman de Superfície. Determinaram-se as constantes de 

velocidade de transferência de carga do processo quase reversível R-S-S-R / R-SH. 

Estes eletrodos modificados apresentaram resposta eletrocatalítica para a redução de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), como peróxido de hidrogênio e para a oxidação de 

compostos com atividade antioxidante como a quercetina. Demonstrou-se que a 

presença de íons Cu
2+

 na superfície destes eletrodos é capaz de deslocar o equilíbrio do 

par R-SS-R/R-SH, no sentido oxidativo. Métodos de quantificação para estes compostos 

foram desenvolvidos por amperometria hidrodinâmica e voltametria cíclica.  

 

Palavras Chave: L-cisteína, L-glutationa, Voltametria Cíclica, Camadas Auto-

Arranjadas, Ponte de dissulfeto, Espécies Reativas de Oxigênio, Antioxidantes. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

 

L-cysteine molecules (CSH) and L-glutathione (GSH) were anchored on the surface of 

gold electrodes, previously modified with a self assembled monolayer of  

3-mercaptopropionic acid (MPA). This molecular architecture was important to 

preserve the redox properties of the thiol groups of CSH and GSH in the interface 

electrode / solution. The identification of the redox couple RSSR / R-SH and the 

determination of the pKa of -SH groups surface were made using cyclic voltammetry in 

electrolyte solutions at different pH contents potassium ferricyanide. The presence of 

the -SH and -SS- modified electrode surface was further confirmed by Raman 

spectroscopy of surface. It was determined the rate constants of direct electron transfer 

of quasi-reversible coupled R-SS-R/R-SH. The modified electrodes showed 

electrocatalytic response to the reduction of reactive oxygen species (ROS) such as 

hydrogen peroxide and the oxidation of compounds with antioxidant activity such as 

quercetin. It was demonstrated that presence of Cu
2+

 ions on the electrode surface can 

shift the equilibrium of the RSSR/R-SH redox coupled into oxidative direction. 

Hydrogen peroxide and Quercetin were detected at these modified electrodes using 

amperometry and hydrodynamic cyclic voltammetry. 

 

Keywords: L-cysteine, L-glutathione, Cyclic Voltammetry, Self Assembled Mono 

layers, Disulfide Bridge, Reactive Oxygen Species, Antioxidants. 
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1. Introdução 

 

Dentre os principais objetivos da confecção de eletrodos modificados está à 

atribuição de certas características específicas de seletividade e sensibilidade dos 

eletrodos a um determinado analito ou grupo de analitos
1-4

. Isto geralmente é feito 

através da imobilização de um composto sobre a superfície do eletrodo de trabalho 

capaz de reagir com o analito, presente na solução de eletrólito suporte. 

A formação de camadas auto-arranjadas (CAA) em relação a outras 

metodologias de modificação de superfícies apresenta diversas vantagens, como a 

capacidade de se formar monocamadas de recobrimento com alta regularidade e boa 

reprodutibilidade, através de procedimentos relativamente simples
5-8

. A imersão da 

superfície em uma solução contendo moléculas com afinidade pela mesma provoca a 

formação de uma monocamada através de processos de adsorção química
9-10

. Após a 

formação da monocamada forças intermoleculares promovem a organização das 

moléculas, de forma a direcionar todas na mesma direção
11

. Como os processos de 

formação da monocamada e sua reorganização molecular são termodinamicamente 

favoráveis este método de modificação de superfície ganha praticidade frente aos 

métodos de eletrodeposição e formação de filmes por evaporação (“dip coating” e “spin 

coating”). 

As principais superfícies utilizadas em eletroquímica para a formação de CAA 

são as de metais nobres como ouro
12-15

, paládio
16-17

, platina
18-19 

e prata
20-21

, sendo os 

melhores agentes modificadores moléculas contendo grupos doadores de pares 

eletrônicos como tióis e aminas. Geralmente emprega-se a formação de CAAs com o 

objetivo de funcionalizá-las e usá-las para imobilização de moléculas eletroativas como 

enzimas e complexos metálicos
22-24

. Esta estratégia de imobilização enzimática é, em 

alguns casos, muito eficiente
25

.  

A imobilização de moléculas eletroativas sobre eletrodos contendo CAA tem 

sido utilizada nos chamados sensores de terceira geração, onde a transferência eletrônica 

entre o centro redox do componente biológico e a superfície do eletrodo ocorre 

diretamente, através de processos de tunelamento dos elétrons gerados após a aplicação 

do potencial
26

. Este processo depende da espessura da CAA e, em cadeias lineares, 

depende do número de carbonos das moléculas constituintes da CAA
27

.
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A ocorrência de reações químicas acopladas ao processo eletroquímico 

geralmente é um objetivo explorado para o desenvolvimento de sensores utilizando 

eletrodos modificados com moléculas eletroativas
28-30

. O mecanismo eletrocatalítico 

permite a determinação do analito em concentrações muito baixas devido ao aumento de 

sensibilidade e possibilita a obtenção de respostas em potenciais relativamente baixos, 

dificultando a ação de interferentes. Moléculas como ferroceno
31-34

, citocromo-c
35-37

, 

complexos de rutênio
38-40

 e enzimas como peroxidase
41-42

, superóxido dimutase
43-44

, 

além de heme-proteínas
45

 estão entre os principais compostos eletroativos utilizados 

para a modificação de superfícies de eletrodos.  

O desenvolvimento de biossensores com aplicações em análise bioquímica tem 

por objetivo mimetizar um sistema biológico
45

. Biossensores eletroquímicos geralmente 

são confeccionados através da imobilização de uma enzima ou biocomposto eletroativo 

na superfície de um eletrodo, onde a reação entre o composto ancorado e o substrato da 

reação desencadeia um processo de eletrocatálise
46

. 

Dentre os principais sítios de sinalização celular redox no meio biológico estão 

os grupos tiólicos, presentes em proteínas através de resíduos do aminoácido cisteína, os 

quais, através do equilíbrio redox envolvendo a formação de pontes de dissulfeto, 

executam função biológica na conformação do peptídeo, responsável pelo enovelamento 

de determinadas proteínas
47-49

. Além disso, o equilíbrio redox envolvendo grupos 

tiólicos funciona como um componente da frente não enzimática do sistema 

antioxidante, capaz de eliminar de radicais livres e espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio
50

. 

Existem na literatura, trabalhos que fazem uso de eletrodos de carbono vítreo 

modificados com ácido cistêico, derivado eletroativo da cisteína, porém o processo 

redox ocorre de maneira diferenciada ao executado pelo grupo tiólico, presente nos 

resíduos de cisteína das enzimas e proteínas
51-55

.   

Desta forma, para desenvolver sensores capazes de mimetizar processos 

biológicos redox em que grupos tiólicos estejam envolvidos, explorou-se neste trabalho, 

a preparação de eletrodos de ouro modificados com camadas autoarranjadas de ácido 3-

mercaptopropriônico (Au/MPA). Estes foram posteriormente usados para imobilizar 

tióis biologicamente e eletroquimicamente ativos (TEA) como a L-cisteína (CSH) e a L-

glutationa (GSH). Esta estratégia permitiu o desenvolvimento de eletrodos modificados 

com MPA/CSH (Au/MPA/CSH) e MPA/GSH (Au/MPA/GSH) para a detecção 
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eletrocatalítica de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS – do inglês Reactive Oxygen 

Species), como o peróxido de hidrogênio e compostos polifenólicos, antioxidantes, 

como a quercetina. A interação deste sistema com espécies oxidantes como íons Cu
2+

 e 

O2 foi estudada para avaliar o efeito destes compostos sobre o equilíbrio redox 

RSSR/RSH, sempre presente em sistemas biológicos. 

1.1. Revisão Bibliográfica 

1.1.1. Eletrodos Modificados com Camadas Autoarranjadas 

 

 A formação de Camadas Autoarranjadas (CAA) sobre eletrodos metálicos é uma 

técnica bem utilizada para diversas finalidades, onde se destacam principalmente a 

proteção da superfície do eletrodo contra reações indesejadas
56

 ou a funcionalização 

para ancoramento de moléculas que conferem à superfície, características químicas 

desejadas
57-59

. Trata-se de um processo de modificação superficial que confere 

características específicas a superfície, em função dos grupos funcionais presentes na 

extremidade livre das moléculas adsorvidas
60

. 

 O principal substrato utilizado é a superfície metálica de ouro e os principais 

tipos de compostos adsorventes são moléculas contendo grupos tiólicos (-SH). Os 

grupos tiólicos apresentam alta afinidade por átomos de ouro da superfície metálica do 

eletrodo, sendo o processo de adsorção termodinamicamente favorável com liberação de 

energia de 40 a 50 kcal/mol
61

. 

 Existem diversas técnicas de confecção de CAA em superfícies, dentre elas 

processos de evaporação e adsorção em fase gasosa
62-63

, porém a modificação de 

eletrodos de ouro com alcanotióis é frequentemente realizada através da imersão em 

soluções diluídas usando etanol como solvente
63-65

. 

 O processo de recobrimento da superfície com a CAA possui cinética 

dependente da soma das áreas não recobertas, aptas a serem preenchidas com moléculas 

adsorvidas
66

. O crescimento da área recoberta ocorre através da aglomeração de 

moléculas partindo de diferentes pontos da superfície até o ponto onde estas áreas de 

aglomeração se tocam recobrindo toda a superfície. A formação das áreas recobertas 

sobre a superfície ocorre através de três regiões com características distintas: i) áreas 

com baixa densidade, não uniformes, formadas de moléculas com orientação aleatória 

possuindo regiões vagas entre si; ii) áreas formadas por moléculas deitadas sobre a 

superfície e iii) áreas com alta densidade, formadas por moléculas altamente 
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empacotadas. Ao longo do processo de recobrimento, as regiões da CAA com as formas 

descritas em i) e ii) tendem à conformação descrita em iii) e quando a saturação da 

superfície é atingida, esta se encontra recoberta com o maior empacotamento possível.
 67

 

 O processo de auto-organização da CAA ocorre via rearranjo lateral regido por 

forças de Van der Waals entre as cadeias carbônicas de moléculas adjacentes. Este 

processo de reorganização provoca a orientação das moléculas na CAA, de modo que 

moléculas lineares, como alcanotióis, apresentam-se inclinadas na superfície 

direcionadas sobre o mesmo ângulo, que varia entre 0 a 60º. 

 A ocorrência de defeitos nas CAA é comum e um processo natural, pois 

entropicamente o processo de organização molecular é desfavorável. Porém, as causas 

dos defeitos podem possuir origem intrínseca ou de fatores externos
68

. Os fatores 

externos estão associados à limpeza da superfície, método de preparação e pureza da 

solução adsorvente. Os fatores intrínsecos têm origem de processos termodinâmicos da 

formação das camadas, como surgimento ilhas de vacâncias na estrutura pela saída de 

ad-átomos e formação de grupos com orientação diferente
69

. 

 

Esquema 1: Representação esquemática de uma CAA contendo defeitos sobre 

substrato de ouro. 

  

O processo de formação pode ser descrito por diferentes modelos matemáticos, em 

função da intensidade das interações laterais entre as moléculas que formam CAA. 

Quando as interações por forças eletrostáticas ou de Van der Waals são desprezíveis ou 

mutuamente excludentes, o modelo de Langmuir se aplica, de modo que a orientação da 

CAA ocorre devido a efeitos estéricos de empacotamento sobre a superfície
70

. Quando 
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as forças entre moléculas adjacentes não podem ser consideradas nulas ou desprezíveis, 

o modelo de Frumkim deve ser utilizado, pois estas interações são contabilizadas e 

responsáveis pela auto-organização da CAA
71

. No entanto, o modelo de Frumkin, as 

interações eletrostáticas prevêm repulsões infinitas que são incompatíveis com a 

realidade. Desta forma, Bockris e colaboradores
72

 desenvolveram um modelo de 

isoterma que leva em consideração as moléculas carregadas e as forças eletrostáticas e 

dispersivas entre elas, considerando também a heterogeneidade dos sítios de ligação e a 

substituição de moléculas do solvente durante o processo de adsorção. 

1.1.2. Principais Técnicas de Caracterização das Camadas Autoarranjadas 

 

A espessura da CAA pode ser medida utilizando elipsometria e espectroscopia 

de fotoeletrons de raios-X (do inglês X-ray photoelectrons spectroscopy - XPS), 

técnicas que fornecem informações sobre as propriedades interfaciais
73,74

.
 
O tipo de 

ordenamento da CAA e a forma de orientação das moléculas podem ser obtidos por 

meio da Espectroscopia de Absorção de Raio-X de Estrutura Fina Próxima  

(NEXAFS)
 75

. Numerosas outras técnicas espectroscópicas são utilizadas, tal como a 

geração segunda de harmônicas (do inglês second harmonic generation -SHG)
76

, a 

geração de frequência soma (do inglês sum frequency generation - SFG)
77

, a 

espectroscopia Raman de Superfície (do inglês Surface Enhanced Raman Spectroscopy 

- SERS)
78

, bem como a, de espectroscopia de perda de energia eletrônica de alta 

resolução (do inglês High Resolution Eletrons Electron Energy Loss - HREELS)
79

. As 

estruturas das CAA são comumente determinadas utilizando técnicas de microscopia de 

varredura, como Microscopia de Força Atômica (do inglês Atomic Force Microscope - 

AFM)
80

 e a microscopia de tunelamento eletrônico (do inglês Scanning Tunneling 

Microscopy - STM)
81

. A STM tem sido capaz de ajudar na compreensão dos 

mecanismos de formação das CAA, bem como na determinação de suas características 

estruturais, como a integridade das estruturas granulares bidimensionais formadas, que 

juntas recobrem a superfície. Em particular a STM pode gerar imagens da distribuição 

espacial, de grupos terminais e da estrutura empacotada das moléculas nas CAA
82

. A 

AFM é uma ferramenta igualmente poderosa, sem a exigência de que as CAA sejam 

condutoras
83

, tendo sido utilizada para determinar as forças de atrito em CAAs
84

. Mais 

recentemente, no entanto, também têm sido utilizados métodos de difração
85-86

.  
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Um instrumento para caracterizar a formação da CAA em tempo real, é a 

espectroscopia de impedância eletroquímica (do inglês dual electrochemical 

spectroscopy impedance – ESI)
87

, onde o comportamento processos é determinado e 

associado a parâmetros da CAA, como espessura e presença de defeitos. A medição do 

ângulo de contato pode ser usada para determinar a energia livre de superfície, que 

reflete a composição superficial média das CAA, como também para sondar a cinética e 

termodinâmica da formação das CAA
88, 89

. A cinética de adsorção e temperatura de 

desorção induzida, bem como informação sobre a estrutura também podem ser obtidas 

em tempo real, por meio de técnicas de dispersão de íons, tais como a Espectroscopia de 

Espalhamento de Íons de Baixa Energia (do inglês Low Energy Ion Spectroscopy - 

LEIS)
90

. Diversas técnicas são utilizadas para a identificação da regularidade e presença 

de defeitos nas CAA e entre as principais se encontram a AFM e a Espectroscopia 

Raman de Superfície
91-92

. 

1.1.2.1. Espectroscopia Raman de Superfície 

 

A Espectroscopia Raman de Superfície funciona a partir do principio básico da 

Espectroscopia Raman realizada em solução
93

. 

O efeito Raman ocorre a partir de espalhamento de luz monocromática absorvida 

por um composto. Ao retornar ao estado fundamental após uma transição eletrônica, a 

as moléculas emitem um fóton com quantidade de energia igual à absorvida. Este é o 

chamado espalhamento Rayleigh
94

. Porém, uma pequena quantidade de moléculas, em 

média na proporção de 1: 10
8
 dos fótons emitidos possui energia menor que a absorvida. 

Este processo é chamado de espalhamento Raman Stokes
95

. Também pode ocorrer 

emissão de fótons com maior energia do que a absorvida, em proporção ainda menor 

que a do espalhamento Rayleigh, processo denominado de espalhamento Raman Anti-

Stokes
96

. Os processos de espalhamento Raman podem ser comparados aos processos 

de absorção de radiação no intervalo do infravermelho, que envolvem transições de 

estados vibracionais de ligações e são úteis na identificação de ligações químicas
97

. 

Ambas as técnicas são complementares, pois algumas transições não observadas nos 

espectros de Infravermelho são vistas nos espectros Raman e vice-versa. No esquema 2 

são apresentados  o diagrama de Jablonski destes processos. 
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Esquema 2: Comparação entre os processos de absorção de radiação na região do 

Infravermelho, Espalhamento de Rayleigh, Espalhamento Raman Stokes e Raman 

anti-Stokes. 

 

Devido à baixa proporção do espalhamento Raman em relação ao processo 

Rayleigh, a caracterização molecular em baixas concentrações é dificultada através da 

instrumentação convencional em solução. No entanto, moléculas adsorvidas em 

superfícies rugosas de metais como ouro e prata produzem espectros Raman com 

limites de detecção muito menores que os processos observados em solução
98

. 

Isto ocorre porque materiais nanoestruturados como superfícies rugosas são 

capazes de apresentar ressonância eletrônica ao serem irradiados com radiações 

eletromagnéticas, devido ao efeito “plasmon” de superfície, que provoca aumento da 

proporção do espalhamento Raman em relação ao espalhamento Rayleigh para 

moléculas localizadas entre dois pontos em uma superfície
99

. Esta técnica é chamada de 

Intensificação de Superfície Raman (SERS – do inglês Surface Enhanced Raman 

Spectroscopy). Com isso, é possível a caracterização de moléculas presentes em uma 

superfície através da técnica SERS
98

. 

Esta técnica permite a caracterização de moléculas presentes em uma CAA, 

através da identificação de suas ligações. Frequentemente o uso de CAA é realizado 

para a funcionalização de superfícies metálicas como eletrodos de ouro para o 

ancoramento de moléculas, cuja identificação é feita pela caracterização de suas 

ligações. 

 



25 

 

1.1.3. Transferência Eletrônica em Camadas Auto-arranjadas  

 

A imobilização de biomoléculas sobre superfícies metálicas funcionalizadas é 

uma das principais aplicações do uso de CAA para estudos eletroquímicos. A vantagem 

da funcionalização superficial através de CAA frente a outras técnicas é a alta 

regularidade da espessura do filme monomolecular, o que garante uniformidade no 

processo de transferência eletrônica entre as espécies redox à superfície do eletrodo
100

. 

Apesar de executar a função de ancorar a molécula redox sobre a superfície do eletrodo, 

a CAA constitui uma barreira capaz de dificultar a transferência eletrônica
101

. Isto 

ocorre devido à natureza não condutora das cadeias carbônicas, presente nas moléculas 

que constituem o filme monomolecular da CAA.  Com isso, o processo de transferência 

eletrônica se processa através do tunelamento dos elétrons entre a espécie eletroativa 

ancorada e a superfície eletródica
100, 101

. O efeito de tunelamento é caracterizado pela 

passagem de elétrons através de uma barreira resisitiva, de modo que a probabilidade e 

ocorrência deste efeito diminuem como função da barreira resistiva. Moléculas lineares 

possibilitam respostas mais uniformes devido à alta regularidade das monocamadas 

formadas
102

. CAA formadas por moléculas de cadeias carbônicas longas apresentam 

maior regularidade da resposta de corrente. Isto se deve à maior intensidade das forças 

laterais de Van der Waals que organizam o filme monomolecular. No entanto, a 

intensidade das correntes obtidas diminui exponencialmente em função do aumento do 

número de carbonos das moléculas do filme
102-105

, pois a probabilidade de tunelamento 

diminui em função da distancia que o elétron precisa ultrapassar
102,

 
103

. Nesta condição, 

voltamogramas com picos mais estreitos e menor diferença entre potenciais de pico são 

observadas.  

O recobrimento de eletrodos com alcanotióis, principalmente de ouro, é de longe 

o método mais utilizado para a confecção de CAA, pois estes são agentes intermediários 

para o ancoramento superficial de outras moléculas eletroativas. Diversos estudos têm 

demonstrado que este comportamento é independente da espécie eletroativa que troca 

elétrons como eletrodo, de modo que sempre existe uma queda na constante de 

velocidade da transferência eletrônica a partir do acréscimo do numero de carbonos da 

cadeia formadora da CAA, onde o grupo eletroativo está ancorado
104-106

. 

O alinhamento das moléculas na monocamada é tido como um fator 

determinante do processo de tunelamento dos elétrons entre as espécies eletroativas e a 

superfície do eletrodo
107

. A presença de grupos polares na extremidade da CAA em 
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contacto com a solução leva ao acumulo de moléculas de água, diminuindo a 

regularidade do filme em sua extremidade e alargando os picos voltamétricos obtidos
108

. 

Isto provoca variação no direcionamento do elétron até a superfície do eletrodo, gerando 

uma distribuição de diferentes distâncias de tunelamento
109

.  

Para atenuar este problema costuma-se utilizar simultaneamente moléculas 

contendo os grupos de ancoramento e moléculas com cadeia semelhantes, mas com 

extremidade de hidrocarbonetos
110

.
 
Isto faz com que, devido à repulsão, os grupos 

carregados afastem-se na estrutura da monocamada mista formada por moléculas com 

extremidades diferentes, porém com cadeias carbônicas semelhantes. Esta estratégia 

tem como inconveniente a possibilidade de criar uma separação de fases sobre a 

superfície
111

. Além disto, de acordo com a proporção entre as moléculas que formam a 

monocamada, pode ocorrer a formação de regiões heterogêneas sobre a superfície, 

causando problemas de heterogeneidade entre os sítios de ligação das moléculas 

eletroativas. A técnica de Langmuir-Blodget tem sido frequentemente utilizada para a 

formação de filmes monomoleculares em interface ar-solução que, posteriormente, são 

transferidos para superfícies, formando CAA
112

.  

A utilização de nanopartículas e nanoestruturas tem sido comum na literatura 

atual, pois se demonstrou que a introdução de um corpo condutor de dimensões 

nanométricas dentro da camada autoarranjada é capaz melhorar o processo de 

transferência eletrônica
112-118

. Assim, nanotubos de carbono
112-118

, nanopartículas 

metálicas, de ouro
115

, paládio
116

, platina
117

 e diversos outros metais têm sido utilizados 

para esta finalidade. 

1.1.3.1. Aplicações em Células Eletroquímicas 

 

A principal aplicação de eletrodos modificados com CAA na área eletroanálise 

tem sido a construção de sensores eletrocatalíticos para a determinação de compostos 

redox, como exemplo, os biossensores de terceira geração, onde biomoléculas 

eletroativas executam processos de transferência eletrônica direta sobre o eletrodo 

através de tunelamento dos elétrons via CAA
118-119

. 

Biossensores enzimáticos são os principais dispositivos eletroquímicos que 

fazem uso de CAA. Apesar de existirem diversos métodos de preparação de 

biossensores eletroquímicos, o ancoramento de biomoléculas sobre CAA apresenta-se 
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como um método de melhor precisão, não só devido à regularidade dos filmes 

formados
120

, como também à inibição de reações de intereferentes
121

. 

Enzimas como superóxido dismutase
122-124

, catalase
125

, glutationa peroxidase
126

, 

peroxidase de raiz-forte
127-129

, tem apresentado boas propriedades de transferência 

eletrônica direta quando ancoradas em CAA sobre eletrodos metálicos. Biossensores 

amperométricos fazem uso desta estratégia de imobilização. 

Superfícies semicondutoras também apresentam capacidade de formar CAA 

com regularidade considerável
 130

. Biossensores construídos através de transistores de 

efeito de campo sobre filmes semicondutores têm sido utilizados fabricados a partir do 

ancoramento de enzimas para a detecção de diversas espécies biológicas
130-132

. Métodos 

potenciométricos através de transistores semicondutores também têm sido utilizados 

através do ancoramento de ácidos nucléicos para detecção de vírus e bactérias
132-133

. 

1.1.4. Espécies Reativas de Oxigênio e Radicais Livres 

 

O processo de respiração aeróbica apresenta mecanismos variáveis em função da 

evolução. O mecanismo molecular de transporte de elétrons é mais complexo nos seres 

mais evoluídos porém, em todos os seres aeróbicos conhecidos desde bactérias até seres 

pluricelulares, como animais e plantas, a transferência de elétrons para o oxigênio se 

reduzir à água na cadeia transportadora de elétrons, ocorre à custa de uma heme-cobre 

proteína
134-136

. No ser humano, tal processo ocorre de modo que uma molécula reduzida, 

o citocromo c (Fe
2+

), gerado no complexo III (quinol oxidase citocromo c redutase) da 

cadeia transportadora de elétrons fornece um elétron à heme-cobre proteína, presente no 

complexo IV (citocromo c oxidase) da cadeia transportadora. O trabalho desta heme-

cobre proteína é oxidar o citocromo c (Fe
2+

) a citocromo c (Fe
3+

) e reduzir o O2 a H2O, 

porém a oxidação do citocromo c (Fe
2+

) envolve um elétron e a redução do O2 envolve 

quatro elétrons. Deste modo, quatro moléculas de citocromo c (Fe
2+

) serão consumidas 

para efetuar a redução de uma molécula de O2. Cada elétron gerado pela oxidação do 

citocromo c circula pela proteína até o sítio ativo, onde a molécula de O2 será reduzida 

por duas moléculas de outros dois citocromos, o citocromo a e o citocromo a3 e três 

átomos de cobre. Neste metal, oscilam entre os estados de oxidação +1 e +2, à medida 

que os elétrons vão se direcionando ao longo do ciclo
137-139

. Desta forma, os átomos de 

cobre efetuam papel fundamental no processo de respiração aeróbica. 
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Cada elétron é fornecido um por vez à molécula de O2, de modo que são geradas 

espécies intermediárias conjuntamente a moléculas de água e cada intermediário é 

produzido indiretamente durante o processo de respiração aeróbica
140-141

.  

 

O2   + e
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-
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O2
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 + 2H
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-
  H2O2     (2) 
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    (3) 

OH

  +  H

+
 + e

-
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Algumas destas espécies possuem elétrons desemparelhados e por isso são 

chamadas de radicais livres
142

. Devido ao elétron desemparelhado, estas espécies 

apresentam alta reatividade podendo reagir com muitas das moléculas presentes no 

meio intracelular. Isto ocorre, pois tendem a se reduzir a fim de adquirirem 

configuração eletrônica mais estável, ou se oxidarem através da doação do elétron 

desemparelhado gerando, às vezes, espécies radicalares menos reativas, de acordo com 

a configuração eletrônica das espécies que recebem o elétron. Dentre os radicais livres, 

o que apresenta maior capacidade oxidativa é o radical hidroxil (OH

), que possui 

potencial de redução de 2,3 V
143

. Os radicais livres podem abstrair um elétron de outra 

molécula deixando-a com um elétron desemparelhado, tornando-a também um radical 

livre, apto a capturar de volta o elétron perdido, apresentando características de agente 

redutor e apto, portanto, a abstrair elétrons de qualquer molécula
143-146

. 
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+
 + A     (6) 

 

Deste modo, a formação de radicais livres gera um processo em cadeia, onde 

cada radical gerado pode desencadear a formação de vários outros, de modo que uma 

pequena quantidade de radicais livres é capaz de causar sérios danos celulares
147

. 

Os radicais livres não são apenas formados como produtos intermediários do 

processo de respiração aeróbica. O metabolismo de xenobióticos
148-149

 e o metabolismo 

de nucleotídeos
150-151

, que ocorrem no interior dos lisossomos e peroxissomos, também 

geram radicais livres, como os íons superóxido (O2
-

), e o peróxido de hidrogênio 
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(H2O2). Mecanismos de sinalização celular do sistema imune executam processos onde 

a produção de radicais livres serve como moléculas citotóxicas para matar 

microrganismos invasores e células tumorais
152-155

, além de participarem nos processos 

de apoptose
156-157

. 

1.1.4.1. Sistema Antioxidante e Estresse Oxidativo 

 

A condição de superprodução de compostos pró-oxidantes como os RNS e ROS 

é chamada de Estresse Oxidativo, cujas conseqüências são danos oxidativos a proteínas, 

em que os alvos principais os grupos tiólicos, os lipídeos, presentes nas membranas 

celulares, e os ácidos nucléicos, presentes no interior do núcleo celular. 

Devido aos seus efeitos deletérios, as células precisam de um sistema de 

eliminação do excesso de radicais livres formados. Isto é feito à custa do sistema 

antioxidante
158

, conjunto de vias enzimáticas e não enzimáticas de eliminação do 

excesso de radicais livres do meio intracelular.  

A componente não enzimática do sistema antioxidante tem como principais 

agentes as vitaminas C e E, ácido ascórbico e do tocoferol
159-162

, respectivamente. 

Enquanto o ácido ascórbico, devido a sua hidrofilicidade, atua no meio intracelular do 

citosol, o tocoferol, devido ao seu caráter lipofílico, atua nas membranas bilipídicas. As 

duas vitaminas possuem a capacidade de abstrair o elétron desemparelhado de radicais 

livres, transformando-se em outros radicais, porém com menor tempo de vida ou ainda, 

constante cinética de reação muito baixa, inviabilizando o desencadeamento da 

formação de novos radicais altamente reativos, como o radical hidroxil. Além destas 

duas vitaminas, existe uma gama de várias outras moléculas capazes de inibir a ação de 

radicais livres, como os carotenóides
163

 e compostos fenólicos
164-165

. 

Qualquer molécula capaz de inibir os efeitos de radicais livres é considerada um 

antioxidante. A glutationa é um peptídeo que apresenta certa atividade antioxidante no 

meio intracelular, pois é um dos principais agentes envolvidos na regulação do potencial 

redox no interior das células
166

 e, por se apresentar em concentração relativamente alta 

no interior das células, exerce um grande papel no sistema antioxidante do organismo. 

O sistema antioxidante enzimático funciona a partir de três enzimas, sendo a 

primeira, a superóxido dismutase (SOD)
167

, uma enzima que catalisa a dismutação dos 

íons O2
-

, o primeiro radical livre gerado, à H2O e O2. Existem vários tipos de SOD’s, 
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porém, a principal é a CuZnSOD, a qual possui átomos de cobre e zinco no centro 

redox
168

. 

 

Cu
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 + O2
-

   Cu
+
 + O2    (7) 

Cu
+
  + 2H
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2+
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O principal meio de eliminação do excesso de peróxido de hidrogênio são as 

enzimas catalase (Cat)
169

 e glutationa peroxidase (GPx)
170

. A primeira atua através da 

ação de grupos heme, que ao reagir com moléculas de peróxido de hidrogênio formam o 

grupo ferril, (Fe
4+ 

= O). Este estado de oxidação altamente instável do ferro reage 

oxidando moléculas de peróxido de hidrogênio, de modo que na reação global tem se a 

dismutação das ROS
169

. 

 

H2O2 + Fe
3+

  H2O + Fe
4+
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Fe
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 A GPx age através da redução de moléculas de peróxido de hidrogênio 

utilizando a glutationa como molécula doadora de elétrons. Este processo é mediado por 

grupos selenetos (R-Se
-
), presentes no centro redox da enzima, que em seu estado 

oxidado formam uma ponte de disseleneto (Se-Se)
170

. Deste modo, o processo de 

redução do peróxido de hidrogênio através de moléculas de glutationa (GSH), mediado 

pela enzima GPx pode ser esquematizadas em etapas, conforme os equilíbrios: 

  

H2O2 + 2GSH  2 GS-OH + 2H
+
 + 2e

-
    (11) 

 2 GS-OH + 2H
+
 + 2e

-
  GSSG + 2H2O     (12) 

 

Esta reação também se processa a nível não enzimático, de modo que moléculas 

de glutationa, presentes no meio intracelular do citosol de diversas células executam a 

função de “tampão” redox, consumindo qualquer excesso de espécies oxidantes como o 

peróxido de hidrogênio
171

. Desta forma, a participação de moléculas contendo grupos 

tiólicos na inibição de compostos pró-oxidantes é fundamental para a inibição do 

Estresse Oxidativo nos sistemas biológicos. 
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1.1.4.2. Biossensores para ROS, RNS e Compostos Antioxidantes 

 

 Diversos métodos de detecção de ROS têm sido desenvolvidos para detecção in 

vivo e in vitro
172-175

. A detecção de compostos antioxidantes também tem sido utilizada 

como alvo de pesquisas para diagnóstico do nível de estresse oxidativo em que se 

encontra determinado sistema biológico
176-178

. 

 A detecção de peróxido de hidrogênio tem sido bastante explorada, devido a sua 

participação como principal ROS gerado in vivo
179, 180 

e sua detecção, em tecidos vivos, 

efetuada através de métodos de fluorescência e imuno-histoquímicos
181-183

. Diversas 

metodologias eletroanalíticas foram desenvolvidas para a detecção destas espécies, 

através da imobilização de enzimas como catalase
181-187

, horseradish peroxidase
188-196

 e 

glutationa peroxidase
197-200

, porém, devido à complexidade do meio biológico, poucos 

destes métodos apresentaram robustez suficiente para uma detecção precisa in vivo. 

A detecção quantitativa do íon superóxido tem sido realizada através de métodos 

indiretos de geração de espécies fluorecentes
201

 e de uso da técnica de separação de 

HPLC
202

. Diversas técnicas de detecção em tecidos biológicos fazem uso da 

espectrofotometria de fluorescência
202-205

. Tais métodos apresentaram pouca precisão 

devido ao grande número de reações e subprodutos envolvidos, além da necessidade de 

uma instrumentação complexa. Assim, métodos eletroquímicos baseados na utilização 

de biossensores contendo metaloproteínas, como a enzima superóxido dismutase 

(SOD), têm sido empregados em diversos sistemas
206-212 

contendo nanocompósitos para 

aumentar a sensibilidade e o limite de detecção desta espécie. 

Dentre as espécies reativas de nitrogênio, RNS, o óxido nítrico (NO), o 

peroxinitrito (ONOO
.-
) e o dióxido de nitrogênio (NO2) tem sido os principais alvos de 

detecção, devido a participação destas espécies em diversos processos bioquímicos. O 

óxido nítrico possui função fisiológica na vasodilatação endotelial, porém a sua reação 

com o íon superóxido gera o peroxinitrito
213

. Métodos eletroquímicos para detecção de 

óxido nítrico in vivo utilizam eletrodos de platina recobertos com filmes de Nafion para 

eliminar interferências de compostos aniônicos com o íon ascorbato
214-216

. O 

peroxinitrito executa efeitos deletérios através da alteração do estado de oxidação de 

proteínas hêmicas como a hemoglobina, mioglobina e citocromo c
217-218

, diminuindo a 

atividade destas enzimas. Quando em meio suficiente ácido o peroxinitrito protonado 

decompõe-se em dióxido de nitrogênio e radical hidroxila. A sua detecção eletroquímica 
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tem sido realizada usando biossensores contendo polímeros condutores e complexos de 

manganês
219-221

. 

A principal via de eliminação de ROS e RNS está baseada na ação do tampão 

redox constituído por espécies tiólicas de baixo peso molecular como a GSH, principal 

antioxidante presente nas células
222-225

. A detecção da concentração total de GSH e 

fração entre a forma reduzida e oxidada (GSH/GSSG) nos tecidos é um dos principais 

diagnósticos da condição do estresse oxidativo
226-230

. Métodos para a detecção de GSH 

têm sido desenvolvidos empregando técnicas eletroquímicas, as quais têm apresentado 

grande versatilidade frente a outras técnicas 
231-235

. A atividade redox da GSH se baseia 

na capacidade de formar pontes de dissulfeto e sofrer reações de adição no grupo 

tiólico, formando adutos como o ácido sulfênico (R-S-OH) e nitrosil tióis (R-S-NO)
236

. 

Com isto, eletrodos modificados com compostos capazes de se adicionar ao grupo 

tiólico têm sido empregados para a detecção de GSH
237-238

. 

Diversos flavonóides, em especial, a quercetina, têm sido apontados como uma 

das principais espécies antioxidantes presentes em amostras de plantas consumidas na 

forma de chás com uso terapêutico, possivelmente devido a sua ação contra as espécies 

oxidantes geradas em processos inflamatórios
239, 240

. Usando sistema de detecção 

eletroquímico ao invés do espectrofotométrico
241

,
 
menores limites de detecção e maior 

sensibilidade têm sido obtidos na determinação de quercetina em amostras de plasma. 

Os métodos eletroquímicos têm demonstrado robustez semelhante aos cromatográficos, 

apesar de que processos de envenenamento de superfície têm sido demonstrados por 

conta de produtos de oxidação da quercetina sobre eletrodos não modificados
242-244

. 

Deste modo, o uso de sistemas eletrocatalíticos é sempre uma boa estratégia para a 

detecção destas espécies. Eletrodos de ouro com CAA contendo citocromo-c, sensíveis 

ao íon O2


 foram utilizados para a detecção indireta de quercetina já que esta, em 

função de seu poder antioxidante, consome este radical livre
243

. Estes métodos utilizam 

a capacidade de oxidação eletrocatalítica que moléculas eletroativas, como citocromo-c 

e ferroceno, adsorvidas sobre o eletrodo exercem sobre flavonóides.  
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1.1.5. Ação dos Compostos Tiólicos nos Processos do Estresse Oxidativo 

 

As interações entre compostos contendo grupos tiólicos e espécies oxidantes têm 

sido estudadas devido a processos de desnaturação de proteínas mediadas pela ação de 

radicais livres
245

. A ação do oxigênio sobre grupos tiólicos livres, pode iniciar a 

formação de íons superóxido e catalisar a iniciação de processos de reação em cadeia
246

. 

Através de diversas técnicas de análise bioquímica de eletroforese em gel 

demonstrou-se a formação do ácido sulfênico, produto da reação entre CSH e peróxido 

de hidrogênio
247-249

. A desnaturação de albumina pela formação de ácido sulfênico 

sobre um resíduo de CSH, exposto na estrutura protéica, foi demonstrada pela ação de 

ROS, como peróxido de hidrogênio
250

. Foi demonstrado que a ação de RNS como o 

peróxido nitrito sobre peptídeos contendo grupos tiólicos expostos, gera radicais COO
. 
,
 

através de reação com o dióxido de carbono 
251

. 

Estudos da interação entre íons metálicos oxidantes, como Cu
2+

 e Fe
3+

, com 

compostos contendo grupos tiólicos, como a L-cisteína e L-glutationa, geram íons 

superóxido, pela ação do oxigênio
252

, através da formação do radical tioil (-S
.
) como 

espécie intermediária. A ação oxidante do íon Cu
2+

 é capaz de esgotar o tampão redox 

celular, diminuindo a capacidade dos tecidos de eliminarem radicais livres e espécies 

oxidantes
253

. 

 

Esquema 3: Estrutura molecular da molécula de L-cisteína (CSH). 

 

 Esquema 4: Estrutura molecular da molécula de L-glutationa (GSH). 
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1.1.5.1. Equilíbrio de Formação e Quebra de Pontes de Dissulfeto  

 

O equilíbrio entre a formação e quebra de pontes de dissulfeto em sistemas 

biológicos tem sido estudado desde longa data, devido sua participação em processos de 

enovelamento protéico
254-255

, sinalização redox
256

 e estresse oxidativo
171

. 

 No enovelamento protéico de um polipeptídio contendo vários resíduos do 

aminoácido L-cisteína (CSH), o qual possui o grupo tiol (-SH), formam-se pontes de 

dissulfeto (-S-S-) ligando diversos pontos distantes de uma mesma cadeia polipeptídica 

ou cadeias presentes em estruturas terciárias diferentes
254

. Alterações na estrutura 

proteica, causada pela formação e quebra de pontes de dissulfeto, funcionam como uma 

chave liga-desliga para determinados processos catalisados por enzimas que possuem 

em sua estrutura pontes de dissulfeto e grupos tiólicos 
257

. 

 Devido à capacidade que ROS e RNS têm de alterar este equilíbrio, diversos 

estudos tem sido feitos para avaliar os efeitos do estresse oxidativo em processos 

biológicos controlados por esta reação
258-259

. É comum a ocorrência de reações de 

deslocamento, onde o átomo de enxofre de uma molécula é substituído por outra sem 

que ocorra a quebra da ponte de dissulfeto. A ação de CSH e GSH sobre grupos tiólicos 

livres em proteínas, pode exercer um efeito protetor contra espécies oxidativas
259-260

. 

 Dentre os principais sistemas do meio biológico, onde o equilíbrio redox, 

envolvendo pontes de dissulfeto participa, destaca-se a ação da enzima isomerase 

dissulfeto proteica (PDI – do inglês “proteic disulfide isomerase”). Esta enzima está 

localizada no retículo endoplasmático das células de diversos seres vivos, sendo 

responsável pela formação de pontes de dissulfeto e, em condições controladas, pelo 

enovelamento ideal de determinadas proteínas logo após a sua transcrição gênica
261

. 

Espécies redox, relacionadas ao estresse oxidativo agem diretamente nesta enzima, 

tendo como alvo os grupos tiólicos livres
261

. 

 A formação de pontes de dissulfeto entre resíduos de CSH presentes em diversos 

pontos do segmento da cadeia polipeptídica promove distorções na estrutura protéica, de 

maneira a expor outras regiões contendo resíduos com polaridade capaz de aumentar ou 

diminuir a solvatação do peptídeo, tornando-o mais ou menos solúvel em meio 

aquoso
262

. Também, através destas distorções causadas por quebra e formações de 

pontes de dissulfeto, cavidades catalíticas presentes em enzimas podem ter sua 

conformação tridimensional alterada resultando em perda de atividade. Isto ocorre com 

a enzima xantina desidrogenase, que após oxidação em grupos tiólicos livres, perde sua 
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capacidade de utilizar o NAD como aceptor de elétrons na oxidação de xantina, de 

modo que, após o processo oxidativo passa a utilizar o oxigênio (O2) como aceptor, 

passando a ser denominada xantina oxidase
263

. 

  

1.1.5.2. Principais Técnicas Utilizadas na identificação de pontes de Dissulfeto 

 

O estudo das reações de quebra e formação da ponte de dissulfeto envolve a 

determinação de parâmetros físico-químicos relacionados à cinética da reação, número 

de etapas envolvidas e número de compostos intermediários produzidos. 

Na área proteômica estudos estruturais tem como alvo o equilíbrio das pontes de 

dissulfeto devido a seu efeito sobre as estruturas terciária e quaternária de enzimas e a 

manutenção da função fisiológica. Para isso, um dos principais métodos utilizados é a 

cromatografia de exclusão por tamanho (SEC – do inglês “size exclusion 

chromatography”)
264

. O posicionamento dos resíduos de L – cisteína é determinado a 

partir do sequenciamento do peptídeo através de técnicas de espectrometria de massa de 

desorção a laser em matriz polimérica (MS-MALDI – do inglês “mass spectrometry on 

matrix assististed laser desorption/ionisation”)
265

. Antes do processo são realizadas 

quebras das pontes de dissulfeto através de clivagens redutivas. 

A espectrometria de massa (do inglês “mass spectrommetry” – MS), através de 

seu acoplamento com técnicas cromatográficas, como a cromatografia líquida de alto 

desempenho (do inglês “high performance liquid chromatography” – HPLC), tem sido 

utilizada para o identificação de pontes de dissulfeto em peptídeos
266-267

. Diferentes 

procedimentos de análises têm sido utilizados e, um deles, é o acoplamento da 

cromatografia HPLC ao espectrômetro de massa, feito através de um sistema de 

eletrospra. Neste caso, os analitos, devido à natureza pouco volátil e alta quantidade de 

íons, são após eluição introduzidos no detector através da nebulização da fase móvel 

cromatográfica
268

. O principal resultado obtido através de métodos que utilizam a MS é 

o posicionamento das pontes de dissulfeto na cadeia peptídica. Clivagens redutivas 

fornecem resultados das seqüências lineares das cadeias peptídicas, enquanto resultados 

obtidos sem este procedimento fornecem apenas informações sobre os pontos da cadeia 

ligados através das pontes de dissulfeto. 

As técnicas de Raio-X são úteis na determinação do estado de oxidação dos 

átomos de enxofre em moléculas contendo grupos tiólicos onde através desta 
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informação é possível avaliar o deslocamento do equilíbrio redox do par R–S-S-R, 

H
+
/R–SH. Através de métodos utilizando a técnica de espectroscopia de Raio-X de 

Fotoelétrons (do inglês “x-ray fotoelectrons spectroscopy – XPS) é possível a 

determinação do número de elétrons na camada de valência do átomo de enxofre, 

através das transições de elétrons de orbitais mais internos até a camada mais externa, 

informação obtida através da energia dos fótons liberados na transição
269

. Para a 

determinação da estrutura molecular vizinha ao redor dos átomos da ponte de dissulfeto 

tem sido utilizada a técnica de absorção de raio-X próximo a estrutura de borda (do 

inglês “x-ray absorption near edge structure – XANES)
270

. Após o processo de transição 

de elétrons, que são provenientes de camadas internas do átomo, ocorre o processo de 

relaxação, durante o qual os fótons são emitidos e sofrem espalhamento em um padrão 

que é dependente das vizinhanças do átomo emissor
270

.
  

Através do padrão de 

espalhamento da radiação absorvida por determinado átomo é possível determinar a 

estrutura molecular de sua vizinhança. Esta técnica envolve o uso radiações de alta 

potencia, sendo comumente utilizada a radiação síncrotron, gerada em aceleradores de 

partículas
270

. 

Diversos trabalhos na literatura demonstraram de que o equilíbrio redox 

envolvendo a formação da ponte de dissulfeto ocorre através de intermediários 

radicalares, cuja detecção tem sido efetuada pela técnica de espectroscopia de 

ressonância paramagnética (EPR - do inglês “electron paramagnetic resonance”)
 271-273

. 

Nesta técnica, a presença de elétrons desemparelhados, presentes nos radicais livres, é 

detectada através do desdobramento de energia entre os estados de spin do elétron 

desemparelhado dentro de um campo magnético. Desta maneira, a formação de radicais 

tioil (R-S
.
) e do radical ânion dissulfeto (R-S-S

.-
-R), como intermediários do processo 

oxidativo de tióis em peptídeos, foram identificados
273

. 

A Ressonância Magnética nuclear (RMN) tem sido empregada em métodos 

titulométricos. Através de variações no espectro de RMN de H
1
 como função da 

concentração de hidrogênio, é possível identificar grupos com características  

ácido-base como, por exemplo, o grupo tiólico
274

. 

Apesar da grande versatilidade das técnicas eletroquímicas, como ferramenta 

analítica para determinações quantitativas, qualitativas e obtenção de parâmetros 

cinéticos e termodinâmicos de reações, estas têm sido pouco utilizadas no estudo de 

reações radicalares e seus mecanismos de transferência eletrônica, principalmente 

envolvendo a formação de pontes de dissulfeto. 
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A maior vantagem da aplicação das técnicas voltamétricas no campo biológico 

reside no fato de que as mesmas muitas vezes permitem simular fielmente a produção 

de intermediários reativos e/ou produtos de reação que são exatamente os mesmos 

daqueles provenientes de reações enzimáticas
275

. Com isto, estas técnicas têm sido 

empregadas raramente para estudar sistemas in vitro e interações químico-biológicas 

que ocorrem in vivo
276

. 

Diante da importância biológica do sistema RSSR/RSH, esta Tese teve como 

objetivo geral: 

 

1- Desenvolver eletrodos de ouro modificados com MPA/CSH e MPA/GSH para 

mimetizar processos biológicos envolvendo o sistema redox RSSR/RSH e estudar o 

mecanismo pelo qual espécies oxidantes tais como Cu
2+

 e O2, afetam esse sistema; 

 

2- Determinar, utilizando técnicas eletroquímicas, o mecanismo redox de formação e 

quebra de pontes de dissulfeto nestes sensores. 

 

E como objetivos específicos: 

 

1- Desenvolver metodologias de modificação de eletrodos de ouro com moléculas de L-

cisteína e L-glutationa de modo a manter a eletroatividade do grupo tiólico presente 

nestas moléculas; 

 

2 - Identificar e caracterizar os parâmetros físico-químicos que governam o processo 

redox R-SH/RSSR nos pares redox confinados sobre a superfície dos eletrodos de 

Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH; 

 

3 - Desenvolver metodologias de análise quantitativa de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), como peróxido de hidrogênio e compostos com atividade antioxidante, como 

quercetina. 

2. Materiais e Métodos 
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2.1. Reagentes e Soluções 

  

 Soluções aquosas de ácido morfolinoetanossulfônico (MES) 0,2 mol L
-1

 foram 

preparadas utilizando o padrão Sigma-Aldrich (CAS 4432-31-9, Código Sigma M3671). 

Estas soluções foram neutralizadas com solução de NaOH (Merck CAS 1310-73-2, 

Código 1.06466.0050) para a preparação do tampão MES 0,1 mol L
-1

 pH 6,2, de modo 

a obter proporções iguais do ácido e de seu respectivo sal. O tampão fosfato (TF) 0,1 

mol L
-1

, pH 7,2 foi preparado pela dissolução de quantidades apropriadas de Na2HPO4 

(CAS 7782-85-6, Código Sigma S5011) e NaH2PO4 da Sigma-Aldrich (CAS 7558-80-7, 

Código Sigma S5136) em água deionizada. 

 

 As soluções de L-cisteína (CSH) foram preparadas pela dissolução de cloridrato 

de L-cisteína anidra 98% Sigma-Aldrich (CAS 704804-6, Código Sigma C1276) em 

tampão MES. A solução de ácido 3-mercaptopropiônico (MPA) foi preparada pela 

dissolução do padrão do composto líquido, 98% (CAS 107-96-0, Código Sigma M5801) 

em etanol anidro da Sigma-Aldrich (CAS 64-17-5, Código Sigma 459836). 

  

 A solução estoque 2,0 mol L
-1 

de peróxido de hidrogênio foi preparada a partir 

da diluição de solução padrão 30% da MERCK (CAS 7722-80-1, Código Merck 

1.07209.0250) em tampão fosfato, pH 7,2. A solução de acetato de amônio foi 

preparada pela dissolução de quantidade apropriada do respectivo sal, marca QM (CAS 

631-61-8, Código QM 12520) em água deionizada. 

 

 A soluções de Cu
2+

 1,0 x10
-7

 mol L
-1

 foram preparadas através da dissolução de 

CuSO4 
.
 5H2O da Merck (CAS 7758-98-7, Código Merck 1.02790.0250) em solução 

tampão acetato de amônio 0,1 mol L
-1

 pH 7,2. Outras soluções utilizadas foram 

preparadas por dissolução de quantidades apropriadas dos respectivos sais, obtidos da 

Merck, em água ou nos tampões de interesse, MES ou tampão fosfato (TF). 
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2.2. Célula Eletroquímica 

 

 As medidas eletroquímicas foram realizadas utilizando-se uma célula 

eletroquímica constituída de um copo de vidro, com capacidade volumétrica de 20 mL 

para solução de eletrólito de suporte. Utilizou-se sistema de três eletrodos constituído 

de: 

- Eletrodo de trabalho: Eletrodos de ouro modificados com MPA e 

posteriormente com CSH (Au/MPA/CSH) ou GSH (Au/MPA/GSH); 

- Eletrodo de referência: Sistema de Ag/AgCl, KCl(sat); 

A construção deste eletrodo foi realizada através da anodização de um fio de prata 

por eletrólise em solução de HCl 0,1 mol L
-1

, aplicando-se corrente constante de 1 mA 

durante 900 segundos. Para a formação da semi-célula utilizada como eletrodo de 

referência este fio de prata anodizado a cloreto de prata foi inserido em uma ponteira 

Eppendorf
MR

 selada na ponta com um pedaço de membrana de troca-iônica utilizada 

para confecção de baterias chumbo-ácida. Este compartimento foi preenchido com 

solução saturada de KCl saturado, a fim de manter constante o potencial da semi-célula 

para funcionamento como eletrodo de referência. 

- Eletrodo Auxiliar: Fio de Platina. 

Como soluções de eletrólito de suporte foram utilizadas as soluções de tampão 

fosfato 0,1 mol L
-1

 em diversos valores pH. 

2.3. Equipamentos 

 

Todas as soluções aquosas foram preparadas com água 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 

medições de pH.  As medições voltamétricas e amperométricas foram efetuadas um 

potenciostato AutoLab type III, interfaceado a um microcomputador utilizando-se o 

software GPES. 

Os espectros Raman de Superfície foram obtidos através de um sistema micro-

Raman no equipamento Renishaw Raman Ínvia Confocal Imaging Microprobe System 

3000, contendo laser de He/Ne de 633 nm, acoplado a um microscópio óptico com 

resolução espacial de 1,0 μm, que permite selecionar a região de interesse da amostra 

para a obtenção dos espectros Raman de superfície. As medidas foram realizadas no 



40 

 

Laboratório de Espectroscopia Molecular (LEM), sob a orientação da profa. Dra. 

Márcia Laudelina Arruda Temperini, com o auxilio do Dr. Tércio Paulo. 

2.4. Limpeza da Superfície de Eletrodo de Ouro 

 

O eletrodo foi polido com suspensões de alumina de 1,0 e 0,3 m sobre uma 

superfície de feltro da Arotec. Em seguida, foi submetido a tratamento químico por 5 

minutos de imersão da superfície metálica em solução piranha (H2SO4(c) e H2O2 30%, 

1:1 v/v). Na seqüência, obtiveram-se voltamogramas cíclicos (10 ciclos) em solução  

0,1 mol L
-1

 de H2SO4, no intervalo de potencial de – 0,2 V a + 1,6 V sob a velocidade 

de 0,1 V s
-1

.  

2.5. Formação da Camada Auto-arranjada de MPA sobre o Eletrodo de Ouro 

  

 A otimização das condições de formação da CAA de MPA sobre o eletrodo de 

ouro foi conduzida empregando estudos de desorção eletroquímica do MPA da 

superfície do eletrodo. O eletrodo de ouro previamente limpo foi imerso em soluções 

etanólicas de MPA, de diferentes concentrações, durante 1 hora. Na seqüência, 

obtiveram-se voltamogramas cíclicos em solução de KOH 0,5 mol L
-1

 na janela de 

potencial de - 0,3  Eapl ≤ -1,3 V a velocidade de 0,01 V s
-1

. A quantidade adsorvida de 

MPA sobre a superfície do eletrodo foi obtida a partir da área dos picos de desorção 

registrados nos voltamogramas obtidos. 

Nos demais experimentos a formação da CAA de MPA sobre o eletrodo de ouro 

foi conduzida utilizando-se solução etanólica de MPA 10 mmol L
-1

 e tempo de uma 

hora. Em seguida o eletrodo foi lavado com água destilada. 

2.6. Imobilização de CSH e GSH sobre o eletrodo de ouro recoberto com MPA  

 

Estudos preliminares foram realizados através da imersão do eletrodo de ouro 

recoberto com MPA em uma solução de 50 mmol L
-1

 de CSH em tampão MES  

0,1 mol L
-1

 pH 6,2 durante 10 minutos para adsorção de moléculas de CSH sobre os 

grupos carboxilatos presentes nas moléculas de MPA, constituintes da CAA sobre o 

eletrodo. 

Otimização da concentração de CSH foi realizada através da imersão do eletrodo 

recoberto com MPA em soluções de CSH de diferentes concentrações. O objetivo deste 
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estudo foi obter a concentração de CSH necessária para saturar os sítios de ligação 

presentes nas moléculas de MPA durante os 10 minutos de imersão do eletrodo de 

Au/MPA na solução de CSH. Após este estudo, selecionou-se a concentração de 20 

mmol L
-1

 de CSH em solução de tampão MES 0,1 mol L
-1

 pH 6,2  para a confecção do 

eletrodo de Au/MPA/CSH e utilização nos demais experimentos. O mesmo 

procedimento foi realizado para se obter a concentração de GSH necessária para saturar 

o eletrodo de Au/MPA. Aconcentração de GSH escolhida foi 20 mmol L
-1

 em solução 

de tampão MES 0,1 mol L
-1

 pH 6,2, com tempo de imersão de 10 minutos. Em ambos 

os casos os eletrodos modificados, Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, foram lavados 

solução tampão MES 0,1 mol L
-1

 pH 6,2 antes de realizar a etapa de ativação. 

2.7. Ativação Eletroquímica dos Eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH 

 

Os eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH foram, cada um ao seu tempo, 

transferidos para uma célula eletroquímica contendo solução de acetato de amônio  

0,1 mol L
-1

 pH 7,2 como eletrólito suporte. Após imersão dos eletrodos de referência e 

auxiliar, foram efetuados 100 voltamogramas cíclicos no intervalo de potencial de - 0,2 

 Eapl ≤ + 0,3 V a velocidade de 0,01 V s
-1

.  

2.8. Titulação Voltamétrica dos Grupos com Característica Acido-Base na 

Superfície do Eletrodo de Au/MPA e Au/MPA/CSH 

 

 A titulação voltamétrica dos grupos com característica ácido-base presentes na 

superfície dos eletrodos de Au/MPA e Au/MPA/CSH foi realizada através da obtenção 

de voltamogramas cíclicos em solução de ferricianeto de potássio ([K3Fe(CN)6])  

10 mmol L
-1

, utilizando como eletrólito de suporte tampões fosfato em diferentes 

valores de pH, de 2 a 10. A partir dos voltamogramas obtidos foram construídas curvas 

de Ip,c versus pH da solução de eletrólito. 

2.9. Tratamento Superficial Eletroquímico do Eletrodo de Ouro para a Obtenção 

dos Espectros Raman de Superfície 

 

Para a obtenção dos Espectros Raman de Superfície foi necessário realizar, após 

polimento da superfície de ouro, um tratamento eletroquímico para a formação de 

nanoestruturas superficiais, necessárias para a obtenção do efeito SERS. Este 

procedimento constituiu-se da realização de 50 varreduras de voltametria cíclica em 
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solução de cloreto de potássio 0,1 mol L
-1

 em potenciais de 0,0  Eapl ≤ + 1,0 V a 

velocidade de 0,1 V s
-1

. 

2.10. Obtenção dos Espectros Raman de Superfície - SERS dos Eletrodos 

Modificados com MPA, Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH. 

 

Os espectros Raman de Superfície foram obtidos após a seleção microscópica 

das regiões superficiais dos eletrodos de ouro que apresentaram boa homogeneidade 

após a realização do tratamento eletroquímico descrito no item anterior. Devido ao 

acréscimo da área superficial do eletrodo de ouro, por conta do processo de formação de 

nanoestrutura, a modificação com MPA foi realizada através da imersão em solução 

etanólica 25 mmol L
-1

 deste composto, durante 24 horas. Para a incorporação de CSH e 

GSH utilizou-se tempo de 2 horas de imersão em soluções 25 mmol L
-1

 de CSH e GSH 

em tampão MES 0,1 mol L
-1

 pH 6,2; sob agitação. Para a ativação eletroquímica 

utilizou-se procedimento semelhante ao descrito no item 2.7, porém realizando-se 200 

ciclos volamétricos em solução de acetato de amônio 0,1 mol L
-1

 pH 7,2 na faixa de 

potencial de - 0,2  Eapl ≤ + 0,3 V a velocidade de 0,01 V s
-1

. 

As aquisições espectrais foram realizadas através da exposição da região de 

interesse a um laser de He-Ne (λ = 632,8 nm) com uma potência de 8 mW e resolução 

de 2 cm
-1

 durante 10 s de exposição. Tres aquisições foram feitas para cada ponto 

utilizando-se 0,5% da radiação proveniente do laser. 

2.11. Redução Eletrocatalítica de Peróxido de Hidrogênio sobre os eletrodos de 

Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH 

 

 Para a avaliação do efeito do par redox, presente nos eletrodos de Au/MPA/CSH 

e Au/MPA/GSH, na redução eletrocatalítica do peróxido de hidrogênio efetuaram-se 

voltamogramas cíclicos em célula eletroquímica contendo 10 mL solução de H2O2  

1,0 mmol L
-1

 em tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2; utilizando cada um dos eletrodos 

modificados como eletrodo de trabalho. O registro dos voltamogramas cíclicos foi 

realizado em velocidades de varredura de 0,01 a 0,5 V s
-1

 e as correntes faradáicas 

resultantes do processo eletrocatalítico foram obtidas em potencial de 0,0 V. 
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2.12. Construção das Curvas Analíticas Amperométricas para Determinação de 

Peróxido de Hidrogênio utilizando-se os Eletrodos de Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH 

 

A uma célula de vidro com capacidade de 20 mL foram adicionados 10 mL de 

tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2, mantendo-se a solução sob agitação. Aplicou-se  

-0,1 V ao eletrodo de trabalho e, após estabilização da corrente inicial adicionou-se, a 

cada 10 segundos, alíquotas de 5 L de solução de peróxido de hidrogênio 2,0 mmol L
-1

 

durante 15 minutos. 

2.13. Imobilização de íons de Cobre sobre os Eletrodos de Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH 

 

Para avaliar a eventual adsorção de íons Cu
2+

 sobre os eletrodos de 

Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, estes foram imersos, por 5,0 minutos, em solução  

1,0 x10
-7

 mol L
-1 

de Cu
2+

, preparada em tampão acetato de amônio 0,1 mol L
-1

 pH 7,2; 

sob agitação. 

2.14. Deslocamento do Equilíbrio Redox dos Eletrodos de Ouro Modificados com 

Au/MPA/CSH por Moléculas de Oxigênio 

 

 O efeito do oxigênio sobre deslocamento dos equilíbrios redox, CSSC/CSH ou 

GSSG/GSH foi avaliado. Para tanto, O2 foi borbulhado na célula contendo 20 mL de 

solução 0,1 mol L
-1 

de tampão fosfato pH 7,2; a 25 º e voltamogramas cíclicos,   

à 0,1 V s
-1

, foram obtidos no intervalo de potenciais de -0,2  Eapl ≤ + 0,3 V após cada 

tempo de purga do gás sobre a solução de eletrólito. Estudos cinéticos foram realizados 

através do registro de voltamogramas em diferentes velocidades de varredura. A 

eliminação do gás O2 da solução de eletrólito de suporte da célula eletroquímica foi 

realizada através do borbulhamento de gás nitrogênio (N2). 

2.15. Determinação de Quercetina através do Eletrodo de Au/MPA/CSH 

 

 Desenvolveu-se um método para determinação de quercetina usando voltametria 

cíclica e o eletrodo de Au/MPA/CSH. A construção de curva analítica foi realizada 

através da correlação entre os valores de corrente de pico anódica versus concentração 

de quercetina presente na solução de eletrólito de suporte. A concentração de quercetina 

na solução de eletrólito da célula eletroquímica foi controlada através de adições de 
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solução padrão 3,75 mmol L
-1

de quercetina. Os voltamogramas cíclicos foram obtidos 

antes e depois de cada adição de 5,0 L da solução padrão de quercetina à célula 

eletroquímica contendo 20 mL de solução de eletrólito suporte saturada em O2. A 

varredura de potencial foi realizada na faixa de - 0,2  Eapl ≤ + 0,3 V a velocidade de 

0,01 V s
-1

. 

2.16. Equações utilizadas para o Cálculo dos Parâmetros Termodinâmicos e 

Cinéticos 

 

 O cálculo do recobrimento de MPA sobre o eletrodo de ouro foi determinado 

com base na carga correspondente a integração dos picos voltamétricos de dessorção em 

solução de 0,1 KOH mol L
-1

: 

 

 Q = (∫ pico I(E)dE) /        (13) 

 Onde: 

 Q: carga do pico (C); 

 ∫ pico I(E) dE: área do pico (C); 

 : velocidade de varredura (V s
-1

). 



MPA = Q / nFA       (14) 

Onde: 

n: número de elétrons = 1 

F: constante de Faraday (F = 96485 C) 

A: área do eletrodo (cm
2
) = 0,071 cm

2
. 

 

Os processos de formação de monocamadas foram tratados com base nos 

modelos de isotermas de Langmuir e Frumkin. O modelo de Langmuir aplica-se à 

situação onde as espécies adsorvidas apresentam pouca interação entre si. A equação 

considerada para este modelo foi: 

 

 K[C] =  / (m – )         (15) 

 Onde: 

 K: constante; 

 [C]: atividade da espécie adsorvida (utilizou-se concentração molar mol L
-1

); 
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 : recobrimento superficial calculado (mol cm
-2

) 

m: recobrimento de saturação (mol cm
-2

). 

 

 A linearização desta equação produz a equação: 

 

 

 (m


C


m


      (16) 

 

 No modelo de Frumkin a equação é acrescida de um fator que considera as 

interações entre as espécies adsorvidas: 

 

 K[C] = [ / (m – )] exp (-2)      (17) 

 Onde: 

 : coeficiente associado à interação entre espécies adjacentes. 

 

A linearização desta equação produz a equação: 

 

ln { ((m – )[C] /) }= ln K -2     (18) 

 

O recobrimento dos eletrodos de Au/MPA com moléculas de CSH e GSH foi 

obtido através das equações: 

 

Ip,c = F
2
A / 2,718 RT) 0     (19) 

Ip,a = (1-) (F
2
A / 2,718 RT) 0     (20) 

Onde: 

Ip,c: corrente de pico catódica (A); 

Ip,a: corrente de pico anódica (A); 

: coeficiente de transferência eletrônica do processo de redução; 

1-: coeficiente de transferência eletrônica do processo de oxidação; 

R: constantes dos gases ideais (R = 8,314 J mol
-1

 K
-1

); 

T: temperatura (K); 

0: recobrimento do eletrodo com a espécie eletroativa (mol cm
-2

); 
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Os valores de  e  foram obtidos a partir das inclinações as curvas de Ip versus 

, de acordo com as equações: 

 

Ip,c /  = F
2
A / 2,718 RT)      (21) 

Ip,a /  = (1-) (F
2
A / 2,718 RT)     (22) 

 

 Conforme ao constatado na sessão 3.6, o recobrimento superficial obtido através 

das equações (19) e (20), (21) e (22) se refere a moléculas contendo grupos tiólicos 

desprotonados, pois é sob esta forma que o processo redox é iniciado. Assim, a 

quantidade total de moléculas de CSH e GSH presente na superfície dos eletrodos de 

Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH foi calculada com base no equilíbrio de desprotonação 

do grupo tiólico em ambas as moléculas: 

 

CSH  CS
-
 + H

+
       (23) 

 

Ka(-SH) = [CS
-
][H

+
] / [CSH]     [CSH] = [CS

-
][H

+
] / Ka 

 

CSH = 0(CSH) [H
+
] / Ka(-SH)     (24) 

 

GSH  GS
-
 + H

+
       (25) 

 

Ka(-SH) = [GS
-
][H

+
] / [GSH]    [GSH] = [GS

-
][H

+
] / Ka (26) 

 

GSH = 0(GSH) [H
+
] / Ka(-SH)     (27) 

 

A determinação do número de elétrons e do coeficiente de transferência 

eletrônica foi obtida através das respectivas equações: 

 

Ep,c - Ep/2,c = 0,062 / n      (28) 

Ep,a - Ep/,c = 0,062 / (1-n      (29) 

Onde: 

Ep,c: potencial de pico catódico (V); 

Ep,a: potencial de pico anódico (V); 
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Ep/2,c: potencial correspondente a metade da corrente de pico catódica (V); 

Ep/2,a: potencial correspondente a metade da corrente de pico anódica (V). 

 

 O número de elétrons e prótons acoplados ao processo de transferência 

eletrônica foi obtido usando a relação entre prótons e elétrons, conforme as equações: 

 

 Ep,a/pH = 0,059 ( n(H) / n )     (30) 

 Ep,c/pH = 0,059 ( n(H) / n )      (31) 

 Onde:  

 Ep,a/pH: inclinação da curva de Ep,a versus pH (V); 

 Ep,c/pH: inclinação da curva de Ep,c versus pH (V); 

n(H): número de prótons que acompanham o processo de transferência 

eletrônica; 

 n: número de elétrons. 

 

 A determinação das constantes de velocidade do processo de transferência 

eletrônica foi realizada usando as equações: 

 

Ep,c = E
0’

 + (RT/F) ln [(RT/F)(ks,b/)]    (32) 

Ep,a = E
0’

 - [RT/((1-)F)] ln [(RT/((1-)F))(ks,f/)]   (33) 

Onde: 

Eº’: potencial formal do processo redox; 

ks,b: constante de velocidade de transferência eletrônica do processo reverso (s
-1

); 

ks,f: constante de velocidade de transferência eletrônica do processo direto (s
-1

). 

 

 A partir dos voltamogramas obtidos em condições onde ln  = 0, as equações 

 (32) e (33) se reduzem a: 

 

Ep,c = E
0
 + (RT/F) ln(RT/F)+ (RT/F) ln ks,b   (34) 

Ep,a = E
0
 - [RT/((1-)F)] ln[RT/((1-)F)] - [RT/((1-)F)] ln ks,f (35) 

 3. Resultados e Discussão 
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3.1. Otimização das Condições de Formação da Camada Auto-Arranjada de MPA 

sobre a Superfície do Eletrodo de Ouro  

 

 A Figura 1 apresenta o voltamograma característico de um eletrodo de ouro 

previamente limpo, cujo perfil voltamétrico indica a ausência de material adsorvido à 

superfície. Esta situação é indispensável para a formação da CAA sobre sua superfície. 

 

Figura 1: Voltamograma Cíclico obtido em H2SO4 0,2 mol L
-1

 usando o eletrodo de 

ouro previamente polido em suspensão de alumina 0,1 m após tratamento com 

solução piranha. Ei = - 0,2 V; El = + 1,6 V e Ef = - 0,2 V;  = 0,1 V s
-1

. 

 

O perfil voltamétrico apresentado na Figura 1 mostra processos oxidativos 

resultantes da oxidação de átomos de ouro da superfície do eletrodo e redução destes 

mesmos átomos durante a varredura reversa. A janela de potenciais até o valor limite de 

0,8 V corresponde ao intervalo de polarização, que é a janela de potenciais de trabalho, 

no qual não ocorrem processos faradáicos resultantes do material constituinte do 

eletrodo. A ausência de processos faradáicos nesta região indica que a superfície não 

possui espécies adsorvidas, que poderiam atrapalhar a formação da CAA. 

A formação da CAA de MPA sobre a superfície do eletrodo de ouro foi utilizada 

com o objetivo de proteger a superfície metálica do eletrodo, para impedir o 

inconveniente dos grupos tiólicos, presentes nas moléculas de CSH, ligarem-se 

diretamente a superfície do eletrodo, impossibilitando que estes estivessem disponíveis 

para reação eletródica. 

O processo de formação das CAA de MPA ocorre conforme o esquema 5: 
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Esquema 5: Adsorção das moléculas de MPA sobre a superfície metálica do 

eletrodo através da ligação do átomo de enxofre sobre átomos de ouro. 

 

Diversos trabalhos na literatura descrevem a formação de CAA sobre eletrodos 

de ouro usando tempos muito elevados de imersão em solução de MPA, de modo a 

possibilitar a auto-organização desta monocamada. A fim de reduzir o tempo demasiado 

de preparação dos eletrodos modificados, sem diminuir a regularidade da auto-

organização da CAA, foram realizados experimentos utilizando diferentes 

concentrações de MPA, para a obtenção de um valor ótimo deste parâmetro a tempo 

mais curto. Realizou-se a formação de CAA de MPA sobre a superfície do eletrodo de 

ouro usando-se diferentes concentrações de MPA, mas mantendo-se o tempo de imersão 

em 1 hora. Na figura 2 são apresentados os voltamogramas obtidos. 

 

 

   

  
 

Figura 2: Voltamogramas cíclicos obtidos em solução de KOH 0,5 mol L
-1

 após a 

adsorção de MPA sobre a superfície de um eletrodo de ouro.  [MPA] = 1 (A); 2 (B), 

5(C), 10 (D) e 25 (E) mmol L
-1

 Ei = - 0,2 V; E = - 1,3 V e Ef = - 0,2 V; = 0,05 V s
-1

.  
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Na figura 2 são observados processos faradáicos catódicos, resultantes da 

desorção das moléculas de MPA adsorvidas sobre a superfície do eletrodo. O processo 

que possui potencial de pico em torno de -1,0 V apresenta aumento de corrente de pico 

para maiores valores de concentração de MPA. Isto indica que ocorre maior adsorção 

para maiores concentrações de MPA. Para menores concentrações são observados mais 

de um processo catódico, que à medida que a concentração de MPA aumenta, os 

potenciais de pico observados tendem a se aproximar. Os processos de desorção que 

ocorreram em menor potencial de pico se referem às interações mais fracas de 

moléculas de MPA sobre a superfície, provavelmente alojadas em defeitos da CAA. Isto 

indica que para menores concentrações de MPA e tempos de adsorção longos, da ordem 

de uma hora, a ocorrência de defeitos na CAA é mais frequente. Os resultados obtidos 

indicam que para o tempo de 1 hora a saturação da superfície metálica é atingida com o 

aumento de concentração de MPA. Estudos do recobrimento com tempos diferentes não 

foram realizados, pois o objetivo foi o recobrimento com tempo relativamente curto. 

 Os processos de adsorção e desorção de MPA sobre a superfície de ouro podem 

ser descritos por meio das reações (36) e (37) respectivamente: 

 

 Au + HS-CH2-CH2-COOH  Au-S-CH2-CH2-COOH + H
+
 (36) 

 Au-S-CH2-CH2-COOH + e
-
  Au + 

-
S-CH2-CH2-COOH  (37) 

 

Os picos catódicos observados na Figura 2 se devem, de fato, à desorção de 

MPA, pois na varredura reversa não é observado nenhum sinal de reoxidação, indicando 

que as moléculas desorvidas não são novamente adsorvidas à superfície do eletrodo. 

Isto porque em meio fortemente alcalino, KOH 0,5 mol L-1, do eletrólito de suporte, o 

MPA, após sofrer o processo de desorção, é mantido sobre a forma de tiolato, que 

carregado negativamente apresenta alto grau de solvatação e, consequentemente, 

dificuldade em se adsorver de maneira específica a superfície do eletrodo.  

O cálculo do excesso superficial para cada concentração de MPA foi realizado 

através da integração dos picos apresentados nos voltamogramas da Figura 2, conforme 

as equações 13 e 14. Na Figura 3 são plotados os valores dos excessos superficias 

calculados para cada concentração de MPA. 
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Figura 3: (A) Curva de recobrimento superficial de MPA sobre o eletrodo de ouro 

versus concentração de MPA utilizada para a adsorção. (B) Isoterma de Langmuir 

e (C) Isoterma de Frumkin. 

 

 O recobrimento superficial praticamente não aumenta para concentrações de 

MPA maiores que 10 mmol L
-1

 indicando saturação da superfície de ouro  e obtenção da 

quantidade máxima de moléculas de MPA por cm
2
 que caberiam em uma monocamada 

sobre a superfície. 

A partir da Figura 3B é possível observar que a adsorção de MPA sobre o 

eletrodo de ouro ocorre através da formação de uma monocamada, devido à 

aproximação linear obtida para o modelo de Langmuir. Apesar da existência de forças 

de atração de Van der Walls entre as cadeias carbônicas, estas não têm intensidade 

suficiente para ultrapassar as forças de repulsão entre os grupos carboxila desprotonados 

na extremidade das moléculas de MPA, devido ao pequeno número de átomos de 

carbono na cadeia. Para concentrações mais baixas de MPA, o modelo de Frumkim 

apresenta certa correlação, mas esta diminui à medida que a concetração aumenta. Isto 
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se deve ao aumento da repulsão entre moléculas mais próximas, que provavelmente 

produz uma diferença significativa entre as energias dos sítios de ligação a serem 

preenchidos e a contabilização do processo de dessolvatação dos íons adsorvidos. 

Na Figura 4 são apresentados voltamogramas obtidos em solução tampão fosfato 

0,1 mol L
-1

 pH 7,2 antes, após a formação de CAA de MPA e após formação da nova 

monocamada de MPA/CSH. 

 

Figura 4: Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de ouro limpo, recoberto com 

MPA (Au/MPA) e recoberto com MPA e CSH (Au/MPA/CSH) em solução tampão fosfato 

0,1 mol L
-1

 pH 7,2 contendo O2 dissolvido. Ei = - 0,2 V; El = + 0,3 V e Ef = - 0,2 V;

 = 0,1 V s
-1

. 

 

Como demonstrado na Figura 4 o processo de redução de O2 é suprimido após a 

formação da CAA sobre o eletrodo de ouro, pois esta funciona como uma barreira para 

esta molécula, que é eletroativa sobre a superfície de ouro descoberta, na janela de 

potencial de trabalho. 

Na figura 5 são apresentados voltamogramas obtidos com eletrodo de ouro 

recoberto com CSH diretamente, sem o recobrimento superficial prévio com moléculas 

de MPA. 
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Figura 5: Voltamogramas cíclicos obtidos com eletrodo de ouro após imersão em 

diferentes concentrações de CSH por 1 hora. Eletrólito suporte: solução tampão 

fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2. Ei = - 0,2 V; El = + 0,3 V e Ef = - 0,2 V; = 0,1 V s
-1

. 

[CSH] = 2, 5; 10; 15 e 20 mmol L
-1

. 

 

 Os dados apresentados na Figura 5 mostram que não ocorre a adsorção direta de 

CSH sobre o eletrodo de ouro, uma vez que nenhum par redox pode ser detectado. 

Como discutido anteriormente, os grupos tiol perdem sua eletroatividade ao se ligar 

sobre a superfície metálica de ouro. 

 

3.2. Ativação Eletroquímica dos Eletrodos Modificados de Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH 

 

Os primeiros ciclos voltamétricos obtidos com os eletrodos Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH, logo após o ancoramento das moléculas de CSH e GSH na superfície 

dos eletrodos de ouro recobertos com MPA, mostraram processos faradáicos 

corrrespondentes ao par redox R-SS-R/R-SH com intensidade muito baixa. 

Por este motivo, realizaram-se os processos de ativação eletroquímica, conforme 

descrito no item 2.7. Para o eletrodo de Au/MPA/CSH os resultados são apresentados 

na Figura 6. 
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Figura 6: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo Au/MPA/CSH em 

solução tampão acetato de amônio 0,1 mol L
-1

 pH 7,2 na ausência de O2. Processo 

de Ativação do Eletrodo e (B) Corrente de pico versus número de ciclos. Ei = - 0,2 

V; El = +0,3 V e Ef = -0,2 V; = 0,01 V s
-1

. 

 

Na Figura 6 observa-se que as correntes de pico aumentam à medida que ciclos 

voltamétricos sucessivos são realizados em solução de eletrólito de suporte. Este 

processo faradáico não foi observado para eletrodo de ouro modificado apenas com 

MPA. O esquema 6 apresenta o mecanismo proposto para o ancoramento das moléculas 

de CSH sobre a CAA de MPA. 

 

Esquema 6: Ancoramento das moléculas de CSH sobre a CAA de MPA presente na superfície do 

eletrodo de ouro. 

 

O processo de ancoramento descrito no item 2.6 favorece a formação de um par 

iônico, pois nas condições de pH em que o procedimento de ancoramento foi realizado 

(tampão MES pH 6,2), os agrupamentos carboxila, presentes nas moléculas de MPA 

estão carregados negativamente e os grupos amino presentes em moléculas de CSH ou 
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GSH, carregados positivamente. O grupo carboxila presente no MPA se encontra 

desprotonado e com carga negativa em valores de pH acima de 5,49, enquanto o grupo 

amino da molécula de CSH se apresenta protonado e com carga positiva para valores de 

pH abaixo de 10,78. Para o grupo amino da molécula de GSH a situação é a mesma, 

porém os grupos estarão protonados para valores de pH abaixo de 9,65. 

A ausência de espécies eletroativas em solução indica que o processo redox 

observado é resultante de moléculas adsorvidas sobre o eletrodo. O valor da diferença 

entre os potenciais de pico foi maior que 0,059 V, pois o processo redox observado é 

quase-reversível.  A ausência de processos faradáicos para o eletrodo recoberto com 

MPA indica que as moléculas de CSH adsorvidas sobre o eletrodo são responsáveis 

pelo par redox observado. 

 O aumento gradativo das correntes de pico, observado na Figura 6A, demonstra 

que possivelmente, o processo de ancoramento ocorra por interação eletrostática, 

conforme o esquema 6. No entanto, posteriormente, após a aplicação de potencial, é 

passível a ocorrência de reações de eliminação de moléculas de água e formação de uma 

ligação amídica, com caráter covalente. Isto explica o aumento nas correntes de pico 

observadas nos voltamogramas cíclicos sucessivos, pois a formação da ligação amídica 

diminui a distancia a ser percorida pelo elétron entre as moléculas de CSH e a superfície 

de ouro, possibilitando uma maior constante de transferência eletrônica. Conforme a 

Figura 6B, após um número de ciclos voltamétricos maior que 40 não são mais 

observados acréscimos significativos nas correntes de pico, indicando que as moléculas 

eletroativas sobre a superfície do eletrodo atingiram conformações ótimas para o 

processo de transferência eletrônica e equilíbrio de formação do par redox observado. 

 Devido às forças repulsivas dos grupos carregados negativamente, as moléculas 

superficiais de CSH na superfície do eletrodo se mantêm afastadas, umas das outras, 

durante o processo de ancoramento à CAA de MPA. A iniciação do processo redox 

altera a estrutura entrópica das espécies sobre a superfície, favorecendo a aproximação 

de espécies adjacentes, pois a formação da ponte de dissulfeto impede a geração de mais 

cargas negativas decorrentes do desprotonamento de grupos tiólicos participantes da 

reação. 

Os resultados experimentais obtidos para o processo de ativação do eletrodo de 

MPA/GSH são apresentados na Figura 7. 
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Figura 7: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo Au/MPA/GSH em 

solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2. (B) Corrente de pico versus número de 

ciclos. Ei = -0,2 V; E = 0,3 V e Ef = -0,2 V; = 0,01 V s
-1

. 

 

 Na Figura 7 similarmente ao observado na Figura 6, também se observou 

aumento nos níveis de corrente, porém até o 30º ciclo voltamétrico. Isto demonstra que 

para o eletrodo de MPA/GSH, rearranjos das espécies eletroativas na superfície do 

eletrodo também ocorrem. Apesar da semelhança entre os potenciais de pico observados 

para este eletrodo, diferenças no perfil voltamétrico foram observadas. A menor 

diferença entre os potenciais de pico indica maior reversibilidade do processo redox no 

eletrodo de Au/MPA/GSH em relação ao eletrodo de Au/MPA/CSH. Os menores níveis 

de corrente obtida após o processo de ativação indicaram menor quantidade de 

moléculas de GSH adsorvidas sobre a superfície do eletrodo. 

Comparando-se as estruturas moleculares da CSH e GSH, observa-se que as 

moléculas de CSH são menores que as de GSH, apresentando menor volume molecular, 

de modo que considerando uma superfície com uma mesma área, um maior número de 

moléculas de CSH poderá estar superficialmente presente após o empacotamento 

molecular. 

Para moléculas maiores como a GSH ocorre uma maior aproximação entre os 

grupos tiólicos superficiais favorecendo o processo de conformação molecular, 

necessário para a ocorrência da reação de transferência de carga e formação da ponte de 

dissulfeto. Isto explica a estabilização dos níveis de corrente após apenas 30 ciclos 

voltamétricos, além da maior reversibilidade do par redox observado no eletrodo de 

Au/MPA/GSH comparado ao de Au/MPA/CSH. 
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3.3. Otimização do Processo de Imobilização de CSH sobre a CAA de MPA sobre o 

Eletrodo de Ouro 

 

Foram realizados experimentos com o objetivo de selecionar a melhor 

concentração de CSH a ser utilizada durante o ancoramento desta molécula sobre a 

CAA de MPA. Na Figura 8 são apresentados os valores máximos corrente obtidos após 

o processo de ativação do eletrodo de Au/MPA/CSH, preparado utilizando diferentes 

concentrações de CSH. 

 

  

Figura 8: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos em solução tampão fosfato 0,1 mol  

L
-1

 pH 7,2 utilizando eletrodos de Au/MPA/CSH preparados com diferentes 

concentrações de CSH. (B) Curva corrente de pico versus concentração de CSH.  

Ei = -0,2 V; E = 0,3 V eEf = -0,2 V; = 0,01 V s
-1

. 

 

 A partir dos valores de correntes de pico obtidas na Figura 8 e usando-se as 

equações (19), (20) e (24) calcularam-se os valores de recobrimento superficial () de 

CSH sobre o eletrodo de Au/MPA/CSH para cada concentração avaliada. Através destes 

valores foram construídas curvas isotermas, segundo os modelos de Langmuir e 

Frumkin. Os resultados obtidos são apresentados na Figura 9. 
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Figura 9: (A) Curva do recobrimento superficial de CSH calculado sobre o 

eletrodo de Au/MPA/CSH versus concentração de CSH utilizada para a adsorção. 

(B) Curvas Isotermas de Langmuir e (B) de Frumkin. 

 

 Os dados apresentados na Figura 9C mostram maior correlação com o modelo 

de Frumkin, do que com o de Langmuir, o que indica que as interações entre espécies 

adjacentes são de natureza repulsiva. Isto é justificado pelo processo de desprotonação 

dos grupos carboxila e tiólico, presentes na molécula de CSH. O valor obtido para o 

recobrimento superficial, 2,8 x10
-10

 mol cm
-2

,
 
usando a concentração de CSH de 50 

mmol L
-1

 indica que a quantidade desta molécula sobre o eletrodo recoberto com MPA 

está em uma proporção aproximada de 1:1 com relação às moléculas de MPA  

(2,2 x10
-10

 mol cm
-2

). Isto indica que o processo de ancoramento de CSH sobre o 

eletrodo recoberto com CAA de MPA ocorre conforme o esquema 6, página 55. 
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 O mesmo estudo foi realizado para o eletrodo de Au/MPA/GSH. Os 

voltamogramas obtidos após o processo de ativação, para cada concentração de GSH 

utilizada e os valores das correntes de pico obtidas são apresentados na Figura 10. 

 

 

Figura 10: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos em solução tampão fosfato 0,1 mol 

L
-1

 pH 7,2 utilizando eletrodo de Au/MPA/GSH preparados usando diferentes 

concentrações de GSH. (B) Curva de correntes de pico versus concentração de 

GSH. Ei = -0,2 V; E = 0,3 V e Ef = -0,2 V;= 0,01 V s
-1

. 

 

  

 A partir dos valores de corrente obtidos na Figura 10B calcularam-se, para cada 

concentração de GSH utilizada, os valores de recobrimento superficial sobre o eletrodo 

de Au/MPA/GSH usando as equações (19), (20) e (27), Figura 11. 
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Figura 11: (A) Curva do recobrimento superficial de GSH sobre o eletrodo de 

Au/MPA/GSH versus concentração de GSH utilizada para a adsorção; (B) 

Isoterma de Langmuir e (C) Isoterma de Frumkin. 

 

 A partir dos valores de recobrimento superficial apresentados na Figura 11A 

construíram-se as isotermas, segundo os modelos de Langmuir e Frumkin. A partir do 

valor da regressão linear de 
-1

 versus [GSH]
-1

, calculou-se o valor de 0,97 x 10
-10

 mol 

cm
-2 

como o recobrimento superficial máximo de GSH sobre eletrodo de ouro de área 

plana recoberto com MPA. Este valor foi obtido para 50 mmol L
-1

 de GSH, o que indica 

que nesta concentração a superfície se apresenta praticamente saturada com esta 

molécula. 

 O comportamento decrescente da isoterma de Frumkin indica que a interação 

entre moléculas de GSH sobre a superfície do eletrodo de Au/MPA/GSH é de natureza 

repulsiva, já que a carga liquida da molécula ser negativa no intervalo de pH utilizado 

para os ensaios. 
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3.4. Determinação dos Grupos Funcionais Presentes na Superfície do Eletrodo de 

Au/MPA/CSH 

 

A identificação dos grupamentos orgânicos superficiais capazes de sofrer 

processos de desprotonação foi realizada utilizando uma titulação voltamétrica, usando 

soluções de ferricianeto de potássio como sonda eletroquímica carregada 

negativamente, conforme descrito no item 2.8. Os resultados obtidos são apresentados 

na Figura 12. 

 

 

 

Figura 12: Voltamogramas cíclicos obtidos em solução contendo 1,0 mmol L
-1

 de Fe(CN)6
3-

 

em solução tampão fosfato em diferentes valores de pH. (A) Au/MPA e (B) Au/MPA/CSH.  

Ei = 0,6 V, E = -0,1 V, Ef = 0,6 V,  = 0,1 V s
-1

. 

 

Observou-se para o voltamograma obtido em pH 6,0, em relação ao 

voltamograma obtido em pH 2,0, uma diminuição significativa das correntes de pico de 

redução e oxidação do íon [Fe(CN)6]
3-

 e aumento de Ep; resultado experimental este, 

observado em todos os voltamogramas obtidos em pH acima de 5,0, Figura 12A. Já para 

o eletrodo de Au/MPA/CSH estes resultados foram observados em pH maior que 9,0, 

Figura 12B.  

Estes resultados são conseqüência do equilíbrio de desprotonação dos grupos 

funcionais presentes na superfície dos eletrodos. Quando o pH do eletrólito suporte 

tornou-se superior ao pKa dos grupos –COOH ou –SH, presentes nas moléculas de 

MPA e CSH, respectivamente, estes sofreram desprotonação. Consequentemente, a 

superfície adquiriu carga negativa dificultando a aproximação superficial e redução do 

íon [Fe(CN)6]
3-

. 
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Desta forma, a dificuldade de aproximação do íon ferricianeto da superfície do 

eletrodo está diretamente ligada ao pH da solução de eletrólito de suporte na célula 

eletroquímica. As curvas Ip,c versus pH e suas respectivas primeira derivadas, são 

apresentados na Figura 13. 

 

Figura 13: (A e C) Curva de Ip,c de [Fe(CN)6]
3-

 versus pH das soluções de fosfato 

0,1 mol L
-1

. (B e D) Curva de Ip,c/pH versus pH. Resultados obtidos utilizando 

eletrodos de ouro modificados com (A e B) Au/MPA e (C e D) Au/MPA/CSH. 

  

A partir dos dados apresentados na Figuras 13A, observou-se inflexão da curva 

de Ip,c versus pH para valores de pH entre 5 e 6. O valor do pKa obtido na Figura 13B, 

(5,49) apresentou concordância com o valor de pKa do grupo carboxila (–COOH), 

presente na molécula de MPA. Este O valor obtido apresenta boa concordância com o 

apresentado na literatura, 5,40
277

. O processo de adsorção e desprotonação das 

moléculas de MPA sobre a superfície do eletrodo de ouro ocorre confome o esquema 7. 
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Esquema 7: Processo de adsorção e desprotonação das moléculas de MPA sobre a 

superfície do eletrodo de ouro. 

 

A inflexão da curva de Ip,c versus pH para o eletrodo de Au/MPA/CSH está 

localizada valores de pH entre 6 e 9 (Figura 13C) e a curva derivada correspondente  

(Figura 13D) forneceu o valor de 8,05 para o pK da CSH ancorada sobre o MPA.  Este 

valor está em concordância com o valor teórico de pKa do grupo tiólico (-SH) 8,40
278

, 

presente na molécula de CSH. 

Desta forma, o processo de desprotonação observado para o eletrodo de 

Au/MPA/CSH, caracterizado por um pKa de 8,05 é decorrente da desprotonação do 

grupo tiólico, presente na molécula de CSH, ancorada sobre a CAA de MPA, conforme 

a esquema 8. Resultados semelhantes foram obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH. 

 

Esquema 8: Processo de adsorção e desprotonação das moléculas de CSH sobre a 

superfície do eletrodo de ouro recoberto com MPA. 
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Esquema 9: Processo de adsorção e desprotonação das moléculas de GSH sobre a 

superfície do eletrodo de ouro recoberto com MPA. 

 

 Deste modo, a partir destes resultados concluiu-se que o recobrimento prévio da 

superfície do eletrodo de ouro com monocamadas de MPA é efetivo para imobilização 

de moléculas de CSH, mantendo o grupo tiólico (-SH) superficialmente livre e apto para 

participar de um processo redox. 

3.5. Caracterização Espectroscópica dos Grupos Funcionais Presentes na 

Superfície dos Modificados de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH 

 

 A identificação das espécies participantes do equilíbrio redox observado para o 

eletrodo modificado com Au/MPA/CSH foi realizada através da determinação 

espectroscópica das ligações dos grupos funcionais, presentes na superfície do eletrodo 

através da Espectroscopia Raman de Superfície. 

 Após a limpeza da superfície plana do eletrodo de ouro, este foi submetido a 

tratamento eletroquímico para a formação de nanoestruturas responsáveis pelo efeito 

SERS, conforme o item 2.9. Na seqüência, realizaram-se as modificações da superfície 

dos eletrodos para formar as camadas de Au/MPA, Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH e 

ativação eletroquímica através de procedimentos semelhantes aos descritos nos itens 

2.5, 2.6 e 2.7. Devido ao aumento da área superficial e para garantir que nenhuma 

molécula de CSH ou GSH adsorvesse diretamente sobre a superfície de ouro os tempos 
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de imersão em solução de MPA e CSH ou GSH foram alterados e a realização de um 

maior número de ciclos foi necessária, conforme o item 2.10. Durante o processo de 

ativação, correntes de pico constantes foram obtidas após a realização de 180 ciclos 

voltamétricos. Voltamogramas cíclicos obtidos com os eletrodos nanoestruturado e 

plano são mostrados na Figura 14. 

 

Figura 14: Voltamogramas cíclicos obtidos com os eletrodos: (A) Au/MPA/CSH e 

(B) Au/MPA/GSH polidos e após procedimento de nanoestruturação prévio antes 

da formação das camadas de MPA e CSH ou GSH, item 2.9. Ei = -0,2 V, E = +0,3 

V, Ef = -0,2 V; = 0,01 V s
-1

. 

 

 Os resultados apresentados na Figura 14 demonstram que após o processo de 

aumento da rugosidade da superfície do eletrodo de ouro, necessário para a obtenção do 

efeito SERS, voltamogramas com perfil voltamétrico semelhante aos eletrodos de 

Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH preparados com área plana foram obtidos. O aumento 

das correntes de pico ocorre, pois o tratamento eletroquímico necessário para a 

observação do efeito SERS aumenta a área ativa do eletrodo, de modo que maior 

numero de moléculas de CSH e GSH são adsorvidas sobre as moléculas de MPA. 

Variações dos potenciais de pico se devem a maior falta de uniformidade das CAA na 

condição de área com maior rugosidade. Os resultados voltamétricos obtidos indicaram 

que o mecanismo redox ocorrido na superfície dos eletrodos de Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH não são alterados pelo processo de nanoestruturação da superfície 

necessário para a obtenção dos espectros de SERS. 

 Para efeito de comparação, os espectros Raman de superfície obtidos com os 

eletrodos modificados foram comparados com aqueles obtidos em soluções de MPA, 

CSH e GSH. Nas Figuras 15, 16 e 17 são apresentados os resultados obtidos. 
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Figura 15: Espectros Raman de uma solução 10 mmol L
-1

 de MPA. 

 

 

 

Figura 16: Espectros Raman de uma solução 10 mmol L
-1

 de CSH. 
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Figura 17: Espectros Raman de uma solução 10 mmol L
-1

 de GSH. 

 

 Através do microscópio ótico acoplado ao espectrômetro Raman de superfície 

realizou-se a seleção de regiões apresentando homogeneidade. Em seguida procedeu-se 

ao registro dos espectros. Os espectros obtidos com os eletrodos de Au/MPA, 

Au/MPA/CSH e Au/MPA/CSH são apresentados na figura 18. 

 

Figura 18: Espectros Raman de Superfície dos eletrodos de Au/MPA (a), Au/MPA/CSH (b) 

e Au/MPA/GSH (c). Condições experimentais da obtenção dos espectros conforme item 

2.10. 

 

c 

 

b 

a 

Número de Onda / cm
-1
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 Na Figura 18 observa-se no espectro do eletrodo modificado com Au/MPA/CSH 

uma banda intensa, por volta de 465 cm
-1

, a qual não foi obtida no espectro do eletrodo 

modificado somente com MPA. Esta banda é resultante do estiramento da ligação 

correspondente a ponte de dissulfeto (S-S). Este resultado confirma a presença da 

ponte de dissulfeto como participante do equilíbrio redox do eletrodo modificado com 

Au/MPA/CSH. A banda por volta de 2900 cm
-1

, presente nos dois espectros é resultante 

do estiramento (C-H), ligação presente na molécula de MPA. A banda por volta de 

1400 cm
-1

, pouco intensa refere-se ao estiramento (C=O), o qual foi observado, com 

baixa intensidade, em ambos os eletrodos modificados. 

 A ausência de outras bandas referentes às ligações S-H, C-N, e N-H, presentes 

nas moléculas de CSH, além de, S-C, presente no MPA e na CSH, foram observadas 

nos espectros obtidos em solução devido ao efeito de polarização da superfície 

nanoestruturada, a qual é capaz de proporcionar o efeito SERS, somente para ligações 

que apresentam eixo de ligação paralelo a nanoestruturas em superfície. Apesar disso, 

nem todas as bandas que ocorrem em espectros Raman obtidos em solução 

necessariamente aparecem em espectros SERS, pois o efeito de intensificação não é o 

mesmo para todas as ligações presentes na molécula. 

3.6. Determinação dos Mecanismos de Reação dos Eletrodos de Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH em Função do pH 

 

 Conforme a representação proposta nos esquemas 8 e 9, existe relação entre os 

equilíbrios ácido-base dos grupos tiólicos (-SH), presentes nas moléculas de CSH e o 

processo redox, observado para as espécies eletroativas na superfície do eletrodo. Desta 

forma, foram realizados experimentos voltamétricos com os eletrodos de Au/MPA/CSH 

e Au/MPA/GSH utilizando como eletrólito de suporte soluções de diferentes pH, para 

determinação das etapas do mecanismo redox, onde há o envolvimento de prótons. Na 

Figura 19 são apresentados os resultados obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH. 
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Figura 19: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 sob diferentes pH. Ei = -0,2 V; E  = +0,3 V e 

Ef = -0,2 V;  = 0,1 V s
-1

. (B) Curvas de Ep versus pH (Ep,c = 0.287 – 0.039 pH e 

Ep,a = 0.346 – 0.037 pH). (C) Ip versus pH.  

 

 A Figura 19 mostra o deslocamento dos potenciais de pico em função do pH. 

Tanto os processos anódicos como catódicos são deslocados na direção negativa em 

função do aumento de pH da solução de eletrólito. Através das inclinações das curvas 

de Ep versus pH, presentes na Figura 19B, obteve-se o parâmetro Ep/pH que 

substituído nas equações (30) e (31) permitiu o calculo da relação de  

numero de prótons / número de elétrons: n(H) / n, sendo igual a 0,64. Isto indica uma 

proporção aproximada de 1 próton para 2 elétrons na reação global redox. 

 Na figura 19C, observa-se a variação das correntes de pico em função do pH, 

que conforme demonstrado, está relacionada ao processo de desprotonação no equilíbrio 

redox observado para o eletrodo modificado. Para baixos valores de pH as correntes de 

pico observadas na figura 19C tendem a zero. Para valores de pH maiores que 8,0 as 
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correntes de pico tendem a metade dos valores máximos obtido, em pH entre 5,0 e 6,0. 

Isto indica que o processo faradáico é iniciado a partir da espécie desprotonada, cuja 

concentração superficial diminui para valores baixos de. Na condição máxima de pH, as 

espécies desprotonadas predominam. O fato de o processo ocorrer com metade da 

corrente máxima indica que quando a espécie protonada não está presente o processo 

global não é completo. Na condição intermediária de pH, ambas as espécies 

predominam, sendo observadas correntes de pico com o dobro da intensidade da 

condição extrema de pH. O mecanismo capaz de explicar os eventos é a ocorrência de 

um processo redox em uma primeira etapa, onde ocorre a oxidação do íon tiolato 

desprotonado, formando um radical tioil. Sequencialmente, o radical formado ataca um 

grupo tiólico adjacente, gerando uma espécie intermediária que rapidamente é oxidada 

em uma segunda etapa, formando a ponte de dissulfeto e liberando um próton. O alvo 

do radical formado é a espécie protonada, justificando os maiores valores de corrente 

obtidos em intervalos de pH onde ambas as espécies coexistem em proporções 

equivalentes. Os passos deste mecanismo são enumerados conforme as reações abaixo: 

 

  CSH  CS
-
 + H

+
      (23) 

  CS
-
  CS

.
 + e

-
      (38) 

CS
.
 + CSH  CSSC + H

+
 + e

-
    (39) 

 

 Desta forma, o valor de 0,64 obtido para a relação n(H)/n é explicável pelas 

pelos equilíbrios (23), (38) e (39). Apesar de o processo global envolver a formação de 

dois prótons e dois elétrons, e no equilíbrio (13) ocorrer liberação de apenas um próton 

para formação do íon tiolato, nesta etapa não ocorre transferência eletrônica, de forma 

que esta atua apenas como uma reação acoplada ao processo, precursora do equilíbrio 

redox. Como a formação do radical tioil (RS
.
) é muito lenta, a concentração de íons 

tiolato influencia pouco a velocidade da reação em meio alcalino, de modo que o 

deslocamento deste equilíbrio pouco influencia o processo global. Com isso, o 

mecanismo do processo redox observado para as espécies eletroativas sobre o eletrodo 

de Au/MPA/CSH pode ser sumarizado, conforme o esquema 10. 
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Esquema 10: Etapas do mecanismo de transferência eletrônica do processo redox 

observado para o eletrodo de ouro modificado com Au/MPA/CSH. 

 

 A reação entre dois radicais tioil é mais efetiva em pH mais elevado, já que, 

quanto maior for a quantidade de grupos tiolato (RS
-
), maior será a probabilidade de se 

formarem radicais em moléculas de CSH adjacentes na superfície sobre a CAA de 

MPA. Com isso, em valores de pH mais elevados seria de se esperar a queda de 

corrente, com o mecanismo redox podendo ocorrer conforme as etapas abaixo: 

 

  CS
-
  CS

.
 + e

-
     (38) 

  2CS
.
  CSSC     (40) 

   

 A partir dos valores de Ep – Ep/2, obtidos dos voltamogramas registrados em pH 

7,0 e 10, calculou-se um número de elétrons e  através das equações (11) e (12) como 

sendo n = 2,2 com  = 0,52 e n = 1,3 com  = 0,41, respectivamente. Estes resultados 

corroboram a possibilidade de ocorrência das reações descritas pelas reações (38) e 

(39). 

 O equilíbrio (40) não envolve a transferência de elétrons ao eletrodo, sendo uma 

etapa de terminação de um mecanismo de reação em cadeia envolvendo radicais. O 
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ataque do radical tioil a um grupo tiólico protonado, gera uma espécie radicalar com 

poder redutor mais alto, que perde rapidamente seu elétron para a superfície do eletrodo. 

 

 CS
.
 + CSH  [CSSC]

.-
 + H

+
     (41) 

 [CSSC]
.-
  CSSC + e

-
     (42) 

  

 As reações (41) e (42) são etapas intermediárias passiveis de ocorrer resultando 

na reação (39), porém com velocidade muito alta, devido à instabilidade dos produtos 

intermediários formados como, por exemplo, o radical [CSSC]
.-
. 

 Na figura 20 são apresentados os resultados obtidos para experimento similar 

utilizando o eletrodo de ouro modificado com Au/MPA/GSH. 

 

Figura 20: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 em diferentes valores de pH. Ei = -0,2 V;  

E = +0,3 V e Ef = -0,2 V; = 0,1 V s
-1

. (B) Curvas de Ep versus pH  

(Ep,c = 0.212 – 0.027 pH e Ep,a = 0.289 – 0.030 pH). (C) Ip versus pH. 
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 Os dados apresentados na figura 20 mostraram que o eletrodo modificado com 

Au/MPA/GSH tem comportamento similar ao de Au/MPA/CSH, de modo que a 

explicação para o fenômeno observado na Figura 19 também se aplica ao resultado 

observado na Figura 20.  Após substituição do valor médio de Ep/pH obtidos na 

figura 20B nas equações (30) e (31) calculou-se a relação de prótons e elétrons para o 

eletrodo de Au/MPA/GSH sendo igual a 1 próton para cada 2 elétrons. Isto indica que o 

mecanismo redox envolvendo as espécies eletroativas sobre o eletrodo de 

Au/MPA/GSH é semelhante ao que ocorre no eletrodo de Au/MPA/CSH. 

 As maiores correntes de pico observadas com o eletrodo de Au/MPA/GSH 

foram observadas em valores de pH maiores do que 8,0, como conseqüência da menor 

acidez da molécula de GSH (pI = 5,70) em relação a de CSH (pI = 5,02). Em outras 

palavras, em pH 8,0 a glutationa possuirá maior quantidade de grupos tiólicos 

protonados do que a cisteína.  

 O maior valor de pI da molécula de GSH proporciona menor perda de prótons 

em relação a molécula de CSH para um mesmo pH, o que diminui a repulsão entre 

moléculas adjacentes. Desta forma, em valores intermediários de pH o processo redox 

estabelecido para o eletrodo de Au/MPA/GSH pode ser descrito pelas reações abaixo:  

   

  GSH  GS
-
 + H

+
      (25) 

  GS
-
  GS

.
 + e

-
      (43) 

  GSH + GS
.
  GSSG + H

+
 + e

-
    (44) 

 

 O fato de as correntes de picos máximas anódica e catódica terem disso obtidas 

em valores de pH diferentes ocorre por conta de a condição mais alcalina favorecer a 

oxidação e a mais ácida a redução. O mecanismo do processo redox envolvendo a 

formação de pontes de dissulfeto é sumarizado no esquema 11. 
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Esquema 11: Etapas do mecanismo de transferência eletrônica do processo redox 

observado para o eletrodo de ouro modificado com Au/MPA/GSH. 

 

3.7. Eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH – Parâmetros Cinéticos  

 

 A cinética da reação de transferência de carga para o par redox RSSR/RSH nos 

eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, após o processo de ativação, foi estudada 

em tampão fosfato 0,1 mol L
-1

, pH 7,2, utilizando voltametria cíclica e diferentes 

velocidades de varredura Os resultados obtidos para o eletrodo de Au/MPA/CSH são 

mostrados na figura 21. 
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Figura 21: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2, em diferentes velocidades de 

varredura. Ei = -0,2 V; E = +0,3 V e Ef = -0,2 V. (B) Curvas de Ep versus ln  e (C) 

Ip versus . Ip,a = (0,628 ± 0,008)


A/V s
-1

 , R = 0,9952; Ip,c = (0.585 ± 0,007) 

10
-6

A/V s
-1

  R = 0,9934. 

 

 A correlação linear entre os valores das correntes de pico versus a velocidade de 

varredura, apresentados na figura 21C, demonstra que os processos faradáicos 

observados ocorrem por conta de espécies eletroativas confinadas na superfície do 

eletrodo de Au/MPA/CSH. 

 A partir dos valores obtidos das inclinações das retas de Ip,a e Ip,c versus  

foram calculados os valores de  e 0, através das equações (21) e (22). Desta forma, 

foram obtidos os valores de = 1,2 x 10
-11 

mol cm
-2

 e  = 0,52. Através da equação 

(24) calculou-se o valor do recobrimento superficial de CSH sobre o eletrodo de 

Au/MPA/CSH como sendo igual a CSH = 2,0 x 10
-10 

mol cm
-2

. O valor de  obtido 

apresenta semelhança ao valor encontrado na sessão 3.6., indicando que não houve 

variação significativa neste parâmetro no intervalo de velocidades de varredura 

estudado. A diminuição do valor do excesso superficial, em relação ao valor obtido na 

seção 3.3, ocorre por conta da limitação temporal para a ocorrência do mecanismo 

redox em altas velocidades de varredura. 

 A figura 21A também mostra que para maiores velocidades de varredura ocorre 

desdobramento do processo redox de redução. Isto ocorre em conseqüência da segunda 

etapa de redução, que corresponde à redução do radical tioil, formado após a quebra da 

ponte de dissulfeto que, sendo mais lenta que a primeira etapa, irá ocorrer em potenciais 

mais negativos que o primeiro processo. A ausência de desdobramento de picos para o 

processo de oxidação, indica que a primeira etapa deste processo, referente à formação 
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do radical tioil a partir do íon tiolato é lenta em comparação à segunda etapa, que ocorre 

simultaneamente ao ataque do radical formado a um grupo tiólico protonado adjacente, 

conforme a reação (39). 

  

 O conjunto de equilíbrios com suas respectivas constantes de velocidade, 

envolvidos nos esquemas 10 e 11 são: 

 

R-SH             R-S

 + H

+   
     (45) 

 

R-S
-
  R-S


+ e

-
       (46) 

 

R-S

 + RSH           R-S-S-R + H

+
 + e

-
     (47) 

 

2 R-SH              R-S-S-R + 2H
+
 + 2e

-
    (48) 

(Reação Global do Redox – Transferência Eletrônica) 

  

 Usando-se as equações (34) e (35) e os valores de Ep,a; Ep,c1 e Ep,c2 obtidos 

das curvas de Ep versus ln  na figura 21B, calcularam-se as correspondentes 

constantes de velocidades das etapas de transferência eletrônica. 

 O valor de Eº’ = 0,046 V foi obtido da extrapolação das curvas de Ep versus  

ln .Os valores de 8.5 s
-1

, 14.5 s
-1

 e 3.2 s
-1

 foram obtidos para ks,f1, ks,b1 e ks,b2, 

respectivamente, através da aplicação dos valores de Ep para ln  = 0. Os valores das 

constantes de velocidade obtidas demonstram que o processo redox resultante das 

espécies adsorvidas sobre a superfície do eletrodo apresenta cinética moderada, com 

exceção do ataque radicalar aos grupos tiólicos adjacente, cuja contante de velocidade 

não pode ser determinado, pois se trata de uma reação com cinética muito rápida. 

 A constante de velocidade ks,b1 foi determinada considerando-se a reação (49) 

como uma reação de pseudo-primeira ordem. Embora a reação tenha natureza 

bimolecular com ordem real igual a 2, a concentração de íons H
+
 é praticamente 

constante durante o experimento. Com isso, a reação (49) (reação à esquerda do 

ks,f2 

ks,b1 

ks,b2 

ks,f1 
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equilíbrio 47) apresenta constante de velocidade bimolecular calculada com base na 

concentração hidrogeniônica da solução de eletrólito, conforme as reações abaixo: 

 

 R-S-S-R + H
+
 + e

-
  R-S


 + RSH     (49) 

  

 v3 = ks,b1
’
. R-S-S-R. [H

+
]      (50) 

 v3 = ks,b1 . R-S-S-R       (51) 

 ks,b1 = ks,b1
’
 . [H

+
]       (52) 

  

 Usando a equação (52), o valor obtido de ks,b1 e o pH da solução de eletrólito, 

7,2; calculou-se o valor da constante de velocidade da reação bimolecular de quebra da 

ponte de dissulfeto como sendo igual a 2.3 x 10
8
 mol cm

-2
 s

-1
. Este resultado demonstra 

que em condições de acidez elevada a quebra da ponte de dissulfeto é muito rápida e 

como conseqüência apresenta valor insignificante em condições de alta alcalinidade. 

 O mesmo tratamento foi feito para o eletrodo de Au/MPA/GSH e os dados 

obtidos são apresentados na figura 22. 
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Figura 22: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2; sob diferentes velocidades de 

varredura. Ei = -0,2 V; E = +0,3 V e Ef = -0,2 V. (B) Curvas de Ep versus ln  e (C) 

Ip versus . Ip,a = (0,242 ± 0,008) 10
-6

 R = 0,9952; Ip,c = -(0,305 ± 0,004) 10
-6

 ,  

R = 0,9934. 

 

 A linearidade do gráfico de Ip versus , observada na figura 22C, demonstra que 

o processo redox observado ocorre em função de espécies adsorvidas sobre a superfície 

do eletrodo de Au/MPA/GSH. 

 Os valores de  = 0,56 e 0 = 0,56 x 10
-11

 mol cm
-2 

para o eletrodo de 

Au/MPA/GSH foram calculados usando as inclinações das curvas Ip,a e Ip,c versus e 

as equações (21) e (22). 

 A partir da equação (27) e do valor de 0 calculado, estimou-se a quantidade 

total de moléculas de GSH, correspondente aos grupos tiólicos desprotonados, sobre o 

eletrodo de Au/MPA/GSH como sendo GSH = 0,88 x 10
-10

 mol cm
-2

. A diminuição 

deste valor em relação ao valor obtido na sessão 3.3., pode ser atribuída a uma limitação 
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da cinética de reação, causada pela utilização de altas velocidades de varredura 

empregadas. O resultado líquido é a diminuição nas inclinações das curvas de  

Ip versus . 

Não se observou desdobramento do processo redox sobre o eletrodo de 

Au/MPA/GSH, o que demonstra que, possivelmente, a etapa de quebra da ponte de 

dissulfeto é mais lenta do que a redução do radical formado. As constantes de 

velocidade de transferência eletrônica para o eletrodo de Au/MPA/GSH foram 

calculadas usando as equações (34) e (35) e os valores de Ep,c e Ep,a para ln  = 0, de  

e Eº. Os resultados foram 9,2 s
-1

 e 10,3 s
-1

, para ks,f e ks,b respectivamente.  

A constante de velocidade de segunda ordem relativa à quebra da ponte de 

dissulfeto foi calculada usando a equação (52), assim como a constante de pseudo-

primeira ordem, ks,b. O valor calculado foi 1,6 x 10
8
 mol cm

-2
 s

-1
, valor inferior ao 

obtido para o eletrodo de Au/MPA/CSH, o que indica que em pH 7,2, o processo de 

redução do radical tioil pode ter velocidade mais elevada ou semelhante à velocidade da 

reação de quebra da ponte de dissulfeto. O maior valor obtido de ks,f para este eletrodo, 

em comparação ao de Au/MPA/CSH, indica que o processo de formação do radical 

tioil, que inicia o processo redox, é mais rápido para o eletrodo de Au/MPA/GSH em 

relação ao de Au/MPA/CSH. 

3.8. Redução Eletrocatalítica de H2O2 em Eletrodos de Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH 

 

 O processo de redução de H2O2 sobre a superfície de eletrodos de ouro é um 

processo não muito trivial, pois além do alto sobrepotencial necessário para favorecer a 

reação de redução, o seu potencial padrão de redução, em si, é elevado. O peróxido de 

hidrogênio altera o equilíbrio entre as espécies participantes do ciclo redox dos 

eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH e, portanto o perfil voltamétrico de 

transferência eletrônica do grupo RSH. Com isso, a quantificação indireta de H2O2 se 

torna possível, já que a relação entre as correntes de pico em ambos os eletrodos se 

altera como função da concentração do H2O2 na solução de eletrólito suporte. Na figura 

23 são apresentados voltamogramas obtidos na presença e ausência de H2O2 utilizando-

se os eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, como eletrodos de trabalhos. 
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Figura 23: Voltamogramas cíclicos obtidos utilizando os eletrodos de (A) 

Au/MPA/CSH e (B) Au/MPA/GSH em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 a 0.01 

V s
-1

 na ausência e na presença de 2,0 mmol L
-1

 de H2O2. Ei = -0,2 V; El = 0,3 V e  

Ef = -0,2 V. 

 

 Ambos os eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH apresentaram 

sensibilidade ao H2O2 para o processo de redução. Desta forma, as reações da molécula 

de H2O2 com os grupos eletroativos, presentes nas moléculas de CSH e GSH podem ser 

esquematizadas, conforme os equilíbrios abaixo: 

 

 H2O2 + R-SH  R-S-OH + H2O     (53) 

 

 Com isso, o processo de redução observado para os eletrodos modificados com 

CSH e GSH em presença de peróxido de hidrogênio na solução de eletrólito é resultante 

da redução do ácido sulfênico (R-S-OH) formado na reação (53). A redução desta 

espécie regenera o tiol, que novamente reage com moléculas de peróxido de hidrogênio, 

caracterizando o mecanismo de eletrocatálise, conforme abaixo: 

 

 R-S-OH + 2H
+
 + 2e

-
  R-SH + H2O    (54) 

 R-SH + H2O2  R-S-OH + H2O     (55) 

 Desta forma, o processo de oxidação durante a varredura reversa é suprimido, 

conforme se observou no voltamograma da figura 23A. 

 Foram realizados experimentos voltamétricos em diferentes velocidades de 

varredura. Na figura 24 são apresentados os resultados obtidos para o eletrodo de 

Au/MPA/CSH. 
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Figura 24: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2 na presença de 10 mmol L
-1

 de H2O2 

à diferentes velocidades de varredura. Ei = -0,2 V; El = +0,3 V e Ef = -0,2 V. (B) 

Curva de Ip versus . (C) Curva de Ip,a/Ip,c versus . (D) Ip versus 
1/2

. 

 

 Os resultados apresentados na figura 24 mostram que para baixas velocidades de 

varredura a relação Ip,a / Ip,c apresenta baixo valor, indicando que Ip,c é maior que Ip,a 

em conseqüência do processo eletrocatalítico.  
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Para valores de velocidade de varredura maiores que 0,05 V s
-1

 a relação  

Ip,a/Ip,c tende a unidade, demonstrando que o efeito eletrocatalítico não ocorre em 

velocidades de varredura elevadas. A linearidade das curvas de Ip versus 
1/2

 demonstra 

que a molécula de peróxido de hidrogênio participa do processo redox, mesmo a 

velocidades de varredura maiores que 0,05 V s
-1

, reação (56). 

 Uma das hipóteses para explicar o comportamento do eletrodo em velocidades 

de varredura superiores a 0,050 Vs
-1

, seria considerar que a reação do H2O2 com os 

grupos RSH na superfície do eletrodo para formar o ácido sulfênico, responsável pelo 

efeito catalítico, reações (53) a (55), ocorre em diversas etapas, que podem ser descritas 

pelas reações (56) a (59). Um aumento na velocidade de varredura acarretaria, como 

consequência, a deteccção de uma etapa intermediária, em que apenas 1elétron está 

envolvido, reações (57) e (58). Em outras palavras, não haveria tempo para que a 

espécie responsável pelo efeito catalítico, o ácido sulfênico, RSOH, fosse formado. 

 R-SH + H2O2  R-S
.
 + OH

-
 + OH

.
     (56) 

 R-S
.
 + R-SH  R-S-S-R + e

-
 + H

+
     (57) 

 R-S-S-R + H
+
 + e

-
  R-S

.
 + R-SH    (58) 

 R-S
.
 + OH

.
    R-S-OH + H2O    (59) 

 

 Nesta condição as reações (57) e (58) seriam as etapas responsáveis pela relação 

de ipa/ipc próxima à unidade, condição em que o efeito eletrocatalítico não é observado. 

   

  Os mesmos experimentos foram realizados para o eletrodo de 

Au/MPA/GSH. Na figura 22 são apresentados os resultados obtidos. 
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Figura 25: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 na presença de 10 mmol L
-1

 de H2O2 a 

diferentes velocidades de varredura. Ei = -0,2 V; El = 0,3 V e Ef = -0,2 V. (B) Curva 

de Ip versus . (C) Curva de Ip,a/Ip,c versus . (D) Ip versus 
1/2

. 

 

Como observado anteriormente na Figura 24, também na Figura 25, variações 

significativas na relação Ip,a / Ip,c, foram observadas para baixas velocidades de 
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varredura. A linearidade das curvas de Ip versus 
1/2

 visualizada na figura 25D indica 

que a molécula de GSH age de maneira semelhante a de CSH e ambas reagem com 

H2O2 conforme a reação (56). A figura 25C mostra que a razão ipa/ipc tende à unidade a 

partir da velocidade de 0,1 Vs
-1

, indicando que a reação (59) é mais rápida para a 

molécula de GSH e que o eletrodo de Au/MPA/GSH permite a determinaçao 

eletrocatalítica de H2O2, via formação de ácido sulfênico, reações (54) e (55), quando 

mais altas velocidades de varredura são utilizadas (0,100Vs
-1

 para Au/MPA/GSH vs 

0,050Vs
-1

 para Au/MPA/CSH). O fato da reação (59) ser mais rápida no eletrodo de 

Au/MPA/GSH em relação ao eletrodo de Au/MPA/CSH coincide com o maior poder 

antioxidante do GSH frente ao CSH. 

 Avaliou-se então, o efeito da concentração do peróxido de hidrogênio sobre os 

processos faradáicos obtidos nos eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH. Na 

figura 26 são apresentados os resultados obtidos para o eletrodo de Au/MPA/CSH. 

 

 

Figura 26: (A) Voltamogramas cíclicos do obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 na presença de diferentes concentrações de 

H2O2. (B) Curva de Ip,c versus [H2O2]. Ei = -0,2 V; El = 0,3 V e Ef = -0,2 V;  = 0,01 

V s
-1

. Ip,c = (0,519 ± 0,054) nA + (4,45 ± 0,02)[ H2O2 / mmol L
-1

] 

 

 À medida que a concentração de H2O2 solução aumenta, ocorre aumento 

significativo principalmente na corrente catódica visualizada na figura 26A. A partir da 

equação da regressão linear entre a corrente de pico catódica e a concentração de H2O2 

foram calculados os limites de detecção, quantificação e a sensibilidade do eletrodo de 

Au/MPA/CSH para esta molécula. 

 

 Ip,c = (0,52 ± 0,054) nA + (4,45 ± 0,02)[ H2O2 / mmol L
-1

] 
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 Sensibilidade = Ip,c / [H2O2] / Área = 4,45 /0,071 = 0,063 A mmol
-1

 L cm
-2

 

 

 Limite de Detecção = 3 x 0,054 / 4,45 = 0,036 mmol L
-1

 

 

Limite de Quantificação = 10 x 0,054 / 4,45 = 0,12 mmol L
-1

 

 

 Faixa Linear de Concentração: 0,12 – 5,1 mmol L
-1

 

 

 O mesmo estudo foi realizado com o eletrodo de Au/MPA/GSH. Os resultados 

são mostrados na figura 27. 

 

 

Figura 27: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de MPA/GSH em 

solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 na presença de diferentes concentrações de 

H2O2. (B) Curva de Ip,c versus [H2O2]. Ei = -0,2 V; El = 0,3 V e Ef = -0,2 V;  = 0,01 

V s
-1

. Ip,c = (0,112 + 0,058) nA + (11,66 + 0,12)[ H2O2 / mmol L
-1

] 

 

 

 Na figura 27 são observados efeitos similares aos visualizados na figura 26. 

Ocorre aumento gradativo da corrente faradáica de redução com o aumento da 

concentração de H2O2, de modo que, o mecanismo de redução eletrocatalítica do H2O2 

no eletrodo de Au/MPA/GSH é semelhante ao ocorrido para o de Au/MPA/CSH (figura 

26). A regressão linear apresentada na figura 27B foi obtida utilizando os valores de 

corrente para cada concentração de peróxido de hidrogênio. As medições de corrente 

foram efetuadas em potenciais correspondentes aos potenciais de pico do sistema 

GSSG/GSH, na ausência de H2O2. 

 



86 

 

 Ip,c = (0,112 + 0,058) nA + (11,66 + 0,12)[ H2O2 / mmol L
-1

] 

 

 Sensibilidade = Ip,c / [H2O2] / Área = 11,7 / 0,071 = 0,17 A mmol
-1

 L cm
-2

 

  

 Limite de Detecção = 3 x 0,058 / 11,66 = 0,015 mmol L
-1

 

 

Limite de Quantificação = 10 x 0,058 / 11,66 = 0,050 mmol L
-1

 

 

 Faixa Linear de Concentração Detectável: 0,050 – 1,0 mmol L
-1

 

 

 Os valores dos parâmetros obtidos demonstram que é possível realizar a 

determinação de peróxido de hidrogênio por voltametria cíclica utilizando ambos os 

eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH. A maior sensibilidade do eletrodo de 

Au/MPA/GSH em relação ao de Au/MPA/CSH ocorre em conseqüência da maior 

velocidade de reação de formação do ácido sulfênico (reação 59) para a molécula de 

GSH em relação à CSH. 

  

 3.9. Determinação Amperométrica de H2O2 usando os eletrodos de 

Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH 

 

 O processo de redução de H2O2 sobre os eletrodos de Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH em baixos valores de potenciais de trabalho facilita a eliminação de 

interferentes que supostamente seriam reduzidos em potenciais mais negativos. Quanto 

menos negativo for opotencial aplicado, menor é a chance de ocorrerem processos 

paralelos. Deste modo, a técnica amperométrica foi utilizada na determinação de H2O2 

com os eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH. Os resultados obtidos usando os 

eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH são apresentados nas figuras 28 e 29, 

respectivamente. 
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Figura 28: (A) Amperograma obtido usando o eletrodo de Au/MPA/CSH - 

Detecção de H2O2 em uma célula eletroquímica contendo solução tampão fosfato 

0,1 mol L
-1

 pH 7,2. Eap = -0,1 V. (B) Curva Analítica: Icatódica versus [H2O2]. 

 

 A figura 28 mostra que a corrente de redução varia linearmente com a 

concentração de H2O2 até o valor de 1,45 mmol L
-1

. Através dos valores inclinação e 

intercepto da curva obtida pela regressão foi possível determinar a sensibilidade do 

método e o limite de detecção. 

 

 If = (6,41 ± 0,69) (10
-9

 A) + (62,82 ± 0,76) (10
-9

 A / mol L
-1

) [H2O2] 

 

 Sensibilidade = Ip,c / [H2O2] / Área = 62,82 / 0,071 = 0,89 A Lmol
-1

 cm
-2

 

  

 Limite de Detecção = 3 x 0,69 / 62,82 = 0,033 mol L
-1

 

 

 Limite de Quantificação = 10 x 0,69 / 62,82 = 0,11 mol L
-1

 

 

 Faixa Linear de Concentração Detectável: 0,11 a 1,45 mol L
-1

 

 

 O mesmo procedimento foi realizado usando o eletrodo modificado de 

Au/MPA/GSH. Os resultados obtidos são apresentados na figura 29. 



88 

 

 

Figura 29: (A) Amperograma obtido usando o eletrodo de Au/MPA/GSH – 

Detecção de H2O2 em uma célula eletroquímica contendo solução tampão fosfato 

0,1 mol L
-1

, pH 7,2. Eap = -0,1 V. (B) Curva Analítica: Icatódica versus [H2O2].  

 

 A Figura 29 mostra que para concentrações de H2O2 maiores que 3,0 mmol L
-1

 a 

corrente de redução deixa de variar linearmente com a concentração permanecendo 

constante. A sensibilidade e o limite de detecção para o método desenvolvido foram 

calculados com base nos valores de inclinação e intercepto da curva analítica obtida. 

 

 If = (1,38 ± 0,317) (10
-9

 A) + (13,41 ± 0,18) (10
-9

 A / mol L
-1

) [H2O2] 

 

 Sensibilidade = Ip,c / [H2O2] / Área = 13,41 / 0,071 = 0,19 A Lmol
-1

 cm
-2

  

  

 Limite de Detecção = 3 x 0,317 / 13,41 = 0,071 mol L
-1

 

  

 Limite de Quantificação = 10 x 0,317 / 13,41 = 0,24 mol L
-1

 

 

 Faixa Linear de Concentração Detectável: 0,24 a 3,0 mol L
-1

 

 

 Os dados obtidos demonstram que os eletrodos de Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH podem ser utilizados para detecção amperométrica de H2O2. O eletrodo 

de Au/MPA/CSH apresentou maior sensibilidade e menor limite de detecção em relação 

ao eletrodo de Au/MPA/GSH, porém este último apresenta maior faixa de resposta 

linear. 
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 3.10. Adsorção de íons Cu
2+

 sobre os Eletrodos de Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH 

 

 Ambos os eletrodos, Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, podem favorecer a 

adsorção de metais, realizou-se a adsorção de íons Cu
2+

 sobre a superfície dos mesmos, 

conforme descrito no ítem 2.13, avaliando-se o efeito do metal sobre os processos redox 

dos grupos CSH e nos dois eletrodos modificados. Os voltamogramas cíclicos obtidos 

com o eletrodo de Au/MPA/CSH após adsorção de Cu
2+

 são apresentados na figura 30. 

 

Figura 30: Voltamogramas cíclicos obtido com o eletrodo de Au/MPA/CSH em 

solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2 antes e após a adsorção de íons cobre, 

conforme descrito no item 2.13. Ei = -0,2 V; El = 0,3 V e Ef = -0,2 V;  = 0,1 V s
-1

. 

 

 Observou-se, conforme a Figura 30, que após a imersão do eletrodo de 

Au/MPA/CSH em solução de Cu
2+ 

por
 
5 minutos, ocorre aumento das correntes de pico 

anódica e catódica em relação ao voltamograma obtido antes imersão. Este fato se deve 

à incorporação de íons Cu
2+

 sobre a superfície do eletrodo de Au/MPA/CSH. Um novo 

processo redox passa a fazer parte do processo de transferência eletrônica já exstente. 

Foram calculados os valores de  e n’ usando os valores de Ep e Ep/2, correspondentes 

ao processo catódico e anódico após a adsorção de íons Cu
2+

 (sessão 2.13) sobre o 

eletrodo de Au/MPA/CSH. 

Os valores obtidos de 0,70 e 2,17para  e n’ demonstraram que o novo 

processo redox estabelecido na superfície do eletrodo de Au/MPA/CSH após a adsorção 

de íons cobre é mais favorecido na direção catódica. O acréscimo da intensidade das 
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correntes de pico, em relação aos resultados obtidos na sua ausência do metal se deve ao 

aumento do número de elétrons por mol de espécies envolvidas na reação redox. 

Através da equação (14), calculou-se o recobrimento superficial correspondente 

à espécie responsável pelo processo redox sobre a superfície do eletrodo, sendo o valor 

encontrado igual a 1,98 x 10
-10

 mol cm
-2

. Este valor é próximo ao calculado para o 

eletrodo de Au/MPA/CSH na ausência do metal e pode indicar que cada íon Cu
2+

 se liga 

a uma molécula de CSH e que, na condição de máxima saturação de metal, a adsorção 

pode ocorrer independente do grau de desprotonação dos grupos tiólicos. Se esta 

hipótese for correta o processo de adsorção pode ocorrer via coordenação do metal com 

o grupo carboxila (-COOH) que, na condição de pH experimental utilizada, está 

completamente ionizado e portanto na forma de carboxilato (-COO
-
). 

Uma possibilidade para descrever o processo de adsorção de Cu
2+

 sobre o 

eletrodo de Au/MPA/CSH é apresentada no esquema 12. 

 

Esquema 12: Adsorção de íons Cu
2+

 sobre o eletrodo de Au/MPA/CSH. 

 

 A proximidade dos íons Cu
2+

 do grupo tiólico da molécula de CSH pode 

favorecer a oxidação deste grupo, originando o radical tioil à custa da redução do íon 

Cu
2+

 a Cu
+
, conforme é proposto esquema 12. Isto demonstra o efeito oxidante do íon 

Cu
2+

, pois à medida que o processo de formação do radical tioil é facilitado, a formação 

da ponte de dissulfeto também é favorecida, justamente pela presença de radicais em 

moléculas de cisteína em moléculas adjacentes. Este mecanismo é esquematizado na no 

esquema 13. 
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Esquema 13: Mecanismo de formação da ponte de dissulfeto após a adsorção de 

íons Cu
2+

 sobre o eletrodo de Au/MPA/CSH. 

 

 Após a adsorção de Cu
2+

, o potencial de pico catódico observado no 

voltamograma cíclico obtido com o eletrodo de Au/MPA/CSH é semelhante ao 

observado na ausência do metal. Isto indica, que em ambas as situações a reação de 

redução corresponde à quebra da ponte de dissulfeto. Após a adsorção de cobre, o 

processo de oxidação foi observado em potencial mais positivo do que aquele 

observado na ausência de metal. Este é um indicativo de que a reação anódica ocorre 

através de reação diferente da observada para o eletrodo antes da incorporação do metal. 

Assim, o processo anódico foi atribuído à oxidação de íons Cu
+
, produzidos durante a 

reação entre os grupos tiólicos, CSH, e o metal. O deslocamento do potencial de pico 

pode decorrer da dificuldade do tunelamento de elétrons entre o íon de Cu
+
solvatado e a 

superfície do eletrodo. A figura 31 mostra o espectro de SERS da superfície do eletrodo 

de Au/MPA/CSH antes e após a adsorção de íons Cu
2+

. 
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Figura 31: Espectros de Raman de superfície do eletrodo de Au/MPA/CSH obtidos 

antes (a) e após (b) a adsorção de íons Cu
2+

 a sua superfície. 

 

A figura 31 mostra a presença de uma banda por volta de 500 cm
-1

, atribuída à 

formação da ponte de dissulfeto, presente tanto antes como depois da adsorção do 

metal. O aumento significativo da intensidade de corrente de pico de redução da ponte 

de dissulfeto pode ser devido ao efeito oxidante do íon Cu
2+

, que favorece a formação 

de radicais tioil, precursores da formação da ponte (RSSR). 

 Íons Cu
2+ 

foram também adsorvidos na superfície de eletrodos de Au/MPA/GSH 

como previamente descrito no item 2.13. Os voltamogramas obtidos antes e após a 

imersão do eletrodo de Au/MPA/GSH em solução de Cu
2+

 são apresentados na figura 

32. 

 

Figura 32: Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH em 

solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 antes e após adsorção de íons cobre conforme 

descrito no item 2.13  Condições Experimentais: Ei = -0,2 V; El = 0,3 V e  

Ef = -0,2 V.  = 0,10 V s
-1

. 

  

Número de onda / cm
-1

 

b 

 

 

a 
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No eletrodo de MPA/GSH, observou-se fenômeno semelhante ao já observado com o 

eletrodo de  Au/MPA/CSH,  figura 30. Usando-se os valores de Ep e Ep/2 

determinaram-se os valores de 0,61 e 2,2 para   e n’, respectivamente,  para o eletrodo 

de Au/MPA/GSH após a adsorção de Cu
2+

. O valor de  mais baixo indica que o efeito 

de deslocamento do equilíbrio redox, causado pelo aumento a espécie oxidada (RSSR), 

após a adsorção de Cu
2+

,
 
é menos intenso que o observado para o eletrodo de 

Au/MPA/CSH. Também foram obtidos espectros SERS da superfície deste eletrodo 

antes e após a adsorção do metal. Os resultados são apresentados na figura 33. 

 

Figura 33: Espectros Raman de superfície do eletrodo de Au/MPA/GSH obtidos 

antes (a) e após (b) a adsorção de íons Cu
2+

 a sua superfície. 

 

Devido ao efeito complexante da molécula de GSH, que atua de maneira a 

manter uma esfera de coordenação rígida do metal, observou-se que a banda a 500 cm
-1

, 

devido à presença da ponte de dissulfeto após a adsorção de íons Cu
2+

, possui menor 

intensidade em relação àquela apresentada na figura 30. Deste modo, a formação de 

pontes de dissufeto entre radicais adjacentes é dificultada, sendo possível que estes 

participem da esfera de coordenação do átomo de cobre adsorvido sobre o eletrodo de 

Au/MPA/GSH. 

Correntes de pico menores para o eletrodo de Au/MPA/GSH em relação ao de 

Au/MPA/CSH eram esperadas devido à menor quantidade de moléculas de GSH na 

superfície do eletrodo, indicativo de que a espécie GSH é, em tese, responsável pela 

adsorção dos íons Cu
2+

 sobre os eletrodos. A figura 34 apresenta as comparações entre 

os voltamogramas obtidos com os eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH antes e 

após imersão em solução de Cu
2+

. 

b 

a 

Número de onda / cm
-1
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Figura 34: Voltamogramas cíclicos obtidos com os eletrodos de Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2 (A) antes e (B) após 

adsorção de íons cobre conforme o item 2.13. Ei = -0,2 V; E = 0,3 V e Ef = -0,2 V;  

 = 0,1 V s
-1

. 

 

3.11. Eletrodos Modificados com Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH após adsorção de 

íons de Cu
2 
- Parâmetros Termodinâmicos  

 

 Para a determinação do mecanismo da reação redox sobre os eletrodos de 

Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH após a adsorção de íons Cu
2+

, efetuada conforme 

descrito no item 2.13, voltamogramas cíclicos foram obtidos como função do pH do 

meio, avaliando-se a variação dos potenciais e correntes de pico. Os resultados obtidos 

com o  eletrodo de Au/MPA/CSH são apresentados na figura 35. 
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Figura 35: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos em solução tampão fosfato 0,1 mol 

L
-1

 em  diferentes valores de pH com o eletrodo de Au/MPA/CSH, após adsorção 

de íons cobre. (B) Curvas de Ep versus pH (Ep,c = 0.302 – 0.038 pH e Ep,a = 0.386 

– 0.031 pH). (C) Ip versus pH. Ei = -0,2 V; E = +0,3 V e Ef = -0,2 V;  = 0,1 V s
-1

. 

 

 A figura 35 mostra que ao variar o pH do meio, os valores de potenciais e 

correntes de pico sofrem alteração significativa. Em 5,0 pH  9,0 os potenciais de pico 

variam linearmente com o pH (Figura 35 B), enquanto para ara valores de pH menores 

que 3,0 ocorre queda brusca do valor das correntes de pico, fato atribuído à protonação 

do grupo carboxila, presente na moléculas de CSH, com subsequente lixiviamento do 

íon Cu
2+

 da superfície do eletrodo. De maneira semelhante à realizada no item 3.6.,  o 

número de prótons participantes das etapas de transferência eletrônica envolvidas no 

equilíbrio redox foram calculados a partir dos valores das inclinações das curvas Ep 

versus pH.  

 O valor determinado de n(H) / n = 0,59 indica que um próton está acoplado à 

transferência de dois elétrons no processo redox, o que é característico do mecanismo de 
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redução e quebra da ponte de dissulfeto. O valor obtido foi  mais baixo do que aquele 

observado na ausência de íons Cu
2+

. Devido ao efeito oxidante do cobre, a presença 

deste metal favorece deslocamento do equilíbrio redox RSSR/RSH na direção anódica. 

Como consequência, a formação da espécie radicalar tioil, em uma etapa química, 

também é favorecida. Evidentemente, a influência do pH sobre o processo redox reflete 

a a participação de íons H
+
 na reação de quebra da pontes de dissulfeto, o que explica a 

queda de correntes de redução para valores mais elevados de pH. 

 Por sua vez, o efeito estabilizador dos íons Cu
2+ 

sobre os radicais tioil sobre  

justifica a variação do potencial de pico anódico para regiões mais positivas de 

potencial e faz com que ocorra pouca variação de intensidade da corrente anódica como 

função do pH, figura 35C. A diminuição acentuada do valor da corrente de pico 

catódica em função do aumento de pH está diretamente ligada à baixa acidez do meio, 

já que o íon H
+
 participa da quebra e redução da ponte de dissulfeto. Para valores de pH 

elevados ocorre a formação de hidróxido de cobre sobre a superfície do eletrodo que, 

por consequência, minimiza o efeito do metal sobre o equilíbrio de formação de pontes 

de dissulfeto, estabilização dos radicais tioil podendo ainda bloquear a superfície do 

eletrodo. 

 Na figura 36 são apresentados os resultados obtidos com o eletrodo de 

Au/MPA/GSH. 
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Figura 36: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH, 

após adsorção de íons Cu
2+

, em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 em diferentes 

valores pH (B) Curvas de Ep versus pH  (Ep,c = 0.228 – 0.029 pH e  

Ep,a = 0.322 – 0.033 pH). (C) Curvas Ip versus pH. Condições Experimentais:  

Ei = -0,2 V; E = 0,3 V e Ef = -0,2 V e  = 0,1 V s
-1

. 

 

 Fenômenos semelhantes aos observados para o eletrodo de Au/MPA/CSH foram 

observados também para o eletrodo de Au/MPA/GSH, figura 36. A partir dos valores de 

Ep/pH calculou-se a relação entre prótons e elétrons durante as etapas de 

transferência eletrônica. 

 A partir das equações (30) e (31) obteve-se o valor de 0,52  para a  relação de 

n(H) / n’. Isto indica que as considerações feitas para o eletrodo de Au/MPA/CSH valem 

também quando o tiol é a glutationa. A figura 36C mostra que as correntes de pico 

catódicas variam pouco no intervalo de pH entre 5,0 e 8,0, provavelmente devido à 

maior quantidade de grupos quelantes na molécula de GSH em comparação à de CSH, 

são  2 grupos carboxilatos na molécula de GSH contra 1 na molécula de CSH. Isto 
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dificulta o deslocamento do metal por efeito de protonação dos grupos quelantes, pois 

caso um grupo carboxilato esteja protonado em deterninado pH, o outro poderá estar 

disponível para alojar o íon positivo de cobre. Para valores de pH maiores que 8,0 

ocorre diminuição das correntes do pico catódico, pois não há concentração suficiente 

de íons H
+
 em solução, necessárioa para o processo de redução e quebra da ponte de 

dissulfeto. Como anteriormente, a diminuição das correntes de oxidação para valores de 

pH mais elevados se deve à formação de hidróxidos de cobre, evitando assim a 

oxidação dos grupos tiólicos da molécula de GSH aos respectivos tioradicais.  

  

 3.12. Eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH após Adsorção de íons de 

Cu
2+ 

- Estudo Cinético  

 

 A determinação dos parâmetros cinéticos associados às reações que descrevem o 

mecanismo de resposta dos eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH após a 

adsorção dos íons Cu
2+

, foi realizada de maneira semelhante àquela descrita no item 

3.7., usando os valores de potenciais e correntes de pico. Na figura 37 são apresentados 

os resultados obtidos para o eletrodo de Au/MPA/CSH após adsorção de Cu
2+

. 
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Figura 37: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH, 

após adsorção de íons cobre, em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 em diferentes 

velocidades de varredura. (B) Curvas de Ep versus ln  e (C) Ip versus .  

(Ip,c = - (17,97 ± 0,8) 10
-6

 (A / V s
-1

)   R = 0,9992 ; Ip,a = (10,08 ± 0,30) 10
-6

  

(A / V s
-1

)  R = 0,9994). Condições Experimentais: Ei = -0,2 V; E = 0,3 V e  

Ef = -0,2 V. 

 

 A figura 37 mostra que as correntes de pico variam linearmente com a 

velocidade de varredura de modo que o processo redox observado ocorre com o 

envolvimento de espécies adsorvidas sobre a superfície do eletrodo. Para valores de 

velocidade de varredura maiores que 1,0 V s
-1

 ocorre perda da linearidade das curvas de 

Ip,a e Ip,c em função de pois não há tempo para que as reações químicas acopladas 

ao processo eletroquímico se processem. A partir das inclinações das curvas Ip,a e Ip,c 

versus , para velocidades de varredura menores que 1,0 V s
-1

, calculou-se o valor da 

quantidade de material eletroativo presente na superfície do eletrodo utilizando as 

equações (19) e (20). Foram obtidos os valores de  x 10
-10

 mol cm
-2

 e  = 0,64. 

O valor determinado de  está em boa concordância com o valor obtido usando 

os dados apresentados na Figura 21, obtidos em pH 7,2, sessão 3.7; enquanto o valor de 
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0 é equivalente à quantidade de moléculas de CSH sobre o eletrodo. Estes dados  

indicam que o íon Cu
2+

 age deslocando o próton do grupo tiólico presente na molécula 

de CSH. Conforme já discutido na sessão 3.7, o processo redox é iniciado por moléculas 

desprotonadas de CSH. 

 A obtenção das constantes de transferência eletrônica entre as moléculas 

eletroativas e a superfície do eletrodo de Au/MPA/CSH, após a adsorção de Cu
2+

, foi 

realizada a partir dos valores de Ep,a  e Ep,c registrados na condição onde ln  = 0.  

Através das equações (32) e (33) os valores das constantes ks,f e ks,b foram calculados. O 

valor de Eº foi obtido através da figura 37B. 

 Os valores obtidos para ks,f e ks,b foram 1,84 s
-1

 e 3,49 mol cm
-2

 s
-1

, 

respectivamente. Estes resultados indicam uma diminuição das velocidades de 

transferência eletrônica entre as moléculas eletroativas e a superfície do eletrodo. O 

valor de ks,b é semelhante ao valor de ks,b2 obtido com o eletrodo de Au/MPA/CSH na 

ausência de cobre, admitindo-se então que este valor  corresponde à redução de radicais 

tioil formados. A ausência do primeiro processo de redução ks,b1 indica que a redução 

do radical tioil a íon tiolato ocorre diretamente, de modo que a quebra da ponte de 

dissulfeto ocorre em etapa química anterior ao processo de redução, sendo esta uma 

reação química mediada pelos íons Cu
2+

, gerados no processo de oxidação. Este fato 

mostra que o metal exerce efeito semelhante ao do íon H
+
 na quebra da ponte de 

dissulfeto, efeito este que se propõe, ocorra de acordo com o Esquema 14. 

 

Esquema 14: Mecanismo proposto de manutenção dos grupos tioil sobre o eletrodo 

de Au/MPA/CSH exercido por íons de cobre. 

 



101 

 

 Admite-se que, nesta condição, ks,f se refere a oxidação do íon Cu
+
 que é 

formado após oxidar os íons tiolato ao respectivo radical tioil. A variação significativa 

do potencial de pico anódico após a adsorção do íon Cu
2+

 mostra que o processo de 

eletrodo é diferente daquele observado na ausência do íon Cu
2+

. O efeito estabilizador 

íon Cu
2+ 

sobre os radicais tioil pode ser resumido pela reação: 

 

Cu
2+

 + CSH  Cu
+
 + CS

.
 + H

+
     (60) 

 

Os resultados obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH são apresentados na figura 38. 
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Figura 38: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH, 

após adsorção de íons cobre, em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2 em 

diferentes velocidades de varredura (B) Curvas de Ep versus ln  e (B) Ip versus . 

Ip,c = - (9,04 ± 0,03) 10
-6

 (A / V s
-1

) R = 0,9988; Ip,a = (2,96 ± 0,02) 10
-6

 (A / V s
-1

) 

R
2
 = 0,9969. Condições Experimentais: Ei = -0,2 V; E = 0,3 V e Ef = -0,2 V. 
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 A figura 38 mostra que ocorre comportamento semelhante ao observado para o 

eletrodo de Au/MPA/CSH, quando íons Cu
2+

 são adsorvidos sobre a superfície do 

eletrodo de Au/MPA/GSH. Os cálculos das grandezas cinéticas como  e 0 foram 

efetuados substituindo as inclinações  das curvas de Ip versus nas equações (21) e 

(22). Desta forma, foram obtidos os valores de = 1,16 x 10
-10

 mol cm
-2

 e  = 0,75. 

 A partir dos valores de E
0’

 extrapolado da figura 38B e dos valores de Ep,a e 

Ep,c para ln  = 0 foram determinados os valores de 2,56 s
-1

 e 8,29 mol cm
-2

 s
-1

 

respectivamente para ks,f e ks,b, usando as equações (34) e (35). O valor de ks,b foi menor 

que o obtido na ausência de íons cobre, indicando que a presença do metal dificulta o 

processo de redução dos grupos tiólicos. O processo de oxidação observado com o 

eletrodo de Au/MPA/GSH mostrou menor variação nos valores de potencial de pico em 

relação ao eletrodo sem cobre. Isto demonstra que pode ocorrer ligação direta entre os 

radicais tioil e íons cobre, após redução do íon Cu
2+

 a Cu
+
 e oxidação dos grupos  

-S
-
 a -S

.
: 

 

 Cu
2+

 + GSH  [CuGS]
+.

 + H
+
      (39) 

 

 Devido ao favorecimento da reação anódica já que o equilíbrio RSSR/RSH foi 

deslocado no sentido da formação de um aduto, um aumento significativo na corrente de 

pico catódica em relação ao observado para este eletrodo na ausência de metal. O efeito 

total se assemelha a uma etapa de pré-concentração do metal na superfície do eletrodo. 

Efeito similar foi observado com o eletrodo de Au/MPA/CSH após a adsorção 

superficial de Cu
2+

. 

  

3.13. Avaliação da Estabilidade dos Eletrodos Modificados com 

Au/MPA/CSH/Cu
2+

 e Au/MPA/GSH/Cu
2+

  

 

 A estabilidade do metal na superfície dos eletrodos foi avaliada pela realização 

de voltamogramas cíclicos consecutivos em soluções tampão em pH 7,2, onde o grupos 

carboxilato das moléculas de CSH e GSH se encontram desprotonados e em pH 3.0, 

onde estes se encontram totalmente protonados. Os resultados para o eletrodo de 

Au/MPA/CSH são apresentados na figura 39. 
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Figura 39: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

, pH 7.2 a 0,1 V s
-1

 antes, após adsorção de 

íons cobre eapós realização de vários ciclos. (B) Voltamogramas cíclicos obtidos em 

solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

, pH 3,0, com o eletrodo de Au/MPA/CSH após 

adsorção de íons cobre.Ei = -0,2 V; E = 0,3 V e Ef = -0,2 V.  = 0,1 V s
-1

. 

  

 A Figura 39A mostra que após a adsorção do metal, o eletrodo modificado de 

Au/MPA/CSH pode ser ciclado em pH 7,2 sem que nenhuma diferença significativa 

seja observada em relação ao voltamograma inicial. No entanto, se o pH do eletrólito 

suporte é ajustado em 3,0, condição em que os grupos tiol das moléculas deCSH podem 

ser protonados, as correntes de pico diminuem até atingirem valores insignificantes, 

como resultado do processo de lixiviação dos íons de cobre adsorvidos inicialmente 

sobre o eletrodo.   

 A figura 40 apresenta os resultados obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH. 

 

 

Figura 40: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos em solução tampão fosfato 0,1 mol 

L
-1

, pH 7,2, a 0,1 V s
-1

 utilizando o eletrodo de Au/MPA/CSH antes, após adsorção 

de íons cobre, conforme item 2.13. (B) Voltamogramas cíclicos obtidos em solução 

tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 3,0, com o eletrodo de MPA/GSH após adsorção de 

íons cobre. Ei = -0,2 V; E = 0,3 V e Ef = -0,2 V.  = 0,1 V s
-1

. 
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 A figura 40 demonstra que o eletrodo de Au/MPA/GSH comporta-se de maneira 

semelhante ao eletrodo de Au/MPA/CSH. Em eletrólito de pH = 3,0 os íons cobre 

foram completamente lixiviados da superfície do eletrodo. 

 Estes resultados demonstram que a processo de adsorção de cobre sobre os 

eletrodos é função das condições de protonação dos grupos presentes nas moléculas de 

CSH e GSH. O valor de pH 3,0 usado representa uma condição de acidez suficiente 

para causar protonação dos grupos responsáveis pela ligação dos íons de cobre, 

impedindo que este permaneça adsorvido ao eletrodo. 

  

 R-COO-: Cu
2+/+

 + H
+
  R-COOH + Cu

2+/+
    (61) 

 

 Foi necessário um pH menor que o pKa dos grupos presentes nas moléculas de 

CSH e GSH para poder deslocar os íons cobre dos grupos carboxilatos nas moléculas de 

CSH e GSH, devido a ordem de grandeza da constante de estabilidade do complexo 

formado pelos íons de cobre os grupos quelantes presentes nas moléculas sobre os 

eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, de modo que em pH 3 foi possível a 

completa lixiviação do metal em ambos os eletrodos. 

  

3.14. Determinação de H2O2 utilizando os Eletrodos Modificados com 

Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH após adsorção de íons de Cu
2+

 

 

 A título de comparação aos resultados obtidos com os eletrodos modificados 

após a adsorção de Cu
2+

, Au/MPA/CSH/Cu
2+

 e Au/MPA/GSH/Cu
2+

, no 

desenvolvimento de metodologia analítica para determinação de H2O2. Na figura 41 são 

apresentados os resultados obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH/Cu
2+

. 
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Figura 41: (A) Amperograma obtido em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

, pH 

7,2, após adições de solução padrão de H2O2. Eletrodo de trabalho: 

Au/MPA/CSH/Cu
2+

; Eap = -0,2 V. (B) Curva analítica de corrente catódica versus 

concentração de H2O2 na célula eletroquímica. If = (0,90 ± 0,30) (10
-9

 A) +  

(126,6 ± 3,0) (10
-9

 A / mol L
-1

) [H2O2] e R
2
 = 0,9954. 

 

 

 A figura 41 mostra que existe correlação entre as correntes faradáicas obtidas e a 

concentração de H2O2, porém, o limite superior de linearidade para o eletrodo de 

Au/MPA/CSH/Cu
2+ nestas condições é de 1,25 mmol L

-1
. Para concentrações superiores a 

este valor, a corrente não aumenta linearmente como função da concentração de H2O2. 

Fato semelhante foi observado para este eletrodo modificado na ausência do metal, 

conforme a figura 28. 

 Em mais altas concentrações de peróxido de hidrogênio produtos radicalares, 

provenientes da reação eletroativa, como o radical hidroxila (OH
.
), podem iniciar 

reações em cadeia, sendo capazes de colapsar a estrutura organizada das moléculas 

sobre o eletrodo. 

 

Cu
+
 + H2O2  Cu

2+
 + 2OH

.
    (62) 

   

 A equação da curva analítica de peróxido de hidrogênio para o eletrodo de 

Au/MPA/CSH obtida foi: 

 

If = (0,903 ± 0,302) (10
-9

 A) + (126,6 ± 2,9) (10
-9

 A / mol L
-1

) [H2O2]  R
2
 = 0,9954 

 

 A partir desta equação foram calculados o limite de detecção e a sensibilidade 

para a determinação de peróxido de hidrogênio usando eletrodo de Au/MPA/CSH/Cu
2+

: 
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 Sensibilidade = Ip,c / [H2O2] / Área = 126,6 / 0,071 = 1,79 A Lmol
-1

 cm
-2

 

 Limite de Detecção = 3 x 0,302 / 126,57 = 0,0072 mol L
-1

 

 

 Limite de Quantificação = 10 x 0,302 / 126,57 = 0,0239 mol L
-1

 

 

Faixa de Concentração: 0,024 a 1,25 mol L
-1

 

 

 Os resultados obtidos demonstram em relação aos obtidos no item 3.5, que 

ocorre um aumento de sensibilidade para detecção de H2O2, atingindo-se um menor 

limite de detecção consequentemente. Este fato mostra que o metal em sua forma 

reduzida, Cu
+
, pode intermediar a redução do H2O2, regenerando Cu

2+
, que entra 

novamente no ciclo catalítico. 

 Na figura 42 são apresentados os resultados obtidos com o eletrodo de 

Au/MPA/GSH. 

 

 

Figura 42: (A) Amperograma obtido em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

, pH 7,2, após 

adições de solução padrão de H2O2. Eletrodo de trabalho: Au/MPA/GSH/Cu
2+

; Eap = -0,2 

V. (B) Curva analítica de corrente catódica versus concentração de H2O2 na célula 

eletroquímica. If = (-4,07 ± 0,39) (10
-9

 A) + (13,98 ± 0,11) (10
-9

 A / mol L
-1

) [H2O2] e  

R
2
 = 0,9996. 

 

 A figura 42 mostra que existe correlação entre as correntes faradáicas obtidas e a 

concentração de H2O2, porém, o limite superior de linearidade para o eletrodo de 

Au/MPA/GSH/Cu
2+ nestas condições é de 5,72 mol L

-1
. Para o eletrodo de 

Au/MPA/GSH, a saturação para a curva de I versus [H2O2] ocorreu em 2,96 mol L
-1

, 

conforme a figura 29.  
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A sensibilidade e o limite de detecção, obtidos para este eletrodo foram calculados a 

partir da equação da curva analítica, conforme abaixo: 

 

If = (-4,07 ± 0,39) (10
-9

 A) + (12,98 ± 0,11) (10
-9

 A / mol L
-1

) [H2O2] R
2
 = 0,9996 

 

 Sensibilidade = Ip,c / [H2O2] / Área = 12,98 / 0,071 = 0,18 A Lmol
-1

 cm
-2

 

  

 Limite de Detecção = 3 x s(b) / b = 3 x 0,394 / 12,98 = 0,0911 mol L
-1

 

 

 Limite de Quantificação = 10 x s(b) / b = 10 x 0,394 / 12,98 = 0,304 mol L
-1

 

 

 Faixa de Concentração Detectável: 0,30 a 5,72 mol L
-1

 

  

 Os resultados obtidos demonstram que ocorreu acréscimo na faixa de 

concentração detectável, em relação à obtida para o eletrodo de Au/MPA/GSH, para o 

eletrodo de Au/MPA/GSH/Cu
2+

. Isto ocorreu, pois a quantidade de grupos tiólicos 

eletroativos na superfície do eletrodo aumentou devido à presença do metal. Variações 

significativas em relação aos valores de sensibilidade e limite de detecção, em relação 

aos dados obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH, não foram obtidas. Este fato indica  

que no eletrodo de Au/MPA/GSH/Cu
2+

, o metal não reage diretamente com o H2O2, 

como foi observado para o eletrodo de Au/MPA/CSH/Cu
2+

. 

3.15. Interação do Eletrodo de Au/MPA/CSH com Moléculas de Oxigênio 

 

 Conforme observado na figura 4 a CAA de MPA funciona como uma barreira 

para as moléculas de O2, de modo que estas não conseguem sofrer redução diretamente 

sobre a superfície do eletrodo. No entanto, devido ao efeito oxidante do O2, realizaram-

se experimentos com o objetivo de avaliar a capacidade do mesmo no deslocamento do 

equilíbrio redox do par CSSC/CSH, das moléculas eletroativas sobre a superfície do 

eletrodo de Au/MPA/CSH. Para tanto, o gás foi borbulhado na célula eletroquímica por 

diferentes intervalos de tempo.  

Na figura 43 são apresentados os voltamogramas obtidos após cada intervalo de 

5 minutos de tempo de purga de gás oxigênio sobre a solução de eletrólito. 
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Figura 43: (A) Voltamogramas Cíclicos obtidos com eletrodo de Au/MPA/CSH em 

solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2. Ei = -0,2 V; E = 0,3 V e Ef = -0,2 V; = 

0,1V s
-1

.(B) Ip versus tempo de O2. (C) Ep versus tempo de O2. Voltamogramas 

registrados após borbulhamento de O2 por tempos variáveis. 

 

A figura 43 mostra que as correntes de pico anódica e catódica aumentam em 

decorrencia do acréscimo de O2 na solução de eletrólito e atingem um limite após 20 

minutos de tempo de borbulhamento. Diminuições das correntes de pico, em relação a 

medidas realizadas após tempos de borbulhamento mais elevados, ocorrem devido ao 

acrecimo de oxigênio na solução perturbar o equilíbrio instável da solução 

supersaturada. A reação entre moléculas de O2 e as moléculas de CSH sobre a superfície 

do eletrodo de Au/MPA/CSH são descritas a seguir: 

 

CSH + O2  CS
.
 + O2

-.
 + H

+
      (63) 

Este processo favorece a formação do radical tioil e do íon superóxido, devido a 

capacidade oxidante do O2, que sofre redução monoeletrônica. O radical tioil formado é 
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capaz de se oxidar a CSSC ou se reduzir a CS
-
, justificando o aumento tanto das 

correntes anódicas como catódicas. Desta forma, o aumento das correntes de pico ocorre 

por conta do deslocamento do equilíbrio de formação do radical tioil, a etapa lenta 

mecanismo envolvendo a formação das pontes de dissulfeto. Como a geração do radical 

tioil depende da concentração de íons tiolato que é pequena em pH em torno de 7,0 e 

costuma ser lenta nesta condição de acidez, o oxigênio age avançando uma etapa do 

mecanismo, gerando a espécie que participa tanto do processo de oxidação como 

redução, aumentado as velocidades das reações catódicas e anódicas. 

A variação dos potenciais de pico ocorre devido à alteração das concentrações das 

espécies participantes do processo redox na superfície do eletrodo, causando alteração 

nos sobrepotenciais de concentração destas espécies. 

O aumento das correntes de pico após acréscimo de O2 na solução de eletrólito é 

notório, porém, é inferior ao efeito da adsorção de íons Cu
2+

 sobre o eletrodo.  O 

processo oxidativo exercido pelas moléculas de O2 é limitado por sua difusão, do seio 

da solução à superfície do eletrodo, situação diferente dos íons Cu
2+

 que podem ser 

adsorvidos e s mantêm na superfície do eletrodo. Desta forma, o transporte de massa 

limita a ação das moléculas de oxigênio sobre o par redox, que resultado do equilíbrio 

de formação e quebra da ponte de dissulfeto sobre a superfície do eletrodo de 

Au/MPA/CSH. 

Para avaliar o efeito da manutenção dos níveis de correntes de pico nos 

voltamogramas após a saturação da solução de eletrólito suporte com O2, realizaram-se 

ciclos sucessivos em eletrólito suporte após o borbulhamento deste gás na célula 

eletroquímica por 30 minutos. Na figura 44 são apresentados os resultados obtidos. 
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Figura 44: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos utilizando eletrodo de 

Au/MPA/CSH em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2, após borbulhamento 

de O2 por 30 minutos. Ei = -0,2 V; E = 0,3 V e Ef = -0,2 V; = 0,1V s
-1

. (B) Ip 

versus tempo de O2. (C) Ep versus tempo de O2.  

 

 A figura 44 mostra que ocorre diminuição das correntes de pico até valores 

basais. Os potenciais de pico também sofrem ligeiras variações, sugerindo alterações 

nas concentrações superficiais dos participantes do equilíbrio redox dos grupos 

eletroativos na superfície do eletrodo. Este comportamento ocorre devido ao retorno 

para a condição limite, onde o consumo de moléculas de oxigênio não consegue ser 

suprido pela sua difusão do seio da solução a superfície do eletrodo. Isto indica que a 

reação apresentada no equilíbrio (63) é mais rápida que a difusão de O2 a superfície do 

eletrodo, indicando que o processo é controlado pela difusão do gás e sua concentração, 

B 
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na superfície do eletrodo, é nula. Na figura 45 o mesmo experimento foi repetido, 

porém, realizando os ciclos voltamétricos a 1,0 V s
-1

. 

 

 

Figura 45: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos utilizando eletrodo de 

Au/MPA/CSH em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2. Ei = -0,2V; E = +0,3 

V e Ef = -0,2 V; = 1,0 V s
-1

. (B) Curvas de Ip versus número de ciclos e (B) Ep 

versus número de ciclos. Voltamogramas obtidos após borbulhamento de O2 por 

30 minutos. 

 

 Os dados apresentados na figura 45 mostram que trabalhando em maior 

velocidade de varredura ocorre aumento das correntes e estabilização dos potenciais de 

pico para um número de varreduras maior que 10, já que se consegue ainda manter 

algum nível de O2 na superfície do eletrodo. O processo de redução passa a ocorrer com 

duas etapas, conforme foi observado na Figura 21, indicando que devido ao curto 

intervalo de tempo, o processo de redução da ponte de dissulfeto é incompleto. Desta 

forma, após a quebra das pontes de dissulfeto (reação 39) o radical tioil formado desta 

primeira etapa de redução passa a reagir com íons superóxido provenientes da reação 
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entre grupos tiólicos protonados e moléculas de O2 (reação 63). Esta reação produz o íon 

tiolato, a espécie responsável pelo inicio do processo redox (primeira etapa de oxidação, 

equação 38), aumentado as correntes observadas. Na ausência de oxigênio a quantidade 

de íons tiolato formada provém da desprotonação do grupo tiólico (reação 37), que é 

desvaforecida no valor de pH utilizado no experimento. 

  

 CSSC + H
+
 + e

-
  CS

.
 + CSH      (39) 

 CSH + O2  CS
.
 + O2

.-
 + H

+
      (63) 

 CS
.
 + O2

.-
  CS

-
 + O2      (64) 

 CS
-
  CS

.
 + e

-
       (38) 

 

O ciclo descrito pelas seqüências das reações (39), (63), (64) e (38) justifica o 

ligeiro aumento das correntes de pico para sucessivos ciclos em relação ao primeiro 

voltamograma obtido a 1,0 V s
-1

, devido à limitação temporal do experimento que 

permite a reação entre o íon superóxido e o radical tioil não oxidados a ponte de 

dissulfeto. 

3.16. Influencia do Oxigênio sobre o Excesso Superficial e Coeficiente de 

Transferencia de Carga no Eletrodo de Au/MPA/CSH 

 

Obtiveram-se voltamogramas cíclicos utilizando-se o eletrodo de Au/MPA/CSH 

em solução de eletrólito de suporte saturada de O2 em diferentes velocidades de 

varredura para a avaliação da participação do oxigênio no processo redox dos eletrodos 

de Au/MPA/CSH. Os resultados obtidos são apresentados na figura 46. 
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Figura 46: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com eletrodo de Au/MPA/CSH em 

solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2 em diferentes velocidades de varredura. 

Ei = -0,2V; E = +0,3 V e Ef = -0,2 V. (B) Curvas de Ip versus  Ip,c = - (4,08 ± 0,08) 

10
-6

 (A / V s
-1

) R
2
 = 0,9952 e Ip,a = (2,56 ± 0,13) 10

-6
 (A / V s

-1
)  R

2
 = 0,9934). 

(C) Ep versus ln . Voltamogramas registrados após borbulhamentode O2 por 30 

minutos. 

 

A figura 46 mostra que as correntes de pico variam linearmente com a velocidade 

de varredura, indicando que os processos faradáicos observados são resultantes de 

transferência eletrônica de espécies adsorvidas na superfície do eletrodo de trabalho. O 

desdobramento do pico de redução para mais altas velocidades de varredura, observado 

em experimentos na ausência de oxigênio (figura 21) não foi observado devido ao 

consumo dos radicais tioil (reação 64, reação com O2
-.
), lembrando que a espécie O2

-.
 é 

produzida a partir da reação entre O2 e CSH (reação 63).  
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Desta forma, demonstra-se a ação não só das moléculas de O2, mas também de 

seus subprodutos como o íon superóxido, cuja ação se limita a velocidades de varredura 

maiores que 0,6 V s
-1

, onde alteração no comportamento da curva de Ep versus ln , foi 

observada, figura 46C. 

Determinou-se o recobrimento superficial das espécies eletroativas sobre o 

eletrodo (º) e o coeficiente de transferência eletrônica , após a saturação do eletrólito 

suporte com oxigênio usando as inclinações das curvas de Ip versus  e as equações 

(21) e (22). Os valores obtidos para e  foram x 10
-11

 mol cm
-2

 e   0,62, 

respectivamente. 

O excesso superficial determinado nesta condição foi 5 vezes superior ao 

determinado na condição de ausência de O2 na solução de eletrólito de suporte  

(0 = 1,23 x 10
-11

 mol cm
-2

). Este resultado mostra que o oxigênio aumenta a quantidade 

de espécies eletroativas provenientes das moléculas de CSH, na superfície do eletrodo 

de Au/MPA/CSH. O início dos processos redox na superfície deste sensor depende da 

desprotonação do grupo tiólico que é desvaforável na condição de pH 7,0; portanto o O2  

tem papel fundamental na formação de espécies intermediárias que atuam  sobre 

equilíbrio de formação das espécies eletroativas. Este fato se reflete no aumento do 

valor de , 0,62, em relação ao obtido na ausência de oxigênio na solução de eletrólito  

( 0,522).  

3.17. Avaliação do comportamento voltamétrico do Eletrodo de Au/MPA/CSH na 

presença de Quercetina e O2 

 

 A avaliação do comportamento voltamétrico do eletrodo de Au/MPA/CSH na 

presença de quercetina foi realizada com o eletrodo de Au/MPA/CS após 

borbulhamento de O2 durante 30 minutos na solução de eletrólito suporte contendo 

quercetina. Para efeito de comparação utilizou-se também o eletrodo de ouro limpo. Os 

resultados são apresentados na figura 47. 
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Figura 47: Voltamogramas cíclicos obtidos utilizando eletrodo de Au/MPA/CSH 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2 contendo 5,63 mol L
-1

 de 

quercetina. Ei = -0,2V; E = +0,3 V e Ef = -0,2 V.  = (A) 0,01 e (B) 0,1 V s
-1

. 

Voltamogramas registrados após borbulhamento de O2 por 30 minutos. 

 

 Na figura 47 é observado que o eletrodo de Au/MPA/CSH apresenta maior 

sensibilidade para a detecção de quercetina em relação ao eletrodo. Para voltamogramas 

realizados a velocidades de varredura de 0,01 V s
-1

 observou-se que a corrente de pico 

anódica foi maior do que a catódica, mas este efeito desaparece em voltamogramas 

obtidos a 0,1 V s
-1

. Na figura 48 são apresentados os voltamogramas obtidos antes e 

após a adição de quercetina a solução de eletrólito. 

 

Figura 48: Voltamogramas cíclicos obtidos com eletrodo de Au/MPA/CSH em 

solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 7,2 contendo 5,63 mol L
-1

 de quercetina.  

Ei = -0,2V; E = +0,3 V e Ef = -0,2 V;  = 0,01 V s
-1

. Voltamogramas registrados 

após borbulhamento de O2 por 30 minutos.  
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 A figura 48 mostra que a adição de quercetina à solução de eletrólito suporte 

promove o aumento da corrente anódica em relação ao voltamograma obtido apenas em 

eletrólito. A análise da estrutura da molécula de quercetina demonstra ser possível o 

estabelecimento de um equilíbrio tautomético, resultante da realocação de um próton, 

formando uma quinona. Porém, para o estabelecimento deste equilíbrio é necessário que 

uma espécie intermediária oxidada seja formada, 15. 

 

Esquema 15: Equilíbrio tautomérico da molécula de quercetina 

 

 Desta forma, o radical tioil, gerado pela ação do oxigênio atua como agente 

oxidante para moléculas de quercetina que se difundem a superfície do eletrodo. Os 

problemas relacionados formação de uma quantidade muito pequena de radicais tioil 

nas condições de acidez do experimento, assim como o curto tempo de vida deste 

radical, foram contornados pela ação do O2. Este último intensifica a formação de CS
.
 e 

permite o estabelecimento de um mecanismo eletrocatalítico para detecção de 

quercetina, reações (63), (38) e (65). 

 

 CSH + O2  CS
.
 + H

+
 + O2

.-
       (63) 

 CS
-
  CS

.
 + e

-
        (38) 

 CS
.
 + Qred  CS

-
 + Qoxi + H

+
      (65) 

 

A queda do sinal do segundo ciclo em relação ao primeiro ocorre devido à 

limitação de tempo para difusão do O2
 
para a superfície do eletrodo, espécie esta que 

ajuda na manutenção dos níveis de corrente observados. Efeitos de envenenamento da 

superfície por adsorção de produtos de oxidação não foram observados. 

3.18. Perfil Voltamétrico como Função da Velocidade de Varredura 

 

Avaliou-se também o efeito da velocidade de varredura na detecção de quecetina. 

Os resultados são apresentados na figura 49. 
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Figura 49: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos em diferentes velocidades de 

varredura utilizando eletrodo de Au/MPA/CSH em solução tampão fosfato 0,1 mol 

L
-1

 pH 7,2 contendo 5,63 mol L
-1

 de quercetina. B) Curvas de Ip versus , (C) Ep 

versus ln  e (D) Ip,a/Ip,c versus . Ei = -0,2V; E = +0,3 V e Ef = -0,2 V. 

Voltamogramas registrados após borbulhamento de O2 na solução por 30 minutos. 

 

A Figura 49B mostra que as correntes de pico aumentam linearmente com a 

velocidade de varredura, de modo que as espécies responsáveis pelo processo redox 

observado apresentam-se na superfície do eletrodo.  Para baixas velocidades de 
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varredura a relação entre as correntes de pico (Ip,a/Ip,c) é muito maior do que a unidade 

devido ao processo eletrocatalítico que resulta em aumento da corrente anódica e 

diminuição da corrente catódica, figura 49D. O processo eletrocatalítico não é 

observado a altas velocidades de varredura devido à dificuldade em suprir O2 na 

superfície do eletrodo e, nesta condição, a única fonte do radical tioil, CS

, é a 

eletroquímica, que é desfavorecida no pH de trabalho utilizado. Já para velocidades de 

varredura mais altas  é observado que para baixos valores de velocidades de varredura 

obteve-se relação devido a diminuição das correntes de pico catódicas. Isto ocorre em 

conseqüência do processo eletrocatalítico envolvendo o consumo das espécies na 

superfície do eletrodo aptas a se reduzirem, através de moléculas de quercetina em 

solução, conforme observado na figura 48. 

3.19. Determinação de Quercetina Através de Eletrodos de Au/MPA/CSH por 

Voltametria Cíclica 

 

A figura 50 mostra os resultados obtidos para determinação de quercetina por 

voltametria cíclica. 

 

Figura 50: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos utilizando o eletrodo de 

Au/MPA/CSH em solução tampão fosfato 0,1 mol L
-1

, pH 7,2, contendo diferentes 

concentrações de quercetina e (B) Ip,a versus [quercetina]. Ip,a = (20,15 ± 0,40) nA 

+ (7,89 ± 0,06 ) [Quercetina] / mol L
-1

.
 
Condições Experimentais: Ei = -0,2V;  

E = +0,3 V e Ef = -0,2 V; = 0,01 V s
-1

 e borbulhamento de O2 por 30 minutos. 

  

Na figura 50 é observado que o acréscimo de corrente anódica ocorre linearmente em 

função da concentração de quercetina na solução de eletrólito até o limite de 12,2 mol 

L
-1

, onde a partir deste valor o acréscimo ocorre de forma não linear. Através da 

regressão linear entre os valores de Ip,a versus concentração de quercetina, foram 
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calculados o limite de detecção e a sensibilidade do eletrodo de Au/MPA/CSH para a 

determinação deste flavonóide. 

  

 Ip,a = (20,152 ± 0,398) nA + (7,894 ± 0,055 )[Quercetina / mol L
-1

] 

 

 Sensibilidade = Ip,a/[Querc.] / Área = 7,894/0,0707 = 0,112 A mol
-1

 cm
-2

 

 

 Limite de Detecção =3 x 0,398 / 7,894 = 0,151 mol L
-1

 

 

 Limite de Quantificação = 10 x 0,398 / 7,894 = 0,504 mol L
-1

 

 

 Faixa de Concentração: 0,50 – 12,2 mol L
-1

 

  

 Concentrações habituais de quercetina em produtos vegetais se encontram dentro 

da faixa de calibração para a curva analítica obtida, porém, a característica redutora de 

diversos outros flavonóides antioxidantes em amostras vegetais dificultaria a 

quantificação precisa de quercetina nessas amostras. 

 

 4. Conclusões 

  

 Foi possível concluir que através do recobrimento de eletrodos de ouro com 

camadas auto-arranjadas de ácido 3-mercaptopropiônico (MPA) é possível a imobilizar 

moléculas de L-cisteína (CSH) e L-glutationa (GSH), de maneira a manter a 

eletroatividade do grupo tiólico na interfase eletrodo/solução. 

 Os processos eletroquímicos observados nos eletrodos de Au/MPA/CSH e 

Au/MPA/GSH podem ser atribuídos ao par redox R-S-S-R/R-SH que se encontra 

adsorvido na superfície de ambos os eletrodos. A relação linear existente entre as curvas 

de correntes de pico e a velocidade de varredura corrobora esta conclusão.  As espécies 

participantes deste equilíbrio eletroquímico foram identificadas como sendo o grupo 

tiólico (-SH) e a ponte de dissulfeto (-S-S), presentes em ambos os eletrodos. 

  Demonstrou-se que o mecanismo de formação da ponte de dissulfeto a partir de 

grupos tiólicos ocorre a partir da desprotonação deste grupo, onde a espécie que inicia o 

ciclo é o íon tiolato que se oxida ao radical tioil, CS

. Dependendo do pH do meio, esta 
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reação ocorre através de mais de uma etapa, de modo que em condições de acidez 

próximos a neutralidade, este radical ataca um grupo RSH vizinho, formando espécie 

radicalar instável que imediatamente perde um eletron e um próton formando a ponte de 

dissulfeto. Para valores de pH superiores a 7,0, o processo ocorre em uma única etapa 

eletroquímica, em que radicais tioil vizinhos se reagem quimicamente para formar a 

ponte de dissulfeto. Em condições de excesso de acidez tal reação não ocorre devido à 

ausência de íons tiolato. O processo de redução da ponte de dissulfeto depende de 

prótons, devido a seu carácter redutor, capaz de estabilizar as espécies intermediárias 

geradas após a quebra oxidativa da ligação S-S. 

 Supõe-se que o processo de ancoramento de moléculas de CSH e GSH sobre a 

CAA de MPA na superfície do eletrodo ocorra através da formação de um par iônico, 

que durante a etapa de ativação eletroquímica, origina a formação de uma ligação 

covalente. Este processo envolve a eliminação de moléculas de água, necessária para a 

formação da ligação amidica, comum entre grupos amino e carboxila em aminoácidos. 

O uso de reagentes formadores de ligações covalentes com EDC/NHS apresentou 

resultados semelhantes. 

Através de voltamogramas cíclicos obtidos em soluções de eletrólito em 

condições extremas de pH, onde as espécies participantes do esquilibrio acido-base R-

SH e R-S
-
 predominam de maneira isolada, observou-se que as correntes de pico são 

menores. Isto demonstrou que ambas as espécies participam do mecanismo, de modo 

que a condição de acidez intermediária, onde as duas espécies coexistem foram obtidas 

as maiores correntes de pico. 

Como as correntes tendem a zero para condições de alta acidez, concluiu-se que 

o íon tiolato inicia o mecanismo redox, sendo a primeira espécie do ciclo a doar 

elétrons. Para valores de pH superiores a 7,5 – 8,0 as correntes de pico do par redox R-

S-S-R/R-SH tendem a metade do valor máximo. Este resultado indica que nestes 

valores de pH, onde somente a espécie desprotonada está presente, a reação se processa 

com apenas uma etapa envolvendo transferência eletrônica. 

O mecanismo global para a reação redox do par R-S-S-R/R-SH envolve a 

transferência de dois elétrons e um próton, evidência da formação de uma espécie 

radicalar, o radical tioil, que pode ser formado a partir do grupo tiólico desprotonado.  

A formação da ponte de dissulfeto foi confirmada através dos estudos de 

espectroscopia Raman de superfície, onde foi possível observar a banda correspondente 

a esta ligação em 465 cm
-1

.  
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A identificação dos grupos tiólicos na superfície dos eletrodos de Au/MPA/CSH 

e Au/MPA/GSH foi realizada por meio de uma titulação voltamétrica onde solução de 

íons [Fe(CN)6]
3-

 em diversos valores de pH, foi utilizada como sonda eletroquímica. O 

valor de pKa encontrado para o grupo carboxila no MPA foi 5,49, enquanto o valor 

encontrado para o pKa do grupo tiólico nas molécula de CSH foi 8,05. Caso o átomo de 

enxofre estivesse ligado na superfície metálica do eletrodo, o processo de desprotonação 

dos grupos tiólicos não seria observado através da variação do pH da solução de 

[Fe(CN)6]
3-

. 

A partir do equilíbrio de desprotonação do grupo tiólico presente nas moléculas 

de CSH e GSH, estimaram-se a quantidade total destas moléculas sobre a superfície do 

eletrodo, sendo, no caso do eletrodo de Au/MPA/CSH equivalentes a quantidade de 

MPA sobre a superfície de ouro. O menor valor obtido para o eletrodo de 

Au/MPA/GSH ocorreu por conta do maior volume molecular das moléculas de GSH, 

comparadas as de CSH, permitindo um maior numero de moléculas para esta frente 

aquela, numa superfície de mesma área. 

A reação dos grupos tiólicos com espécies eletroativas demonstrou a capacidade 

redutora destas moléculas. O resultado da reação com o peróxido de hidrogênio indicou 

que esta molécula age não só deslocando o equilíbrio redox na direção da formação da 

espécie oxidada do par, mas que outros produtos são formados. Comportamentos 

diferentes foram obtidos entre os eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, 

indicando diferença na reatividade entre as moléculas de CSH e GSH com o peróxido 

de hidrogênio. Processos eletrocatalíticos foram observados para baixas velocidades de 

varredura para ambos os eletrodos, porém devido ao acréscimo de descarga do 

eletrólito, faixas estreitas de calibração para determinação de peróxido de hidrogênio, 

via voltametria cíclica, foram obtidas.  

Pela técnica de amperometria foi possível o desenvolvimento de melhores 

métodos de análise para esta substancia utilizando ambos os eletrodos de Au/MPA/CSH 

e Au/MPA/GSH. 

A incorporação de Cu
2+ 

nos eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH 

produziu uma nova superfície na qual as espécies reduzidas, CSH e GSH, passam a 

fazer parte do processo redox, uma vez que o são oxidadas pelo metal, produzindo a 

espécie intermediária, o radical tioil (GS
.
), a partir do tiol em sua forma reduzida. 

Eletroquimicamente, este radical seria formado somente a partir do estado 

desprotonado, de acordo com: 
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Cu
2+

 + RSH  Cu
+
 + RS

.
 + H

+
 

RSH  RS
-
 + H

+
 

RS
-
  RS

.
 + e

-
 

RSH + RS
.
  RSSR + H

+
 + e

-
 

 

Assim, a presença de íons Cu
2+

 na superfície dos eletrodos intensifica as 

correntes de pico do par RSSR/RSH, por aumentar as espécies eletroativas desta reação 

sobre a superfície do eletrodo modificado. Com os eletrodos de Au/MPA/CSH/Cu
2+

 e 

Au/MPA/GSH/Cu
2+

 foi possível o desenvolvimento de um método amperométrico para 

a determinação de H2O2. 

Aparentemente, o grupo carboxilato é o responsável pela estabilização inicial do 

Cu
2+

 nestas superfícies. Estudos posteriores em que a cisteína e glutationa sejam 

substituídas por cistamina, poderão comprovar esta hipótese. 

O oxigênio molecular possui um efeito similar ao do Cu
2+

 em eletrodos de 

Au/MPA/CSH, no que diz respeito à formação do radical tioil, a partir do tiol em sua 

forma reduzida. Esta reação foi utilizada para desenvolver um método catalítico para 

determinação de espécies antioxidante, como a quercetina, reações (63), (38) e (65), via 

voltametria cíclica.  

 

CSH + O2  CS
.
 + H

+
 + O2

.-
       (63) 

 CS
-
  CS

.
 + e

-
        (38) 

CS
.
 + Qred  CS

-
 + Qoxi + H

+
     (65) 

 

 

Uma limitação desta metodologia é a baixa velocidade de varredura que deve ser 

empregada para que o O2 se difunda até a superfície do eletrodo para alimentar o ciclo 

catalítico.  

A utilização dos eletrodos contendo íons Cu
2+

 para detecção de quercetina não é 

possível devido ao efeito complexante da quercetina sobre o metal. 

 

5. Perspectivas Futuras 
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 Pretende-se utilizar a Espectroscopia Absorção de Raio-X (EXAFS e XANES) 

para a determinar aspectos do ambiente químico em torno dos grupos tiólicos presentes  

nos eletrodos de Au/MPA/CSH e a Espectroscopia de Infra-Vermelho por reflectância 

(IR-ATR) para identificação das ligações químicas presentes na superfície modificada. 

Para a identificação de todas as possiveis ligações químicas presentes na superfície do 

eletrodo de Au/MPA/CSH pretende-se utilizar da Espectroscopia de Infra-Vermelho por 

reflectância (IR-ATR). 

 Para verificar a formação de radicais tioil e produção de íons superóxido sobre o 

eletrodo de Au/MPA/CSH pretende-se utilizar a técnica de Espectroscopia de 

Ressonância Paramagnética (EPR). A substituição da cisteína por cistamina pode, 

igualmente, fornecer resultados importantes sobre a participação do grupo carboxilato 

na estabilização superficial do íon Cu
2+

. 
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