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Resumo

Moléculas de L-cisteina (CSH) e L-glutationa (GSH) foram ancoradas na
superficie de eletrodos de ouro, previamente modificados com uma camada
autoarranjada de &cido 3-mercaptopropionico (MPA). Esta arquitetura molecular foi
importante para preservar a atividade redox dos grupos tiolicos da CSH e GSH na
interface eletrodo/solucdo. A identificacdo do par redox R-S-S-R/R-SH, bem como a
determinacdo do pKa dos grupos —SH superficiais, foram efetuadas usando voltametria
ciclica em solugdes de eletrolito em diferentes pH contedo ferricianeto de potassio. A
presenca dos grupos —SH e -S-S- na superficie dos eletrodos modificados foi ainda
confirmada por Espectroscopia Raman de Superficie. Determinaram-se as constantes de
velocidade de transferéncia de carga do processo quase reversivel R-S-S-R / R-SH.
Estes eletrodos modificados apresentaram resposta eletrocatalitica para a reducdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), como peroxido de hidrogénio e para a oxidacao de
compostos com atividade antioxidante como a quercetina. Demonstrou-se que a
presenca de fons Cu?* na superficie destes eletrodos é capaz de deslocar o equilibrio do
par R-SS-R/R-SH, no sentido oxidativo. Métodos de quantificacdo para estes compostos

foram desenvolvidos por amperometria hidrodinamica e voltametria ciclica.

Palavras Chave: L-cisteina, L-glutationa, Voltametria Ciclica, Camadas Auto-
Arranjadas, Ponte de dissulfeto, Espécies Reativas de Oxigénio, 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?* 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. Introducéo

Dentre os principais objetivos da confeccdo de eletrodos modificados esta a
atribuicdo de certas caracteristicas especificas de seletividade e sensibilidade dos
eletrodos a um determinado analito ou grupo de analitos™™. Isto geralmente é feito
através da imobilizagdo de um composto sobre a superficie do eletrodo de trabalho
capaz de reagir com o analito, presente na solucdo de eletrdlito suporte.

A formacdo de camadas auto-arranjadas (CAA) em relacdo a outras
metodologias de modificacdo de superficies apresenta diversas vantagens, como a
capacidade de se formar monocamadas de recobrimento com alta regularidade e boa
reprodutibilidade, através de procedimentos relativamente simples®®. A imersdo da
superficie em uma solucdo contendo moléculas com afinidade pela mesma provoca a
formacdo de uma monocamada através de processos de adsorcdo quimica®®. Apés a
formagdo da monocamada forgas intermoleculares promovem a organizagdo das
moléculas, de forma a direcionar todas na mesma direcdo™. Como os processos de
formacdo da monocamada e sua reorganizacdo molecular sdo termodinamicamente
favoraveis este método de modificacdo de superficie ganha praticidade frente aos
métodos de eletrodeposicdo e formacdo de filmes por evaporagdo (“dip coating” e “spin
coating”).

As principais superficies utilizadas em eletroquimica para a formagdo de CAA
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sdo as de metais nobres como ouro™ ", paladio™ ', platina e prata
melhores agentes modificadores moléculas contendo grupos doadores de pares
eletrdnicos como tidis e aminas. Geralmente emprega-se a formacdo de CAAs com 0
objetivo de funcionaliza-las e usé-las para imobilizacdo de moléculas eletroativas como
enzimas e complexos metalicos?*?*. Esta estratégia de imobilizacdo enzimética é, em
alguns casos, muito eficiente.

A imobilizacdo de moléculas eletroativas sobre eletrodos contendo CAA tem
sido utilizada nos chamados sensores de terceira geragdo, onde a transferéncia eletronica
entre o centro redox do componente bioldgico e a superficie do eletrodo ocorre
diretamente, atraves de processos de tunelamento dos elétrons gerados apds a aplicacao
do potencial®®. Este processo depende da espessura da CAA e, em cadeias lineares,

depende do numero de carbonos das moléculas constituintes da CAAZ.
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A ocorréncia de reagdes quimicas acopladas ao processo eletroquimico
geralmente é um objetivo explorado para o desenvolvimento de sensores utilizando
eletrodos modificados com moléculas eletroativas®®*. O mecanismo eletrocatalitico
permite a determinacdo do analito em concentra¢cdes muito baixas devido ao aumento de

sensibilidade e possibilita a obtencéo de respostas em potenciais relativamente baixos,
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, citocromo-c ,

, superéxido dimutase***,

dificultando a acdo de interferentes. Moléculas como ferroceno

complexos de ruténio®“° 4142

e enzimas como peroxidase
além de heme-proteinas* estdo entre os principais compostos eletroativos utilizados
para a modificacéo de superficies de eletrodos.

O desenvolvimento de biossensores com aplicacfes em andlise bioquimica tem
por objetivo mimetizar um sistema biolégico®. Biossensores eletroquimicos geralmente
sdo confeccionados atraves da imobilizacdo de uma enzima ou biocomposto eletroativo
na superficie de um eletrodo, onde a reacdo entre 0 composto ancorado e o substrato da
reacdo desencadeia um processo de eletrocatalise®.

Dentre os principais sitios de sinalizacao celular redox no meio bioldgico estdo
0s grupos tiolicos, presentes em proteinas atraves de residuos do aminoacido cisteina, 0s
quais, através do equilibrio redox envolvendo a formacdo de pontes de dissulfeto,
executam funcdo bioldgica na conformacdo do peptideo, responsavel pelo enovelamento
de determinadas protefnas*’*. Além disso, o equilibrio redox envolvendo grupos
tidlicos funciona como um componente da frente ndo enziméatica do sistema
antioxidante, capaz de eliminar de radicais livres e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio™.

Existem na literatura, trabalhos que fazem uso de eletrodos de carbono vitreo
modificados com acido cistéico, derivado eletroativo da cisteina, porém o processo
redox ocorre de maneira diferenciada ao executado pelo grupo tiélico, presente nos
residuos de cisteina das enzimas e proteinas® .

Desta forma, para desenvolver sensores capazes de mimetizar processos
bioldgicos redox em que grupos tidlicos estejam envolvidos, explorou-se neste trabalho,
a preparacao de eletrodos de ouro modificados com camadas autoarranjadas de acido 3-
mercaptopropridnico (Au/MPA). Estes foram posteriormente usados para imobilizar
tiois biologicamente e eletroquimicamente ativos (TEA) como a L-cisteina (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 detecgédo
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eletrocatalitica de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS — do inglés Reactive Oxygen
Species), como o perdxido de hidrogénio e compostos polifendlicos, antioxidantes,
como a quercetina. A interagdo deste sistema com espécies oxidantes como fons Cu?* e
O, foi estudada para avaliar o efeito destes compostos sobre o equilibrio redox

RSSR/RSH, sempre presente em sistemas biologicos.

1.1. Revisdo Bibliogréafica

1.1.1. Eletrodos Modificados com Camadas Autoarranjadas

A formacao de Camadas Autoarranjadas (CAA) sobre eletrodos metalicos é uma
técnica bem utilizada para diversas finalidades, onde se destacam principalmente a
protecdo da superficie do eletrodo contra reacdes indesejadas®® ou a funcionalizacéo
para ancoramento de moléculas que conferem a superficie, caracteristicas quimicas

desejadas® ™.

Trata-se de um processo de modificacdo superficial que confere
caracteristicas especificas a superficie, em funcdo dos grupos funcionais presentes na
extremidade livre das moléculas adsorvidas®.

O principal substrato utilizado é a superficie metalica de ouro e os principais
tipos de compostos adsorventes sdao moléculas contendo grupos tidlicos (-SH). Os
grupos tidlicos apresentam alta afinidade por &tomos de ouro da superficie metélica do
eletrodo, sendo o processo de adsor¢do termodinamicamente favoravel com liberacao de
energia de 40 a 50 kcal/mol®.

Existem diversas técnicas de confeccdo de CAA em superficies, dentre elas
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processos de evaporacdo e adsorcdo em fase gasosa’™ ™, porém a modificacdo de

eletrodos de ouro com alcanotidis é frequentemente realizada através da imersdao em
solucdes diluidas usando etanol como solvente®.

O processo de recobrimento da superficie com a CAA possui cinética
dependente da soma das areas ndo recobertas, aptas a serem preenchidas com moléculas
adsorvidas®™. O crescimento da é&rea recoberta ocorre através da aglomeracdo de
moléculas partindo de diferentes pontos da superficie até o ponto onde estas areas de
aglomeracdo se tocam recobrindo toda a superficie. A formacdo das &reas recobertas
sobre a superficie ocorre atraves de trés regides com caracteristicas distintas: i) areas
com baixa densidade, ndo uniformes, formadas de moléculas com orientacdo aleatdria
possuindo regides vagas entre si; ii) areas formadas por moléculas deitadas sobre a

superficie e iii) areas com alta densidade, formadas por moléculas altamente

20



empacotadas. Ao longo do processo de recobrimento, as regides da CAA com as formas
descritas em i) e ii) tendem & conformacgdo descrita em iii) e quando a saturacdo da
superficie é atingida, esta se encontra recoberta com o maior empacotamento possivel. ®

O processo de auto-organizacdo da CAA ocorre via rearranjo lateral regido por
forcas de Van der Waals entre as cadeias carbbnicas de moléculas adjacentes. Este
processo de reorganizagdo provoca a orientacdo das moléculas na CAA, de modo que
moléculas lineares, como alcanotidis, apresentam-se inclinadas na superficie
direcionadas sobre o mesmo angulo, que varia entre 0 a 60°.

A ocorréncia de defeitos nas CAA é comum e um processo natural, pois
entropicamente o0 processo de organizagdo molecular é desfavoravel. Porém, as causas
dos defeitos podem possuir origem intrinseca ou de fatores externos®®. Os fatores
externos estdo associados a limpeza da superficie, método de preparacdo e pureza da
solucdo adsorvente. Os fatores intrinsecos tém origem de processos termodindmicos da
formacdo das camadas, como surgimento ilhas de vacancias na estrutura pela saida de

ad-atomos e formacao de grupos com orientagéo diferente®.

OH OH OH OH OH

% OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH

Esquema 1: Representacdo esquematica de uma CAA contendo defeitos sobre
substrato de ouro.

O processo de formagdo pode ser descrito por diferentes modelos matematicos, em
funcdo da intensidade das interacOes laterais entre as moléculas que formam CAA.
Quando as interacdes por forgas eletrostaticas ou de Van der Waals sdo despreziveis ou
mutuamente excludentes, 0 modelo de Langmuir se aplica, de modo que a orientacéo da

CAA ocorre devido a efeitos estéricos de empacotamento sobre a superficie™®. Quando
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as forcas entre moléculas adjacentes ndo podem ser consideradas nulas ou despreziveis,
0 modelo de Frumkim deve ser utilizado, pois estas interacGes séo contabilizadas e
responsaveis pela auto-organizagio da CAA™. No entanto, o modelo de Frumkin, as
interacdes eletrostaticas prevém repulsdes infinitas que sdo incompativeis com a
realidade. Desta forma, Bockris e colaboradores’® desenvolveram um modelo de
isoterma que leva em consideracdo as moléculas carregadas e as forcas eletrostaticas e
dispersivas entre elas, considerando também a heterogeneidade dos sitios de ligacdo e a

substituicdo de moléculas do solvente durante o processo de adsorcao.

1.1.2. Principais Técnicas de Caracterizacao das Camadas Autoarranjadas

A espessura da CAA pode ser medida utilizando elipsometria e espectroscopia
de fotoeletrons de raios-X (do inglés X-ray photoelectrons spectroscopy - XPS),
técnicas que fornecem informacdes sobre as propriedades interfaciais™"™. O tipo de
ordenamento da CAA e a forma de orientacdo das moléculas podem ser obtidos por
meio da Espectroscopia de Absor¢do de Raio-X de Estrutura Fina Proxima
(NEXAFS) ™. Numerosas outras técnicas espectroscopicas sdo utilizadas, tal como a
geracdo segunda de harmodnicas (do inglés second harmonic generation -SHG)’®, a
geracdo de frequéncia soma (do inglés sum frequency generation - SFG)"’, a
espectroscopia Raman de Superficie (do inglés Surface Enhanced Raman Spectroscopy
- SERS)”, bem como a, de espectroscopia de perda de energia eletronica de alta
resolucdo (do inglés High Resolution Eletrons Electron Energy Loss - HREELS)™. As
estruturas das CAA sdo comumente determinadas utilizando técnicas de microscopia de
varredura, como Microscopia de Forga Atémica (do inglés Atomic Force Microscope -
AFM)® e a microscopia de tunelamento eletronico (do inglés Scanning Tunneling
Microscopy - STM)®.. A STM tem sido capaz de ajudar na compreensdo dos
mecanismos de formacdo das CAA, bem como na determinacdo de suas caracteristicas
estruturais, como a integridade das estruturas granulares bidimensionais formadas, que
juntas recobrem a superficie. Em particular a STM pode gerar imagens da distribuigdo
espacial, de grupos terminais e da estrutura empacotada das moléculas nas CAA®. A
AFM é uma ferramenta igualmente poderosa, sem a exigéncia de que as CAA sejam
condutoras®, tendo sido utilizada para determinar as forcas de atrito em CAAs®. Mais

recentemente, no entanto, também tém sido utilizados métodos de difrac&o®®.
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Um instrumento para caracterizar a formacdo da CAA em tempo real, € a
espectroscopia de impedancia eletroquimica (do inglés dual electrochemical
spectroscopy impedance — ESI)®”, onde o comportamento processos é determinado e
associado a parametros da CAA, como espessura e presenca de defeitos. A medicéo do
angulo de contato pode ser usada para determinar a energia livre de superficie, que
reflete a composigdo superficial média das CAA, como também para sondar a cinética e
termodinamica da formacdo das CAA®™ . A cinética de adsorgdo e temperatura de
desorcéo induzida, bem como informacdo sobre a estrutura também podem ser obtidas
em tempo real, por meio de técnicas de dispersao de ions, tais como a Espectroscopia de
Espalhamento de lons de Baixa Energia (do inglés Low Energy lon Spectroscopy -
LEIS)®. Diversas técnicas sdo utilizadas para a identificacdo da regularidade e presenca
de defeitos nas CAA e entre as principais se encontram a AFM e a Espectroscopia

Raman de Superficie®* %2

1.1.2.1. Espectroscopia Raman de Superficie

A Espectroscopia Raman de Superficie funciona a partir do principio basico da
Espectroscopia Raman realizada em soluc&o®.

O efeito Raman ocorre a partir de espalhamento de luz monocromatica absorvida
por um composto. Ao retornar ao estado fundamental ap6s uma transicdo eletronica, a
as moléculas emitem um féton com quantidade de energia igual a absorvida. Este é o
chamado espalhamento Rayleigh®. Porém, uma pequena quantidade de moléculas, em
média na proporcao de 1: 10 dos fétons emitidos possui energia menor que a absorvida.
Este processo é chamado de espalhamento Raman Stokes®. Também pode ocorrer
emissdo de fétons com maior energia do que a absorvida, em proporcdo ainda menor
que a do espalhamento Rayleigh, processo denominado de espalhamento Raman Anti-
Stokes®™. Os processos de espalhamento Raman podem ser comparados aos processos
de absorcdo de radiacdo no intervalo do infravermelho, que envolvem transi¢cdes de
estados vibracionais de ligacdes e sdo (teis na identificagdo de ligagBes quimicas®’.
Ambas as técnicas sdo complementares, pois algumas transi¢des ndo observadas nos
espectros de Infravermelho séo vistas nos espectros Raman e vice-versa. No esquema 2

sdo apresentados o diagrama de Jablonski destes processos.
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Esquema 2: Comparacgéo entre os processos de absorc¢éo de radiacdo na regido do
Infravermelho, Espalhamento de Rayleigh, Espalhnamento Raman Stokes e Raman
anti-Stokes.

Devido a baixa propor¢do do espalhamento Raman em relagdo ao processo
Rayleigh, a caracterizacdo molecular em baixas concentracGes é dificultada atraveés da
instrumentacdo convencional em solucdo. No entanto, moléculas adsorvidas em
superficies rugosas de metais como ouro e prata produzem espectros Raman com
limites de deteccdo muito menores que os processos observados em solucéo®®.

Isto ocorre porque materiais nanoestruturados como superficies rugosas sdo
capazes de apresentar ressonancia eletrébnica ao serem irradiados com radiacdes
eletromagnéticas, devido ao efeito “plasmon” de superficie, que provoca aumento da
proporcdo do espalhamento Raman em relacdo ao espalhamento Rayleigh para
moléculas localizadas entre dois pontos em uma superficie®. Esta técnica é chamada de
Intensificacdo de Superficie Raman (SERS — do inglés Surface Enhanced Raman
Spectroscopy). Com isso, é possivel a caracterizacdo de moléculas presentes em uma
superficie através da técnica SERS™.

Esta técnica permite a caracterizacdo de moléculas presentes em uma CAA,
através da identificacdo de suas ligacbes. Frequentemente o uso de CAA é realizado
para a funcionalizagdo de superficies metalicas como eletrodos de ouro para o
ancoramento de moléculas, cuja identificacdo é feita pela caracterizacdo de suas

ligacGes.
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1.1.3. Transferéncia Eletronica em Camadas Auto-arranjadas

A imobilizagdo de biomoléculas sobre superficies metélicas funcionalizadas é
uma das principais aplicacdes do uso de CAA para estudos eletroquimicos. A vantagem
da funcionalizacdo superficial através de CAA frente a outras técnicas é a alta
regularidade da espessura do filme monomolecular, o que garante uniformidade no
processo de transferéncia eletronica entre as espécies redox a superficie do eletrodo’®.
Apesar de executar a fungdo de ancorar a molécula redox sobre a superficie do eletrodo,

101 Isto

a CAA constitui uma barreira capaz de dificultar a transferéncia eletronica
ocorre devido a natureza ndo condutora das cadeias carbbnicas, presente nas moléculas
que constituem o filme monomolecular da CAA. Com isso, o processo de transferéncia
eletrbnica se processa através do tunelamento dos elétrons entre a espécie eletroativa
ancorada e a superficie eletrodica™® 1. O efeito de tunelamento é caracterizado pela
passagem de elétrons através de uma barreira resisitiva, de modo que a probabilidade e
ocorréncia deste efeito diminuem como funcao da barreira resistiva. Moléculas lineares
possibilitam respostas mais uniformes devido a alta regularidade das monocamadas
formadas’®. CAA formadas por moléculas de cadeias carbonicas longas apresentam
maior regularidade da resposta de corrente. Isto se deve a maior intensidade das forcas
laterais de Van der Waals que organizam o filme monomolecular. No entanto, a
intensidade das correntes obtidas diminui exponencialmente em funcdo do aumento do

namero de carbonos das moléculas do filme'%*%

, pois a probabilidade de tunelamento
diminui em funcdo da distancia que o elétron precisa ultrapassar'®* 1°. Nesta condicao,
voltamogramas com picos mais estreitos e menor diferenca entre potenciais de pico séo
observadas.

O recobrimento de eletrodos com alcanotidis, principalmente de ouro, € de longe
0 método mais utilizado para a confeccdo de CAA, pois estes sdo agentes intermediarios
para 0 ancoramento superficial de outras moléculas eletroativas. Diversos estudos tém
demonstrado que este comportamento € independente da espécie eletroativa que troca
elétrons como eletrodo, de modo que sempre existe uma queda na constante de
velocidade da transferéncia eletrdnica a partir do acréscimo do numero de carbonos da
cadeia formadora da CAA, onde o grupo eletroativo esta ancorado'®**%.

O alinhamento das moléculas na monocamada é tido como um fator
determinante do processo de tunelamento dos elétrons entre as espécies eletroativas e a

107

superficie do eletrodo™"'. A presenca de grupos polares na extremidade da CAA em
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contacto com a solucdo leva ao acumulo de moléculas de &gua, diminuindo a
regularidade do filme em sua extremidade e alargando os picos voltamétricos obtidos'®.
Isto provoca variagdo no direcionamento do elétron até a superficie do eletrodo, gerando
uma distribuic&o de diferentes distancias de tunelamento™®.

Para atenuar este problema costuma-se utilizar simultaneamente moléculas
contendo os grupos de ancoramento e moléculas com cadeia semelhantes, mas com

extremidade de hidrocarbonetos!®

. Isto faz com que, devido a repulsdo, os grupos
carregados afastem-se na estrutura da monocamada mista formada por moléculas com
extremidades diferentes, porém com cadeias carbdnicas semelhantes. Esta estratégia
tem como inconveniente a possibilidade de criar uma separacdo de fases sobre a

superficie™

. Além disto, de acordo com a proporc¢do entre as moléculas que formam a
monocamada, pode ocorrer a formacdo de regides heterogéneas sobre a superficie,
causando problemas de heterogeneidade entre os sitios de ligacdo das moléculas
eletroativas. A técnica de Langmuir-Blodget tem sido frequentemente utilizada para a
formagéo de filmes monomoleculares em interface ar-solucdo que, posteriormente, sdo
transferidos para superficies, formando CAA™2.

A utilizacdo de nanoparticulas e nanoestruturas tem sido comum na literatura
atual, pois se demonstrou que a introducdo de um corpo condutor de dimensdes
nanométricas dentro da camada autoarranjada é capaz melhorar o processo de

transferéncia eletrdnica’***®. Assim, nanotubos de carbono™**® nanoparticulas
metalicas, de ouro™®, paladio™'®, platina''’ e diversos outros metais tém sido utilizados

para esta finalidade.

1.1.3.1. Aplicacbes em Células Eletroquimicas

A principal aplicacdo de eletrodos modificados com CAA na area eletroanalise
tem sido a construcdo de sensores eletrocataliticos para a determinacdo de compostos
redox, como exemplo, os biossensores de terceira geracdo, onde biomoléculas
eletroativas executam processos de transferéncia eletrénica direta sobre o eletrodo
através de tunelamento dos elétrons via CAA™ 1,

Biossensores enzimaticos sdo 0s principais dispositivos eletroquimicos que
fazem uso de CAA. Apesar de existirem diversos métodos de preparagdo de

biossensores eletroquimicos, o ancoramento de biomoléculas sobre CAA apresenta-se
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como um método de melhor precisdo, ndo sO devido a regularidade dos filmes
formados'?°, como também & inibicao de reacdes de intereferentes?'.

122-124

Enzimas como superéxido dismutase , catalase®, glutationa peroxidase’?,

peroxidase de raiz-forte? ¥

, tem apresentado boas propriedades de transferéncia
eletronica direta quando ancoradas em CAA sobre eletrodos metalicos. Biossensores
amperomeétricos fazem uso desta estratégia de imobilizacéo.

Superficies semicondutoras também apresentam capacidade de formar CAA
com regularidade consideravel **. Biossensores construidos através de transistores de
efeito de campo sobre filmes semicondutores tém sido utilizados fabricados a partir do
ancoramento de enzimas para a detec¢do de diversas espécies biologicas*****2. Métodos
potenciométricos através de transistores semicondutores também tém sido utilizados

através do ancoramento de 4cidos nucléicos para detecco de virus e bactérias'***%,

1.1.4. Espécies Reativas de Oxigénio e Radicais Livres

O processo de respiracéo aerdbica apresenta mecanismos variaveis em fungéo da
evolucdo. O mecanismo molecular de transporte de elétrons é mais complexo nos seres
mais evoluidos porém, em todos os seres aerébicos conhecidos desde bactérias até seres
pluricelulares, como animais e plantas, a transferéncia de elétrons para o oxigénio se
reduzir a agua na cadeia transportadora de elétrons, ocorre a custa de uma heme-cobre
proteina™®***. No ser humano, tal processo ocorre de modo que uma molécula reduzida,
o citocromo ¢ (Fe?*), gerado no complexo 111 (quinol oxidase citocromo ¢ redutase) da
cadeia transportadora de elétrons fornece um elétron a heme-cobre proteina, presente no
complexo IV (citocromo c oxidase) da cadeia transportadora. O trabalho desta heme-
cobre protefna é oxidar o citocromo ¢ (Fe®*) a citocromo ¢ (Fe**) e reduzir 0 O, a H,0,
porém a oxidacdo do citocromo ¢ (Fe®*) envolve um elétron e a redugdo do O, envolve
quatro elétrons. Deste modo, quatro moléculas de citocromo ¢ (Fe**) serdo consumidas
para efetuar a reducdo de uma molécula de O,. Cada elétron gerado pela oxidacdo do
citocromo c circula pela proteina até o sitio ativo, onde a molécula de O, sera reduzida
por duas moléculas de outros dois citocromos, o citocromo a e o citocromo as e trés
atomos de cobre. Neste metal, oscilam entre os estados de oxidacdo +1 e +2, & medida
que os elétrons vao se direcionando ao longo do ciclo™"**°. Desta forma, os 4tomos de

cobre efetuam papel fundamental no processo de respiracéo aerdbica.
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Cada elétron é fornecido um por vez a molécula de O,, de modo que sdo geradas

espécies intermedidrias conjuntamente a moléculas de agua e cada intermediario é

produzido indiretamente durante o processo de respiracéo aerébica™****,

0, +e D> Oy (1)
O +2H" +e =  H)0, 2)
H0, + H +e =2  H,0+O0H’ (3)
OH" +H" +e¢ 2 HO (4)

Algumas destas espécies possuem elétrons desemparelhados e por isso sdo
chamadas de radicais livres'*. 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
configuragdo eletrénica mais estavel, ou se oxidarem através da doagdo do elétron
desemparelhado gerando, as vezes, espécies radicalares menos reativas, de acordo com

a configuracdo eletrénica das espécies que recebem o elétron. Dentre os radicais livres,

0 que apresenta maior capacidade oxidativa é o radical hidroxil (OH®), que possui
potencial de reducdo de 2,3 V**. 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 caracteristicas de agente

redutor e apto, portanto, a abstrair elétrons de qualquer molécula***4.

OH® + A > OH+A" (5)

A"+H,0 > OH'+H'+A (6)

Deste modo, a formacéo de radicais livres gera um processo em cadeia, onde
cada radical gerado pode desencadear a formacdo de varios outros, de modo que uma
pequena quantidade de radicais livres é capaz de causar sérios danos celulares'*’.

Os radicais livres ndo sdo apenas formados como produtos intermediarios do

148-149

processo de respiracdo aerobica. O metabolismo de xenobidticos e 0 metabolismo

150-151

de nucleotideos , que ocorrem no interior dos lisossomos e peroxissomos, tambem

geram radicais livres, como os ions superoxido (O;%), e o peroxido de hidrogénio
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(H20,). Mecanismos de sinalizacdo celular do sistema imune executam processos onde

a producdo de radicais livres serve como moléculas citotdxicas para matar

microrganismos invasores e células tumorais****>

156-157

, além de participarem nos processos

de apoptose

1.1.4.1. Sistema Antioxidante e Estresse Oxidativo

A condicao de superprodugdo de compostos pro-oxidantes como 0s RNS e ROS
é chamada de Estresse Oxidativo, cujas consequéncias sdo danos oxidativos a proteinas,
em que os alvos principais os grupos tiolicos, os lipideos, presentes nas membranas
celulares, e os &cidos nucléicos, presentes no interior do nucleo celular.

Devido aos seus efeitos deletérios, as células precisam de um sistema de
eliminacdo do excesso de radicais livres formados. Isto € feito a custa do sistema

antioxidante'®®

, conjunto de vias enzimaticas e ndo enzimaticas de eliminacdo do
excesso de radicais livres do meio intracelular.

A componente ndo enzimética do sistema antioxidante tem como principais
agentes as vitaminas C e E, 4cido ascorbico e do tocoferol™*%?, respectivamente.
Enquanto o acido ascorbico, devido a sua hidrofilicidade, atua no meio intracelular do
citosol, o tocoferol, devido ao seu carater lipofilico, atua nas membranas bilipidicas. 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 reacdo muito baixa, inviabilizando o desencadeamento da
formacdo de novos radicais altamente reativos, como o radical hidroxil. Aléem destas
duas vitaminas, existe uma gama de vérias outras moléculas capazes de inibir a acdo de
radicais livres, como os carotendides™®® e compostos fendlicos*®**.

Qualquer molécula capaz de inibir os efeitos de radicais livres é considerada um
antioxidante. A glutationa € um peptideo que apresenta certa atividade antioxidante no
meio intracelular, pois é um dos principais agentes envolvidos na regulacdo do potencial
redox no interior das células'® e, por se apresentar em concentracdo relativamente alta
no interior das células, exerce um grande papel no sistema antioxidante do organismo.

O sistema antioxidante enzimatico funciona a partir de trés enzimas, sendo a

167

primeira, a superoxido dismutase (SOD)™’, uma enzima que catalisa a dismutacdo dos

fons O,", o primeiro radical livre gerado, a H,O e O,. Existem varios tipos de SOD’s,
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porém, a principal é a CuZnSOD, a qual possui atomos de cobre e zinco no centro

redox*®®,
Cu* +0," 2> Cu +0 (7
Cut  +2H" +0," 2> Cu¥ +H0, (8)

O principal meio de eliminacdo do excesso de peroxido de hidrogénio sdo as

enzimas catalase (Cat)'®° 170

e glutationa peroxidase (GPx)~"". A primeira atua através da
acdo de grupos heme, que ao reagir com moléculas de peréxido de hidrogénio formam o
grupo ferril, (Fe** = O). Este estado de oxidacéo altamente instavel do ferro reage
oxidando moléculas de perdxido de hidrogénio, de modo que na reacdo global tem se a

dismutacéo das ROS'®.

H,0, + Fe** =& H,0 + Fe*"=0 (9)
Fe**=0 + H,0, & Fe*" + H,0 + O, (10)

A GPx age através da reducdo de moléculas de perdxido de hidrogénio
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)'’®. Deste modo, o processo de
reducdo do peroxido de hidrogénio através de moléculas de glutationa (GSH), mediado
pela enzima GPx pode ser esquematizadas em etapas, conforme os equilibrios:

H,0, + 2GSH = 2 GS-OH + 2H" + 2¢’ (11)
2 GS-OH + 2H" + 2" > GSSG + 2H,0 (12)

Esta reacdo também se processa a nivel ndo enzimatico, de modo que moléculas
de glutationa, presentes no meio intracelular do citosol de diversas células executam a
func¢do de “tampao” redox, consumindo qualquer excesso de espécies oxidantes como o
peroxido de hidrogénio®™. Desta forma, a participacdo de moléculas contendo grupos
tiolicos na inibicdo de compostos pro-oxidantes é fundamental para a inibi¢cdo do

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

Diversos métodos de detec¢cdo de ROS tém sido desenvolvidos para detecgdo in
vivo e in vitro'’?'". A deteccéio de compostos antioxidantes também tem sido utilizada
como alvo de pesquisas para diagnostico do nivel de estresse oxidativo em que se
encontra determinado sistema biolégico®"®™*".

A deteccdo de perdxido de hidrogénio tem sido bastante explorada, devido a sua

participacdo como principal ROS gerado in vivo'"® 1%

e sua detecgédo, em tecidos vivos,
efetuada através de métodos de fluorescéncia e imuno-histoquimicos™®*#%, Diversas
metodologias eletroanaliticas foram desenvolvidas para a deteccdo destas espécies,

através da imobilizacdo de enzimas como catalase™® ™", horseradish peroxidase'®®'%® e

glutationa peroxidase®’ %

, porém, devido a complexidade do meio bioldgico, poucos
destes métodos apresentaram robustez suficiente para uma deteccao precisa in vivo.
A deteccdo quantitativa do ion superoxido tem sido realizada através de métodos

indiretos de geracéo de espécies fluorecentes?®

e de uso da técnica de separacdo de
HPLC??. Diversas técnicas de deteccdo em tecidos biolégicos fazem uso da
espectrofotometria de fluorescéncia®®*?®. Tais métodos apresentaram pouca precisio
devido ao grande numero de reagdes e subprodutos envolvidos, além da necessidade de
uma instrumentagdo complexa. Assim, métodos eletroquimicos baseados na utilizagéo
de biossensores contendo metaloproteinas, como a enzima superdxido dismutase

(SOD), t8m sido empregados em diversos sistemas”®®

contendo nanocompositos para
aumentar a sensibilidade e o limite de detec¢do desta espécie.

Dentre as espécies reativas de nitrogénio, RNS, o oOxido nitrico (NO), o
peroxinitrito (ONOQ") e o diéxido de nitrogénio (NO;) tem sido os principais alvos de
deteccdo, devido a participacdo destas espécies em diversos processos bioquimicos. O
Oxido nitrico possui funcgéo fisioldgica na vasodilatacdo endotelial, porém a sua reacdo

213

com o ion superdxido gera o peroxinitrito=™>. Métodos eletroquimicos para detec¢do de

oxido nitrico in vivo utilizam eletrodos de platina recobertos com filmes de Nafion para
eliminar interferéncias de compostos anidnicos com o fon ascorbato®*?. O
peroxinitrito executa efeitos deletérios através da alteracdo do estado de oxidagdo de
proteinas hémicas como a hemoglobina, mioglobina e citocromo ¢**"#8 diminuindo a
atividade destas enzimas. Quando em meio suficiente acido o peroxinitrito protonado

decompde-se em dioxido de nitrogénio e radical hidroxila. A sua deteccdo eletroquimica

31



tem sido realizada usando biossensores contendo polimeros condutores e complexos de
manganés*®22,

A principal via de eliminacdo de ROS e RNS est4 baseada na a¢do do tampéo
redox constituido por espécies tiolicas de baixo peso molecular como a GSH, principal
antioxidante presente nas células?®***. A deteccdo da concentracdo total de GSH e
fracdo entre a forma reduzida e oxidada (GSH/GSSG) nos tecidos € um dos principais
diagnésticos da condicdo do estresse oxidativo?®?*°. Métodos para a deteccdo de GSH
tém sido desenvolvidos empregando técnicas eletroquimicas, as quais tém apresentado
grande versatilidade frente a outras técnicas **2®. A atividade redox da GSH se baseia
na capacidade de formar pontes de dissulfeto e sofrer reagdes de adicdo no grupo
tidlico, formando adutos como o &cido sulfénico (R-S-OH) e nitrosil tidis (R-S-NO)**®,
Com isto, eletrodos modificados com compostos capazes de se adicionar ao grupo
tidlico tém sido empregados para a deteccéo de GSH*"2%¢,

Diversos flavonoides, em especial, a quercetina, tém sido apontados como uma
das principais espécies antioxidantes presentes em amostras de plantas consumidas na
forma de chas com uso terapéutico, possivelmente devido a sua acdo contra as espécies

oxidantes geradas em processos inflamatorios®>® 2.

Usando sistema de deteccdo
eletroquimico ao invés do espectrofotométrico®!, menores limites de deteccdo e maior
sensibilidade tém sido obtidos na determinacdo de quercetina em amostras de plasma.
Os métodos eletroquimicos tém demonstrado robustez semelhante aos cromatograficos,
apesar de que processos de envenenamento de superficie tém sido demonstrados por
conta de produtos de oxidacdo da quercetina sobre eletrodos ndo modificados?#%2*.
Deste modo, o uso de sistemas eletrocataliticos é sempre uma boa estratégia para a
deteccdo destas espécies. Eletrodos de ouro com CAA contendo citocromo-c, sensiveis
ao fon O,* foram utilizados para a deteccdo indireta de quercetina ja que esta, em
funcdo de seu poder antioxidante, consome este radical livre?*. Estes métodos utilizam
a capacidade de oxidacéo eletrocatalitica que moléculas eletroativas, como citocromo-c

e ferroceno, adsorvidas sobre o eletrodo exercem sobre flavonéides.
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1.1.5. Acéo dos Compostos Tiolicos nos Processos do Estresse Oxidativo

As interacdes entre compostos contendo grupos tidlicos e espécies oxidantes tém
sido estudadas devido a processos de desnaturacdo de proteinas mediadas pela acdo de
radicais livres®”®. A acdo do oxigénio sobre grupos tiélicos livres, pode iniciar a
formacéo de fons superéxido e catalisar a iniciagdo de processos de reacdo em cadeia®*®.

Através de diversas técnicas de andlise bioquimica de eletroforese em gel
demonstrou-se a formacédo do acido sulfénico, produto da reacdo entre CSH e perdxido
de hidrogénio®’*. A desnaturacdo de albumina pela formacdo de &cido sulfénico
sobre um residuo de CSH, exposto na estrutura protéica, foi demonstrada pela acéo de
ROS, como peréxido de hidrogénio®™°. Foi demonstrado que a agdo de RNS como o
perdxido nitrito sobre peptideos contendo grupos tidlicos expostos, gera radicais COO-,
através de reagdo com o diéxido de carbono %,

Estudos da interagdo entre fons metalicos oxidantes, como Cu®* e Fe*", com
compostos contendo grupos tidlicos, como a L-cisteina e L-glutationa, geram ions
superéxido, pela acdo do oxigénio®™?, através da formagdo do radical tioil (-S?) como
espécie intermediaria. A acdo oxidante do fon Cu?* é capaz de esgotar o tampao redox
celular, diminuindo a capacidade dos tecidos de eliminarem radicais livres e espécies
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oxidantes™.
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Esquema 3: Estrutura molecular da molécula de L-cisteina (CSH).
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Esquema 4: Estrutura molecular da molécula de L-glutationa (GSH).
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1.1.5.1. Equilibrio de Formacao e Quebra de Pontes de Dissulfeto

O equilibrio entre a formacdo e quebra de pontes de dissulfeto em sistemas
bioldgicos tem sido estudado desde longa data, devido sua participacdo em processos de

25425 sinalizacdo redox® e estresse oxidativo®’.

enovelamento protéico

No enovelamento protéico de um polipeptidio contendo véarios residuos do
aminoacido L-cisteina (CSH), o qual possui o grupo tiol (-SH), formam-se pontes de
dissulfeto (-S-S-) ligando diversos pontos distantes de uma mesma cadeia polipeptidica
ou cadeias presentes em estruturas terciarias diferentes®™*. AlteracBes na estrutura
proteica, causada pela formacéo 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 tidlicos %

Devido a capacidade que ROS e RNS tém de alterar este equilibrio, diversos
estudos tem sido feitos para avaliar os efeitos do estresse oxidativo em processos

bioldgicos controlados por esta reacdo™*%*°. E

comum a ocorréncia de reacfes de
deslocamento, onde o atomo de enxofre de uma molécula € substituido por outra sem
que ocorra a quebra da ponte de dissulfeto. A acdo de CSH e GSH sobre grupos tiélicos
livres em proteinas, pode exercer um efeito protetor contra espécies oxidativas®®2%.

Dentre os principais sistemas do meio bioldgico, onde o equilibrio redox,
envolvendo pontes de dissulfeto participa, destaca-se a acdo da enzima isomerase
dissulfeto proteica (PDI — do inglés “proteic disulfide isomerase™). Esta enzima esta
localizada no reticulo endoplasmatico das células de diversos seres vivos, sendo
responsavel pela formacdo de pontes de dissulfeto e, em condi¢es controladas, pelo
enovelamento ideal de determinadas proteinas logo apés a sua transcricdo génica®.
Espécies redox, relacionadas ao estresse oxidativo agem diretamente nesta enzima,
tendo como alvo os grupos tidlicos livres?®.

A formacdo de pontes de dissulfeto entre residuos de CSH presentes em diversos
pontos do segmento da cadeia polipeptidica promove distor¢des na estrutura protéica, de
maneira a expor outras regides contendo residuos com polaridade capaz de aumentar ou
diminuir a solvatacdo do peptideo, tornando-o mais ou menos sollvel em meio
aquoso®®. Também, através destas distorcdes causadas por quebra e formacdes de
pontes de dissulfeto, cavidades cataliticas presentes em enzimas podem ter sua
conformacéo tridimensional alterada resultando em perda de atividade. Isto ocorre com

a enzima xantina desidrogenase, que apos oxidagdo em grupos tiolicos livres, perde sua
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capacidade de utilizar o NAD como aceptor de elétrons na oxidacdo de xantina, de
modo que, apds o processo oxidativo passa a utilizar o oxigénio (O,) como aceptor,

passando a ser denominada xantina oxidase®.

1.1.5.2. Principais Técnicas Utilizadas na identificacdo de pontes de Dissulfeto

O estudo das reacOes de quebra e formacdo da ponte de dissulfeto envolve a
determinacdo de parametros fisico-quimicos relacionados a cinética da reacdo, nimero
de etapas envolvidas e nUmero de compostos intermediarios produzidos.

Na area protebmica estudos estruturais tem como alvo o equilibrio das pontes de
dissulfeto devido a seu efeito sobre as estruturas terciaria e quaternaria de enzimas e a
manutencdo da funcao fisioldgica. Para isso, um dos principais métodos utilizados é a
cromatografia de exclusdéo por tamanho (SEC — do inglés “size exclusion
chromatography”)?**. O posicionamento dos residuos de L — cisteina é determinado a
partir do sequenciamento do peptideo através de técnicas de espectrometria de massa de
desorcéo a laser em matriz polimérica (MS-MALDI — do inglés “mass spectrometry on
matrix assististed laser desorption/ionisation”)’®®. Antes do processo sdo realizadas
quebras das pontes de dissulfeto através de clivagens redutivas.

A espectrometria de massa (do inglés “mass spectrommetry” — MS), através de
seu acoplamento com técnicas cromatogréficas, como a cromatografia liquida de alto
desempenho (do inglés “high performance liquid chromatography” — HPLC), tem sido
utilizada para o identificacdo de pontes de dissulfeto em peptideos®®®?®’. Diferentes
procedimentos de analises tém sido utilizados e, um deles, é o acoplamento da
cromatografia HPLC ao espectrdmetro de massa, feito através de um sistema de
eletrospra. Neste caso, 0s analitos, devido a natureza pouco volatil e alta quantidade de
ions, sdo apds eluicdo introduzidos no detector através da nebulizacdo da fase movel

cromatografica®®®

. O principal resultado obtido através de métodos que utilizam a MS é
0 posicionamento das pontes de dissulfeto na cadeia peptidica. Clivagens redutivas
fornecem resultados das sequiéncias lineares das cadeias peptidicas, enquanto resultados
obtidos sem este procedimento fornecem apenas informagdes sobre 0s pontos da cadeia
ligados através das pontes de dissulfeto.

As técnicas de Raio-X sdo Uteis na determinacdo do estado de oxidagdo dos

atomos de enxofre em moléculas contendo grupos tidlicos onde através desta
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informacdo é possivel avaliar o deslocamento do equilibrio redox do par R-S-S-R,
H*/R-SH. Através de métodos utilizando a técnica de espectroscopia de Raio-X de
Fotoelétrons (do inglés “x-ray fotoelectrons spectroscopy — XPS) é possivel a
determinacdo do ndmero de elétrons na camada de valéncia do &omo de enxofre,
através das transicdes de elétrons de orbitais mais internos até a camada mais externa,

269 para a

informacgdo obtida através da energia dos fétons liberados na transicéo
determinacdo da estrutura molecular vizinha ao redor dos 4&tomos da ponte de dissulfeto
tem sido utilizada a técnica de absorcdo de raio-X proximo a estrutura de borda (do

inglés “x-ray absorption near edge structure — XANES)?"

. Ap0s 0 processo de transicdo
de elétrons, que sdo provenientes de camadas internas do 4&tomo, ocorre 0 processo de
relaxacdo, durante o qual os fotons sdo emitidos e sofrem espalhamento em um padrédo
que é dependente das vizinhancas do &tomo emissor?”®. Através do padrdo de
espalhamento da radiacdo absorvida por determinado atomo é possivel determinar a
estrutura molecular de sua vizinhanca. Esta técnica envolve o uso radiagOes de alta
potencia, sendo comumente utilizada a radiacdo sincrotron, gerada em aceleradores de
particulas®’.

Diversos trabalhos na literatura demonstraram de que o equilibrio redox
envolvendo a formagdo da ponte de dissulfeto ocorre através de intermediarios
radicalares, cuja deteccdo tem sido efetuada pela técnica de espectroscopia de
ressonancia paramagnética (EPR - do inglés “electron paramagnetic resonance”) 2>,
Nesta técnica, a presenca 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 formacéo de radicais
tioil (R-S’) e do radical anion dissulfeto (R-S-S”-R), como intermediarios do processo
oxidativo de tidis em peptideos, foram identificados®’.

A Ressonancia Magnética nuclear (RMN) tem sido empregada em métodos
titulométricos. Através de variacBes no espectro de RMN de H! como funcdo da
concentracdo de hidrogénio, é possivel identificar grupos com caracteristicas
4cido-base como, por exemplo, o grupo tiélico®™.

Apesar da grande versatilidade das técnicas eletroquimicas, como ferramenta
analitica para determinagdes quantitativas, qualitativas e obtencdo de parametros
cinéticos e termodinamicos de reacdes, estas tém sido pouco utilizadas no estudo de
reacOes radicalares e seus mecanismos de transferéncia eletrénica, principalmente

envolvendo a formagéo de pontes de dissulfeto.

36



A maior vantagem da aplicacdo das técnicas voltametricas no campo biologico
reside no fato de que as mesmas muitas vezes permitem simular fielmente a producao
de intermediérios reativos e/ou produtos de reacdo que Sdo exatamente 0S mesmos
daqueles provenientes de reaces enzimaticas?’>. Com isto, estas técnicas tém sido
empregadas raramente para estudar sistemas in vitro e interagdes quimico-bioldgicas
gue ocorrem in vivo?’.

Diante da importancia biologica 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 bioldgicos envolvendo o sistema redox RSSR/RSH e estudar o

mecanismo pelo qual espécies oxidantes tais como Cu®* e O, afetam esse sistema;

2- Determinar, utilizando técnicas eletroquimicas, o0 mecanismo redox de formacéo e

quebra de pontes de dissulfeto nestes sensores.

E como objetivos especificos:

1- Desenvolver metodologias de modificacdo de eletrodos de ouro com moléculas de L-
cisteina e L-glutationa de modo a manter a eletroatividade do grupo tiélico presente

nestas moléculas;

2 - ldentificar e caracterizar os parametros fisico-quimicos que governam o processo
redox R-SH/RSSR nos pares redox confinados sobre a superficie dos eletrodos de
Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH,;

3 - Desenvolver metodologias de andlise quantitativa de espécies reativas de oxigénio
(ROS), como perdxido de hidrogénio e compostos com atividade antioxidante, como

quercetina.

2. Materiais e Métodos
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2.1. Reagentes e Solucdes

Solucdes aquosas de 4cido morfolinoetanossulfonico (MES) 0,2 mol L™ foram
preparadas utilizando o padrdo Sigma-Aldrich (CAS 4432-31-9, Cddigo Sigma M3671).
Estas solucBes foram neutralizadas com solucdo de NaOH (Merck CAS 1310-73-2,
Cédigo 1.06466.0050) para a preparagdo do tampdo MES 0,1 mol L™ pH 6,2, de modo
a obter proporcGes iguais do &cido e de seu respectivo sal. O tampéo fosfato (TF) 0,1
mol L™, pH 7,2 foi preparado pela dissolucio de quantidades apropriadas de Na,HPO,
(CAS 7782-85-6, Codigo Sigma S5011) e NaH,PO, da Sigma-Aldrich (CAS 7558-80-7,
Caodigo Sigma S5136) em agua deionizada.

As solucBes de L-cisteina (CSH) foram preparadas pela dissolucéo de cloridrato
de L-cisteina anidra 98% Sigma-Aldrich (CAS 704804-6, Codigo Sigma C1276) em
tampdo MES. A solucdo de &cido 3-mercaptopropionico (MPA) foi preparada pela
dissolugdo do padrdo do composto liquido, 98% (CAS 107-96-0, Cédigo Sigma M5801)
em etanol anidro da Sigma-Aldrich (CAS 64-17-5, Cédigo Sigma 459836).

A solucéo estoque 2,0 mol L™ de peréxido de hidrogénio foi preparada a partir
da diluicdo de solucdo padrdo 30% da MERCK (CAS 7722-80-1, Cddigo Merck
1.07209.0250) em tampdo fosfato, pH 7,2. A solucdo de acetato de amodnio foi
preparada pela dissolucdo de quantidade apropriada do respectivo sal, marca QM (CAS
631-61-8, Codigo QM 12520) em &gua deionizada.

A solucdes de Cu?** 1,0 x10”" mol L™ foram preparadas através da dissolucéo de
CuSQ, ' 5H,0 da Merck (CAS 7758-98-7, Codigo Merck 1.02790.0250) em solucdo
tampdo acetato de aménio 0,1 mol L pH 7,2. Outras solucdes utilizadas foram
preparadas por dissolucdo de quantidades apropriadas dos respectivos sais, obtidos da

Merck, em &gua ou nos tampdes de interesse, MES ou tampao fosfato (TF).
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2.2. Célula Eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se uma célula
eletroquimica constituida de um copo de vidro, com capacidade volumétrica de 20 mL
para solucdo de eletrolito de suporte. Utilizou-se sistema de trés eletrodos constituido
de:

- Eletrodo de trabalho: Eletrodos de ouro modificados com MPA e
posteriormente com CSH (Au/MPA/CSH) ou GSH (Au/MPA/GSH);

- Eletrodo de referéncia: Sistema de Ag/AgCI, KClsay;

A construcdo deste eletrodo foi realizada atraves da anodizacdo de um fio de prata
por eletrélise em solucéo de HCI 0,1 mol L™, aplicando-se corrente constante de 1 mA
durante 900 segundos. Para a formacdo da semi-célula utilizada como eletrodo de
referéncia este fio de prata anodizado a cloreto de prata foi inserido em uma ponteira

Eppendorf“R

selada na ponta com um pedaco de membrana de troca-i6nica utilizada
para confeccdo de baterias chumbo-4cida. Este compartimento foi preenchido com
solucdo saturada de KCI saturado, a fim de manter constante o potencial da semi-célula
para funcionamento como eletrodo de referéncia.
- Eletrodo Auxiliar: Fio de Platina.
Como solucgbes de eletrolito de suporte foram utilizadas as solucdes de tampdao

fosfato 0,1 mol L™ em diversos valores pH.

2.3. Equipamentos

Todas as solugdes aquosas foram preparadas com agua deionizada obtida de um
deionizador de osmose reversa GEHAKA modelo OS10LX. Um pH-metro modelo 654
acoplado a um eletrodo de vidro, ambos da METROHM, foram utilizados para as
medicdes de pH. As medicdes voltamétricas e amperométricas foram efetuadas um
potenciostato pAutoLab type IlI, interfaceado a um microcomputador utilizando-se o
software GPES.

Os espectros Raman de Superficie foram obtidos através de um sistema micro-
Raman no equipamento Renishaw Raman invia Confocal Imaging Microprobe System
3000, contendo laser de He/Ne de 633 nm, acoplado a um microscopio optico com
resolucéo espacial de 1,0 um, que permite selecionar a regido de interesse da amostra

para a obtencdo dos espectros Raman de superficie. As medidas foram realizadas no
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Laboratorio de Espectroscopia Molecular (LEM), sob a orientacdo da profa. Dra.

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

2.4. Limpeza da Superficie de Eletrodo de Ouro

O eletrodo foi polido com suspensdes de alumina de 1,0 e 0,3 um sobre uma
superficie de feltro da Arotec. Em seguida, foi submetido a tratamento quimico por 5
minutos de imersdo da superficie metalica em solugéo piranha (H2SO4) e H202 30%,
1:1 v/v). Na sequéncia, obtiveram-se voltamogramas ciclicos (10 ciclos) em solugéo
0,1 mol L™ de H,SO4, no intervalo de potencial de — 0,2 V a + 1,6 V sob a velocidade
de0,1Vs™.

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

A otimizagdo das condigOes de formagdo da CAA de MPA sobre o eletrodo de
ouro foi conduzida empregando estudos de desorcdo eletroquimica do MPA da
superficie do eletrodo. O eletrodo de ouro previamente limpo foi imerso em solucgdes
etanolicas de MPA, de diferentes concentracGes, durante 1 hora. Na seqiéncia,
obtiveram-se voltamogramas ciclicos em solucdo de KOH 0,5 mol L™ na janela de
potencial de - 0,3 < Eyp < -1,3 V a velocidade de 0,01 V s, A quantidade adsorvida de
MPA sobre a superficie do eletrodo foi obtida a partir da area dos picos de desorcdo
registrados nos voltamogramas obtidos.

Nos demais experimentos a formacdo da CAA de MPA sobre o eletrodo de ouro
foi conduzida utilizando-se solucdo etanélica de MPA 10 mmol L™ e tempo de uma

hora. Em seguida o eletrodo foi lavado com &gua destilada.

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

Estudos preliminares foram realizados através da imersdo do eletrodo de ouro
recoberto com MPA em uma solucdo de 50 mmol L™ de CSH em tampdo MES
0,1 mol L™ pH 6,2 durante 10 minutos para adsorcdo de moléculas de CSH sobre os
grupos carboxilatos presentes nas moléculas de MPA, constituintes da CAA sobre o
eletrodo.

Otimizacg&o da concentracdo de CSH foi realizada através da imersdo do eletrodo

recoberto com MPA em solucdes de CSH de diferentes concentragdes. O objetivo deste
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estudo foi obter a concentragdo de CSH necessaria para saturar os sitios de ligacdo
presentes nas moléculas de MPA durante os 10 minutos de imersdo do eletrodo de
AU/MPA na solugdo de CSH. Apos este estudo, selecionou-se a concentracdo de 20
mmol L™ de CSH em solugo de tamp&o MES 0,1 mol L™ pH 6,2 para a confeccéo do
eletrodo de AU/MPA/CSH e utilizacdo nos demais experimentos. O mesmo
procedimento foi realizado para se obter a concentracdo de GSH necessaria para saturar
o eletrodo de Au/MPA. Aconcentracdo de GSH escolhida foi 20 mmol L™ em solucéo
de tamp&o MES 0,1 mol L™ pH 6,2, com tempo de imers&o de 10 minutos. Em ambos
0s casos os eletrodos modificados, Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, foram lavados
solucdo tamp&o MES 0,1 mol L™ pH 6,2 antes de realizar a etapa de ativagéo.

2.7. Ativacao Eletroquimica 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 eletroquimica contendo solucdo de acetato de amoénio
0,1 mol L™ pH 7,2 como eletrdlito suporte. Apés imerséo dos eletrodos de referéncia e
auxiliar, foram efetuados 100 voltamogramas ciclicos no intervalo de potencial de - 0,2
<Eam<+0,3V avelocidade de 0,01 V st

2.8. Titulacdo Voltamétrica dos Grupos com Caracteristica Acido-Base na
Superficie do Eletrodo de Au/MPA e Au/MPA/CSH

A titulacdo voltamétrica dos grupos com caracteristica acido-base presentes na
superficie dos eletrodos de Au/MPA e Au/MPA/CSH foi realizada através da obtencédo
de voltamogramas ciclicos em solucdo de ferricianeto de potassio ([KsFe(CN)g])
10 mmol L%, utilizando como eletrélito de suporte tampdes fosfato em diferentes
valores de pH, de 2 a 10. A partir dos voltamogramas obtidos foram construidas curvas
de Ip,c versus pH da solucdo de eletrdlito.

2.9. Tratamento Superficial Eletroquimico do Eletrodo de Ouro para a Obtencéo
dos Espectros Raman de Superficie

Para a obtencdo dos Espectros Raman de Superficie foi necessario realizar, apés
polimento da superficie de ouro, um tratamento eletroquimico para a formacdo de
nanoestruturas superficiais, necessdrias para a obtencdo do efeito SERS. Este

procedimento constituiu-se da realizagcdo de 50 varreduras de voltametria ciclica em
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solucdo de cloreto de potassio 0,1 mol L™ em potenciais de 0,0 < Eqp <+10V a
velocidade de 0,1 V s

2.10. Obtencdo dos Espectros Raman de Superficie - SERS dos Eletrodos
Modificados com MPA, Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH.

Os espectros Raman de Superficie foram obtidos apds a selecdo microscépica
das regides superficiais dos eletrodos de ouro que apresentaram boa homogeneidade
apos a realizacdo do tratamento eletroquimico descrito no item anterior. Devido ao
acréscimo da area superficial do eletrodo de ouro, por conta do processo de formacao de
nanoestrutura, a modificacdo com MPA foi realizada através da imersdo em solucéo
etandlica 25 mmol L™ deste composto, durante 24 horas. Para a incorporagéo de CSH e
GSH utilizou-se tempo de 2 horas de imers&o em solugdes 25 mmol L™ de CSH e GSH
em tampdo MES 0,1 mol L™ pH 6,2; sob agitacdo. Para a ativacdo eletroquimica
utilizou-se procedimento semelhante ao descrito no item 2.7, porém realizando-se 200
ciclos volamétricos em solucdo de acetato de aménio 0,1 mol L™ pH 7,2 na faixa de
potencial de - 0,2 < Egp < + 0,3 V a velocidade de 0,01 V s™.

As aquisicBes espectrais foram realizadas através da exposicdo da regido de
interesse a um laser de He-Ne (A = 632,8 nm) com uma poténcia de 8 mW e resolucao
de 2 cm™ durante 10 s de exposicdo. Tres aquisicBes foram feitas para cada ponto

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

2.11. Reducdo Eletrocatalitica de Perdxido de Hidrogénio sobre os eletrodos de
AU/MPA/CSH e Au/MPA/GSH

Para a avaliacdo do efeito do par redox, presente nos eletrodos de Au/MPA/CSH
e Au/MPA/GSH, na reducdo eletrocatalitica do perdxido de hidrogénio efetuaram-se
voltamogramas ciclicos em célula eletroquimica contendo 10 mL solu¢do de H,0O,
1,0 mmol L™ em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2; utilizando cada um dos eletrodos
modificados como eletrodo de trabalho. O registro dos voltamogramas ciclicos foi
realizado em velocidades de varredura de 0,01 a 0,5 V s™ e as correntes faradicas

resultantes do processo eletrocatalitico foram obtidas em potencial de 0,0 V.
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2.12. Construcdo das Curvas Analiticas Amperometricas para Determinacdo de
Perdxido de Hidrogénio 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
tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2, mantendo-se a solugdo sob agitacdo. Aplicou-se
-0,1 V ao eletrodo de trabalho e, ap6s estabilizacdo da corrente inicial adicionou-se, a
cada 10 segundos, aliquotas de 5 L de solugdo de peréxido de hidrogénio 2,0 mmol L

durante 15 minutos.

2.13. Imobilizacdo de ions de Cobre sobre os Eletrodos de Au/MPA/CSH e
Au/MPA/GSH

Para avaliar a eventual adsorcdo de fons Cu®* sobre os eletrodos de
AU/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, estes foram imersos, por 5,0 minutos, em solucéo
1,0 x10”" mol L™ de Cu?*, preparada em tampéo acetato de amdnio 0,1 mol L™ pH 7,2;

sob agitacdo.

2.14. Deslocamento do Equilibrio Redox dos Eletrodos de Ouro Modificados com
Au/MPA/CSH por Moléculas de Oxigénio

O efeito do oxigénio sobre deslocamento dos equilibrios redox, CSSC/CSH ou
GSSG/GSH foi avaliado. Para tanto, O, foi borbulhado na célula contendo 20 mL de
solugdo 0,1 mol L™ de tampdo fosfato pH 7,2; a 25 ° e voltamogramas ciclicos,
40,1V s, foram obtidos no intervalo de potenciais de -0,2 < Eapi <+ 0,3 V apos cada
tempo de purga do gés sobre a solucdo de eletrdlito. Estudos cinéticos foram realizados
através do registro de voltamogramas em diferentes velocidades de varredura. A
eliminacdo do gas O, da solucdo de eletrolito de suporte da célula eletroquimica foi

realizada através do borbulhamento de gés nitrogénio (N).

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

Desenvolveu-se um método para determinacdo de quercetina usando voltametria
ciclica e o eletrodo de Au/MPA/CSH. A construcdo de curva analitica foi realizada
através da correlacdo entre os valores de corrente de pico anodica versus concentragdo
de quercetina presente na solucéo de eletrélito de suporte. A concentracdo de quercetina

na solucdo de eletrolito da célula eletroquimica foi controlada através de adigdes de
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solucdo padrdo 3,75 mmol L™ de quercetina. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos
antes e depois de cada adicdo de 5,0 uL da solucdo padrdo de quercetina a célula
eletroquimica contendo 20 mL de solucdo de eletrolito suporte saturada em O,. A
varredura de potencial foi realizada na faixa de - 0,2 < E;p <+ 0,3 V a velocidade de
0,01Vs™

2.16. Equacdes utilizadas para o Célculo dos Parametros Termodinamicos e
Cinéticos

O célculo do recobrimento de MPA sobre o eletrodo de ouro foi determinado
com base na carga correspondente a integracao dos picos voltamétricos de dessorcao em
solugo de 0,1 KOH mol L™:

Q= pico I(E)IE) / v (13)
Onde:

Q: carga do pico (C);

fpico I(E) dE: &rea do pico (C);

v: velocidade de varredura (V s™).

I'vpa = Q/nFA (14)
Onde:

n: namero de elétrons = 1

F: constante de Faraday (F = 96485 C)

A: érea do eletrodo (cm?) = 0,071 cm?.

Os processos de formagdo de monocamadas foram tratados com base nos
modelos de isotermas de Langmuir e Frumkin. O modelo de Langmuir aplica-se a
situacdo onde as espécies adsorvidas apresentam pouca interacdo entre si. A equacao

considerada para este modelo foi:

KIC]=T/([m-T) (15)
Onde:
K: constante;

[C]: atividade da espécie adsorvida (utilizou-se concentracdo molar mol L™);
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I: recobrimento superficial calculado (mol cm™)

['m: recobrimento de saturac&o (mol cm™).

A linearizacéo desta equacdo produz a equacao:

= K '[CIT + ! (16)

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

interacdes entre as espécies adsorvidas:

K[C]=[T/(T'm—T)] exp (-2BT) 17)
Onde:

[3: coeficiente associado & interacdo entre espécies adjacentes.

A linearizacdo desta equacao produz a equacao:

In { (T — T)[C] /T) }= In K -2BT (18)

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

obtido através das equacdes:

Ip,c = o (FPA/ 2,718 RT) v I (19)
Ip,a = (1-a) (F?A /2,718 RT) v Iy (20)
Onde:

Ip,c: corrente de pico catodica (A);

Ip,a: corrente de pico anddica (A);

o coeficiente de transferéncia eletronica do processo de redugo;
1-a:: coeficiente de transferéncia eletronica do processo de oxidagéo;
R: constantes dos gases ideais (R = 8,314 J mol™ K™);

T: temperatura (K);

Io: recobrimento do eletrodo com a espécie eletroativa (mol cm™);
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Os valores de o e I" foram obtidos a partir das inclinagdes as curvas de Ip versus

v, de acordo com as equag0es:

Alp,c/ Av = o (FPA /2,718 RT) Ty (21)
Alp,al Av = (1-a) (FPA /2,718 RT) Iy (22)

Conforme ao constatado na sessdo 3.6, 0 recobrimento superficial obtido através
das equacbes (19) e (20), (21) e (22) se refere a moléculas contendo grupos ti6licos
desprotonados, pois é sob esta forma que o processo redox é iniciado. Assim, a
quantidade total de moléculas de CSH e GSH presente na superficie dos eletrodos de
AU/MPA/CSH e Au/MPA/GSH foi calculada com base no equilibrio de desprotonacao
do grupo tiélico em ambas as moléculas:

CSH=>CS +H" (23)

Ka(-SH) = [CST][H']/[CSH] = [CSH]=[CS][H"]/Ka

I'csh = To(CSH) [H']/ Ka(-SH) (24)

GSH = GS + H' (25)

Ka(-SH) = [GS][H']/[GSH] = [GSH]=[GS][H"]/Ka (26)

Tash = To(GSH) [H'] / Ka(-SH) (27)

A determinacdo do numero de elétrons e do coeficiente de transferéncia

eletronica foi obtida através das respectivas equacgoes:

Ep,c - Ep/2,c = 0,062 / an (28)
Ep,a- Ep/,c =0,062/ (1-a)n (29)
Onde:

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

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

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

O numero de elétrons e préotons acoplados ao processo de transferéncia

eletrnica foi obtido usando a relacdo entre protons e elétrons, conforme as equacdes:

AEp,a/ApH =0,059 (n(H) /n) (30)
AEp,c/ApH =0,059 (n(H) /n) (31)
Onde:

AEp,a/ApH: inclinacdo da curva de Ep,a versus pH (V);

AEp,c/ApH: inclinacdo da curva de Ep,c versus pH (V);

n(H): ndmero de prétons que acompanham o processo de transferéncia
eletronica;

n: nimero de elétrons.

A determinagdo das constantes de velocidade do processo de transferéncia
eletronica foi realizada usando as equacoes:

Ep,c = EY + (RT/aF) In [(RT/oF)(Ksp/V)] (32)
Ep,a= EY - [RT/((1-0)F)] In [(RT/((1-0)F)) (ks #/V)] (33)
Onde:

E®: potencial formal do processo redox;
ksp: constante de velocidade de transferéncia eletronica do processo reverso (s™);
kss: constante de velocidade de transferéncia eletrénica do processo direto (s™).

A partir dos voltamogramas obtidos em condic¢des onde In v = 0, as equagdes
(32) e (33) se reduzem a:

Ep,c = E® + (RT/aF) In(RT/aF)+ (RT/aF) In Ksp (34)
Ep,a = E° - [RT/((1-a)F)] IN[RT/((L-0)F)] - [RT/((1-)F)] In kss  (35)

3. Resultados e Discussdo
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3.1. Otimizacéo das CondicGes de Formacédo da Camada Auto-Arranjada de MPA
sobre a Superficie do Eletrodo de Ouro

A Figura 1 apresenta o voltamograma caracteristico de um eletrodo de ouro
previamente limpo, cujo perfil voltamétrico indica a auséncia de material adsorvido a

superficie. Esta situacdo € indispensavel para a formacao da CAA sobre sua superficie.

| 10 pA

I

0.0 0.8 16
E /V vs. Ag/AgCl KCI sat

Figura 1: Voltamograma Ciclico obtido em H,SO,4 0,2 mol L™ usando o eletrodo de
ouro previamente polido em suspensao de alumina 0,1 pm apds tratamento com
solucdo piranha. Ei=-0,2V;E;=+16VeE=-02V;v=0,1Vs™

O perfil voltamétrico apresentado na Figura 1 mostra processos oxidativos
resultantes da oxidacdo de atomos de ouro da superficie do eletrodo e reducdo destes
mesmos atomos durante a varredura reversa. A janela de potenciais até o valor limite de
0,8 V corresponde ao intervalo de polarizacdo, que é a janela de potenciais de trabalho,
no qual ndo ocorrem processos faradaicos resultantes do material constituinte do
eletrodo. A auséncia de processos faradaicos nesta regido indica que a superficie ndo
possui espécies adsorvidas, que poderiam atrapalhar a formacdo da CAA.

A formagdo da CAA de MPA sobre a superficie do eletrodo de ouro foi utilizada
com o objetivo de proteger a superficie metalica do eletrodo, para impedir o
inconveniente dos grupos tidlicos, presentes nas moléculas de CSH, ligarem-se
diretamente a superficie do eletrodo, impossibilitando que estes estivessem disponiveis
para reacéo eletrodica.

O processo de formacgédo das CAA de MPA ocorre conforme o esquema 5:
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Au Au

S S
SH SH CH» CHo
\ \ /= /-
CH» CH- CH» CHo
/ A L \
C\Hg CHa COOH COOH
COOH COOH H* H*

Esquema 5: Adsorcdo das moléculas de MPA sobre a superficie metalica do
eletrodo através da ligacdo do &tomo de enxofre sobre atomos de ouro.

Diversos trabalhos na literatura descrevem a formagdo de CAA sobre eletrodos
de ouro usando tempos muito elevados de imersdo em solucdo de MPA, de modo a
possibilitar a auto-organizacéo desta monocamada. A fim de reduzir o tempo demasiado
de preparacdo dos eletrodos modificados, sem diminuir a regularidade da auto-
organizagdo da CAA, foram realizados experimentos utilizando diferentes
concentragfes de MPA, para a obtencdo de um valor 6timo deste parametro a tempo
mais curto. Realizou-se a formacdo de CAA de MPA sobre a superficie do eletrodo de
ouro usando-se diferentes concentracdes de MPA, mas mantendo-se o tempo de imerséo

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

Ews -'.;.';1,_;:,5.'1 AV E va AgAgCl K r E vz AgigCI X

Figura 2: Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo de KOH 0,5 mol L™ apés a

adsorcéo de MPA sobre a superficie de um eletrodo de ouro. [MPA] =1 (A); 2 (B),
5(C), 10 (D) e 25 (E) mmol L*Ej=-02V;E;=-1,3VeE;=-02V; v=0,06 Vs
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Na figura 2 sdo observados processos faradaicos catddicos, resultantes da
desorcdo das moléculas de MPA adsorvidas sobre a superficie 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 concentracdo de MPA. Isto indica que ocorre maior adsorcao
para maiores concentracGes de MPA. Para menores concentracfes sdo observados mais
de um processo catddico, que a medida que a concentracdo de MPA aumenta, 0s
potenciais de pico observados tendem a se aproximar. Os processos de desorcdo que
ocorreram em menor potencial de pico se referem as interacbes mais fracas de
moléculas de MPA sobre a superficie, provavelmente alojadas em defeitos da CAA. Isto
indica que para menores concentragdes de MPA e tempos de adsor¢éo longos, da ordem
de uma hora, a ocorréncia de defeitos na CAA é mais frequente. Os resultados obtidos
indicam que para o tempo de 1 hora a saturacao da superficie metalica € atingida com o
aumento de concentracdo de MPA. Estudos do recobrimento com tempos diferentes ndo
foram realizados, pois o0 objetivo foi o recobrimento com tempo relativamente curto.

Os processos de adsorcdo e desorcdo de MPA sobre a superficie de ouro podem

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

AU + HS-CH,-CH,-COOH =» Au-S-CH,-CH,-COOH + H* (36)
Au-S-CH,-CH»-COOH + e =» Au + 'S-CH,-CH,-COOH (37)

Os picos catddicos observados na Figura 2 se devem, de fato, a desorcéo de
MPA, pois na varredura reversa ndo é observado nenhum sinal de reoxidacéo, indicando
que as moléculas desorvidas ndo sdo novamente adsorvidas a superficie do eletrodo.
Isto porque em meio fortemente alcalino, KOH 0,5 mol L-1, do eletroélito de suporte, 0
MPA, apds sofrer o processo de desorcdo, € mantido sobre a forma de tiolato, que
carregado negativamente apresenta alto grau de solvatacdo e, consequentemente,
dificuldade em se adsorver de maneira especifica a superficie do eletrodo.

O célculo do excesso superficial para cada concentracdo de MPA foi realizado
através da integracdo dos picos apresentados nos voltamogramas da Figura 2, conforme
as equagOes 13 e 14. Na Figura 3 séo plotados os valores dos excessos superficias

calculados para cada concentragdo de MPA.
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Figura 3: (A) Curva de recobrimento superficial de MPA sobre o eletrodo de ouro
versus concentracdo de MPA utilizada para a adsorc¢ao. (B) Isoterma de Langmuir
e (C) Isoterma de Frumkin.

O recobrimento superficial praticamente ndo aumenta para concentracdes de
MPA maiores que 10 mmol L™ indicando saturacéo da superficie de ouro e obtencdo da
quantidade maxima de moléculas de MPA por cm? que caberiam em uma monocamada
sobre a superficie.

A partir da Figura 3B € possivel observar que a adsor¢do de MPA sobre o
eletrodo de ouro ocorre através da formacdo de uma monocamada, devido a
aproximagéo linear obtida para o modelo de Langmuir. Apesar da existéncia de forgas
de atracdo de Van der Walls entre as cadeias carbonicas, estas ndo tém intensidade
suficiente para ultrapassar as forcas de repulséo entre os grupos carboxila desprotonados
na extremidade das moléculas de MPA, devido ao pequeno numero de atomos de
carbono na cadeia. Para concentracdes mais baixas de MPA, o modelo de Frumkim

apresenta certa correlacdo, mas esta diminui @ medida que a concetragdo aumenta. Isto
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se deve ao aumento da repulsdo entre moléculas mais proximas, que provavelmente
produz uma diferenga significativa entre as energias dos sitios de ligagcdo a serem
preenchidos e a contabilizacdo do processo de dessolvata¢do dos ions adsorvidos.

Na Figura 4 sdo apresentados voltamogramas obtidos em solucéo tampéo fosfato
0,1 mol L™ pH 7,2 antes, apés a formagdo de CAA de MPA e ap6s formacdo da nova
monocamada de MPA/CSH.

Au
- == AuMPA

AuMPAICSH
-0,2 ofo 0‘2 -0.2 0.0 0.2
E vs Ag/AgCI KClsat /V E vs. Ag/AgCIKCl sat. /V

Figura 4: Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de ouro limpo, recoberto com
MPA (Au/MPA) e recoberto com MPA e CSH (Au/MPA/CSH) em solugdo tampéo fosfato
0,1 mol L™ pH 7,2 contendo O, dissolvido. E; = - 0,2 V; E, =+ 0,3V e E;=-02 V;
v=0,1Vs™

Como demonstrado na Figura 4 o processo de reducdo de O, é suprimido apds a
formagéo da CAA sobre o eletrodo de ouro, pois esta funciona como uma barreira para
esta molécula, que é eletroativa sobre a superficie de ouro descoberta, na janela de
potencial de trabalho.

Na figura 5 sdo 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 ciclicos obtidos com eletrodo de ouro ap6s imersdo em
diferentes concentragdes de CSH por 1 hora. Eletrélito suporte: solugdo tampéo
fosfato 0,1 mol L* pH 7,2. E;=-02V;E;=+03VeE=-02V;v=01Vsh
[CSH] =2, 5; 10; 15 e 20 mmol L™

Os dados apresentados na Figura 5 mostram que nédo ocorre a adsorcao 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 superficie metélica de ouro.

3.2. Ativacdo Eletroquimica 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 ap6s o ancoramento das moléculas de CSH e GSH na superficie
dos eletrodos de ouro recobertos com MPA, mostraram processos faradaicos
corrrespondentes ao par redox R-SS-R/R-SH com intensidade muito baixa.

Por este motivo, realizaram-se 0s processos de ativacdo eletroquimica, conforme
descrito no item 2.7. Para o eletrodo de Au/MPA/CSH os resultados séo apresentados

na Figura 6.
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Figura 6: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo Au/MPA/CSH em
solucdo tampao acetato de aménio 0,1 mol L™ pH 7,2 na auséncia de O,. Processo
de Ativacao do Eletrodo e (B) Corrente de pico versus numero de ciclos. E; = - 0,2
V;E =+03VeE;=-02V;v=001Vs™.

Na Figura 6 observa-se que as correntes de pico aumentam a medida que ciclos
voltamétricos sucessivos sdo realizados em solucdo de eletrélito de suporte. Este
processo faradaico ndo foi observado para eletrodo de ouro modificado apenas com
MPA. O esquema 6 apresenta 0 mecanismo proposto para o0 ancoramento das moléculas
de CSH sobre a CAA de MPA.

Au Au
I I [ I
S S S S
\ \ \ \
CH CH CH CH
[ C/H 2 [ C/H 2
CH»o 2 CHo 2
\ > V2
Coo" elele} coo-  Coo
TNH5 NH3
H \ /
}: “CO0 — ;:H C\H ~ COO"
+ - - H
V2 e oo I SH
SH CHo
\
SH

Esquema 6: Ancoramento das moléculas de CSH sobre a CAA de MPA presente na superficie do
eletrodo de ouro.

O processo de ancoramento descrito no item 2.6 favorece a formacgéo de um par
ibnico, pois nas condi¢bes de pH em que o procedimento de ancoramento foi realizado
(tampdo MES pH 6,2), os agrupamentos carboxila, presentes nas moléculas de MPA

estdo carregados negativamente e 0s 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 situacdo é a mesma,
porém o0s grupos estardo protonados para valores de pH abaixo de 9,65.

A auséncia de espécies eletroativas em solucdo indica que o processo redox
observado e resultante de moléculas adsorvidas sobre o eletrodo. O valor da diferenga
entre os potenciais de pico foi maior que 0,059 V, pois o0 processo redox observado €
quase-reversivel. A auséncia de processos faradaicos para o eletrodo recoberto com
MPA indica que as moléculas de CSH adsorvidas sobre o eletrodo sdo responsaveis
pelo par redox observado.

O aumento gradativo das correntes de pico, observado na Figura 6A, demonstra
que possivelmente, o processo de ancoramento ocorra por interacdo eletrostatica,
conforme o esquema 6. No entanto, posteriormente, ap6s a aplicacdo de potencial, é
passivel a ocorréncia de reacdes de eliminacdo de moléculas de 4gua e formacdo de uma
ligacdo amidica, com carater covalente. Isto explica 0 aumento nas correntes de pico
observadas nos voltamogramas ciclicos sucessivos, pois a formacéo da ligacdo amidica
diminui a distancia a ser percorida pelo elétron entre as moléculas de CSH e a superficie
de ouro, possibilitando uma maior constante de transferéncia eletronica. Conforme a
Figura 6B, apds um ndmero de ciclos voltamétricos maior que 40 ndo sdo mais
observados acréscimos significativos nas correntes de pico, indicando que as moléculas
eletroativas sobre a superficie do eletrodo atingiram conformacfes Otimas para o
processo de transferéncia eletrénica e equilibrio de formacédo do par redox observado.

Devido as forcas repulsivas dos grupos carregados negativamente, as moléculas
superficiais de CSH na superficie do eletrodo se mantém afastadas, umas das outras,
durante o processo de ancoramento & CAA de MPA. A iniciagdo do processo redox
altera a estrutura entrépica das espécies sobre a superficie, favorecendo a aproximacgédo
de espécies adjacentes, pois a formacdo da ponte de dissulfeto impede a geracdo de mais
cargas negativas decorrentes do desprotonamento de grupos tidlicos participantes da
reacao.

Os resultados experimentais obtidos para o processo de ativacdo do eletrodo de
MPA/GSH sdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo Au/MPA/GSH em
solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2. (B) Corrente de pico versus nimero de
ciclos. Ei=-0,2V;E,=03VeE=-02V;v=001Vs™

Na Figura 7 similarmente ao observado na Figura 6, também se observou
aumento nos niveis de corrente, porém até o 30° ciclo voltamétrico. Isto demonstra que
para o eletrodo de MPA/GSH, rearranjos das espécies eletroativas na superficie do
eletrodo também ocorrem. Apesar da semelhanca entre os potenciais de pico observados
para este eletrodo, diferencas no perfil voltamétrico foram observadas. A menor
diferenca entre os potenciais de pico indica maior reversibilidade do processo redox no
eletrodo de Au/MPA/GSH em relacéo ao eletrodo de Au/MPA/CSH. Os menores niveis
de corrente obtida apds o processo de ativacdo indicaram menor quantidade de
moléculas de GSH adsorvidas sobre a superficie do eletrodo.

Comparando-se as estruturas moleculares da CSH e GSH, observa-se que as
moléculas de CSH sdo menores que as de GSH, apresentando menor volume molecular,
de modo que considerando uma superficie com uma mesma area, um maior nimero de
moléculas de CSH poderd estar superficialmente presente ap6s o empacotamento
molecular.

Para moléculas maiores como a GSH ocorre uma maior aproximacdo entre 0s
grupos tidlicos superficiais favorecendo o processo de conformagdo molecular,
necessario para a ocorréncia da reacao de transferéncia de carga e formagéo da ponte de
dissulfeto. Isto explica a estabilizacdo dos niveis de corrente apds 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. Otimizacao do Processo de Imobilizacdo de CSH sobre a CAA de MPA sobre o
Eletrodo de Ouro

Foram realizados experimentos com o objetivo de selecionar a melhor
concentracdo de CSH a ser utilizada durante o ancoramento desta molécula sobre a
CAA de MPA. Na Figura 8 séo apresentados os valores maximos corrente obtidos apds
0 processo de ativacdo do eletrodo de Au/MPA/CSH, preparado utilizando diferentes

concentracdes de CSH.
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Figura 8: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol
L* pH 7,2 utilizando eletrodos de Au/MPA/CSH preparados com diferentes
concentracdes de CSH. (B) Curva corrente de pico versus concentracdo de CSH.
Ei=-02V;Ey=03VeE=-02V;v=001Vs"

A partir dos valores de correntes de pico obtidas na Figura 8 e usando-se as
equacoes (19), (20) e (24) calcularam-se os valores de recobrimento superficial (I") de
CSH sobre o eletrodo de Au/MPA/CSH para cada concentracdo avaliada. Através destes
valores foram construidas curvas isotermas, segundo os modelos de Langmuir e

Frumkin. Os resultados obtidos sdo 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 concentracdo de CSH utilizada para a adsorcao.
(B) Curvas Isotermas de Langmuir e (B) de Frumkin.

Os dados apresentados na Figura 9C mostram maior correlacdo com o modelo
de Frumkin, do que com o de Langmuir, o que indica que as interagdes entre espécies
adjacentes sdo de natureza repulsiva. Isto € justificado pelo processo de desprotonagédo
dos grupos carboxila e tidlico, presentes na molécula de CSH. O valor obtido para o
recobrimento superficial, 2,8 x10™ mol cm, usando a concentragio de CSH de 50
mmol L™ indica que a quantidade desta molécula sobre o eletrodo recoberto com MPA
estd em uma proporcdo aproximada de 1:1 com relacdo as moléculas de MPA
(2,2 x10™ mol cm™). Isto indica que o processo de ancoramento de CSH sobre o

eletrodo recoberto com CAA de MPA ocorre conforme o esquema 6, pagina 55.
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O mesmo estudo foi realizado para o eletrodo de Au/MPA/GSH. Os
voltamogramas obtidos ap6s o processo de ativacdo, para cada concentracdo de GSH
utilizada e os valores das correntes de pico obtidas séo apresentados na Figura 10.

3 A A
A
A
? = 4 Ipa
o ) v lp,C
v
v
v
3t v ¥
-\')‘ 2 OAC OA? 0‘4 0 10 20 30 40 50
E vs Ag/AgCILKCI (sat)/ V [GSH] / mmol L '

Figura 10: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solucéo tampao fosfato 0,1 mol
L™ pH 7,2 utilizando eletrodo de Au/MPA/GSH preparados usando diferentes
concentracdes de GSH. (B) Curva de correntes de pico versus concentracdo de
GSH.Ei=-02V;Ey=03VeE=-02V;v=001Vs

A partir dos valores de corrente obtidos na Figura 10B calcularam-se, para cada
concentragdo de GSH utilizada, os valores de recobrimento superficial sobre o eletrodo
de Au/MPAJ/GSH usando as equac6es (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 concentragdo de GSH utilizada para a adsorgédo; (B)
Isoterma de Langmuir e (C) Isoterma de Frumkin.

A partir dos valores de recobrimento superficial apresentados na Figura 11A
construiram-se as isotermas, segundo os modelos de Langmuir e Frumkin. A partir do
valor da regressdo linear de I'! versus [GSH]™, calculou-se o valor de 0,97 x 10™° mol
cm™ como o recobrimento superficial maximo de GSH sobre eletrodo de ouro de 4rea
plana recoberto com MPA. Este valor foi obtido para 50 mmol L™ de GSH, o que indica
que nesta concentracdo a superficie se apresenta praticamente saturada com esta
molécula.

O comportamento decrescente da isoterma de Frumkin indica que a interacao
entre moléculas de GSH sobre a superficie do eletrodo de Au/MPA/GSH é de natureza
repulsiva, ja que a carga liquida da molécula ser negativa no intervalo de pH utilizado

para 0s ensaios.
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3.4. Determinacdo dos Grupos Funcionais Presentes na Superficie do Eletrodo de
Au/MPA/CSH

A identificacdo dos grupamentos organicos superficiais capazes de sofrer
processos de desprotonacdo foi realizada utilizando uma titulacdo voltamétrica, usando
solucbes de ferricianeto de potassio como sonda eletroquimica carregada
negativamente, conforme descrito no item 2.8. Os resultados obtidos s&o apresentados
na Figura 12.

pH 10

pH 2.0

L o . . . e . s

A

0,2 0,0 0,2 04 0,6 0,2 0,0 0,2 04 06
Evs Ag/AgCl, KCI_ /V E vs Ag/AgCl, KCI__ /V

Figura 12: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugéo contendo 1,0 mmol L™ de Fe(CN)>
em solugdo tampao fosfato em diferentes valores de pH. (A) AU/MPA e (B) Au/MPA/CSH.
Ei=06V,E,=-01V,E=06V,v=01Vs™

Observou-se para o voltamograma obtido em pH 6,0, em relacdo ao
voltamograma obtido em pH 2,0, uma diminuicdo significativa das correntes de pico de
reducéo e oxidacdo do fon [Fe(CN)s]* e aumento de AEp; resultado experimental este,
observado em todos os voltamogramas obtidos em pH acima de 5,0, Figura 12A. Ja para
o eletrodo de Au/MPA/CSH estes resultados foram observados em pH maior que 9,0,
Figura 12B.

Estes resultados sdo consequéncia do equilibrio de desprotonagdo dos grupos
funcionais presentes na superficie dos eletrodos. Quando o pH do eletrélito suporte
tornou-se superior ao pKa dos grupos —COOH ou —SH, presentes nas moléculas de
MPA e CSH, respectivamente, estes sofreram desprotonacdo. Consequentemente, a
superficie adquiriu carga negativa dificultando a aproximacéo superficial e reducéo do
fon [Fe(CN)g]*.
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Desta forma, a dificuldade de aproximacao do ion ferricianeto da superficie do
eletrodo est4 diretamente ligada ao pH da solugdo de eletrolito de suporte na célula
eletroquimica. As curvas Ip,c versus pH e suas respectivas primeira derivadas, séo

apresentados na Figura 13.
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Figura 13: (A e C) Curva de Ip,c de [Fe(CN)s]> versus pH das solugdes de fosfato
0,1 mol L™, (B e D) Curva de dlp,c/épH versus pH. Resultados obtidos utilizando
eletrodos de ouro modificados com (A e B) Au/MPA e (C e D) Au/MPA/CSH.
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A partir dos dados apresentados na Figuras 13A, observou-se inflexdo 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 concordancia com o valor de pKa do grupo carboxila (-COOH),
presente na molécula de MPA. Este O valor obtido apresenta boa concordancia com o

0277

apresentado na literatura, 5,40°"". O processo de adsor¢do e desprotonacdo das

moléculas de MPA sobre a superficie do eletrodo de ouro ocorre confome o esquema 7.
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Esquema 7: Processo de adsorcéo e desprotonacédo das moléculas de MPA sobre a
superficie do eletrodo de ouro.

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

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 estd em concordancia com o valor teérico de pKa do grupo tidlico (-SH) 8,4

presente na molécula de CSH.

27
0?8

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

AU/MPA/CSH, caracterizado por um pKa de 8,05 é decorrente da desprotonacdo do

grupo tidlico, 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.
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Esquema 8: Processo de adsorc¢ado e desprotonacgdo das moléculas de CSH sobre a
superficie do eletrodo de ouro recoberto com MPA.
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Esquema 9: Processo de adsorcéo e desprotonacédo das moléculas de GSH sobre a
superficie do eletrodo de ouro recoberto com MPA.

Deste modo, a partir destes resultados concluiu-se que o recobrimento prévio da
superficie do eletrodo de ouro com monocamadas de MPA é efetivo para imobilizacéo
de moléculas de CSH, mantendo o grupo tiélico (-SH) superficialmente livre e apto para
participar de um processo redox.

3.5. Caracterizacdo Espectroscépica dos Grupos Funcionais Presentes na
Superficie dos Modificados de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH

A identificacdo das espécies participantes do equilibrio redox observado para o
eletrodo modificado com Au/MPA/CSH foi realizada atraves da determinagdo
espectroscopica das ligacbes dos grupos funcionais, presentes na superficie do eletrodo
através da Espectroscopia Raman de Superficie.

Apos a limpeza da superficie plana do eletrodo de ouro, este foi submetido a
tratamento eletroquimico para a formagdo de nanoestruturas responsaveis pelo efeito
SERS, conforme o item 2.9. Na seqiéncia, realizaram-se as modificagdes da superficie
dos eletrodos para formar as camadas de Au/MPA, Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH e
ativacdo eletroquimica atraves de procedimentos semelhantes aos descritos nos itens
2.5, 2.6 e 2.7. Devido ao aumento da area superficial e para garantir que nenhuma

molécula de CSH ou GSH adsorvesse diretamente sobre a superficie de ouro os tempos
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de imersdo em solucdo de MPA e CSH ou GSH foram alterados e a realizacdo de um
maior nimero de ciclos foi necessaria, conforme o item 2.10. Durante o processo de
ativacdo, correntes de pico constantes foram obtidas ap6s a realizacdo de 180 ciclos
voltamétricos. Voltamogramas ciclicos obtidos com os eletrodos nanoestruturado e

plano sdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14: Voltamogramas ciclicos obtidos com os eletrodos: (A) Au/MPA/CSH e
(B) Au/MPA/GSH polidos e apds procedimento de nanoestruturacdo préevio antes
da formacéo das camadas de MPA e CSH ou GSH, item 2.9. E;=-0,2V, E; = +0,3
V,Ef=-0,2V;A=0,01Vs"

Os resultados apresentados na Figura 14 demonstram que apds o0 processo de
aumento da rugosidade da superficie do eletrodo de ouro, necessario para a obtencéo do
efeito SERS, voltamogramas com perfil voltamétrico semelhante aos eletrodos de
AU/MPA/CSH e Au/MPA/GSH preparados com area plana foram obtidos. O aumento
das correntes de pico ocorre, pois o tratamento eletroquimico necessario para a
observacdo do efeito SERS aumenta a area ativa do eletrodo, de modo que maior
numero de moléculas de CSH e GSH sdo adsorvidas sobre as moléculas de MPA.
VariagOes dos potenciais de pico se devem a maior falta de uniformidade das CAA na
condicdo de area com maior rugosidade. Os resultados voltamétricos obtidos indicaram
gue o mecanismo redox ocorrido na superficie dos eletrodos de Au/MPA/CSH e
AU/MPA/GSH ndo sdo alterados pelo processo de nanoestruturagdo da superficie
necessario para a obtencao dos espectros de SERS.

Para efeito de comparagdo, os espectros Raman de superficie obtidos com os
eletrodos modificados foram comparados com aqueles obtidos em solu¢des de MPA,

CSH e GSH. Nas Figuras 15, 16 e 17 sdo apresentados os resultados obtidos.
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Figura 15: Espectros Raman de uma solucdo 10 mmol L™ de MPA.
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Figura 16: Espectros Raman de uma solugdo 10 mmol L™ de CSH.
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Figura 17: Espectros Raman de uma solugdo 10 mmol L™ de GSH.

Através do microscopio 6tico acoplado ao espectrdmetro Raman de superficie
realizou-se a selecdo de regides 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 séo apresentados na figura 18.

16+

12 -

c

Unidade Arbitraria de Intensidade
o

b
a

LN ety 1T TR PERCTLCYrem Pl b (e Qe [omen cowery.|
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
NGmero de Onda / cm™

Figura 18: Espectros Raman de Superficie dos eletrodos de Au/MPA (a), Au/MPA/CSH (b)
e Au/MPA/GSH (c). Condicbes experimentais da obtencéo dos espectros conforme item
2.10.
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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™, a qual ndo foi obtida no espectro do eletrodo
modificado somente com MPA. Esta banda é resultante do estiramento da ligagdo
correspondente a ponte de dissulfeto v(S-S). Este resultado confirma a presenca da
ponte de dissulfeto como participante do equilibrio redox do eletrodo modificado com
AU/MPA/CSH. A banda por volta de 2900 cm™, presente nos dois espectros é resultante
do estiramento v(C-H), ligacdo presente na molécula de MPA. A banda por volta de
1400 cm™, pouco intensa refere-se ao estiramento v(C=0), o qual foi observado, com
baixa intensidade, em ambos os eletrodos modificados.

A auséncia de outras bandas referentes as ligacdes 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 solucdo devido ao efeito de polarizacdo da superficie
nanoestruturada, a qual € capaz de proporcionar o efeito SERS, somente para ligacdes
que apresentam eixo de ligacdo paralelo a nanoestruturas em superficie. Apesar disso,
nem todas as bandas que ocorrem em espectros Raman obtidos em solucéo
necessariamente aparecem em espectros SERS, pois o efeito de intensificacdo ndo é o

mesmo para todas as ligagdes presentes na molécula.

3.6. Determinacdo dos Mecanismos de Reacdo dos Eletrodos de Au/MPA/CSH e
AUu/MPA/GSH em Funcao do pH

Conforme a representagdo proposta nos esquemas 8 e 9, existe relacdo entre 0s
equilibrios acido-base dos grupos tidlicos (-SH), presentes nas moléculas de CSH e o
processo redox, observado para as espécies eletroativas na superficie do eletrodo. Desta
forma, foram realizados experimentos voltamétricos com os eletrodos de Au/MPA/CSH
e Au/MPA/GSH utilizando como eletrélito de suporte solucdes de diferentes pH, para
determinacédo das etapas do mecanismo redox, onde ha o envolvimento de prétons. Na

Figura 19 sdo apresentados os resultados obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH.
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Figura 19: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH
em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ sob diferentes pH. Ei = -0,2 V; Ex = +0,3 V e
Ef=-0,2V;v=0,1Vs (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 fungdo do pH.
Tanto os processos anodicos como catddicos sdo deslocados na direcdo negativa em
funcdo do aumento de pH da solucdo de eletrolito. Através das inclinacdes das curvas
de Ep versus pH, presentes na Figura 19B, obteve-se o parametro AEp/ApH que
substituido nas equagdes (30) e (31) permitiu o calculo da relagdo de
numero de protons / namero de elétrons: n(H) / n, sendo igual a 0,64. Isto indica uma
proporg¢do aproximada de 1 préton para 2 elétrons na reagdo global redox.

Na figura 19C, observa-se a variagdo das correntes de pico em funcdo do pH,
que conforme demonstrado, esta relacionada ao processo de desprotonacao no equilibrio
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 maximos obtido, em pH entre 5,0 e 6,0.
Isto indica que o processo faradaico € iniciado a partir da espécie desprotonada, cuja
concentracdo superficial diminui para valores baixos de. Na condicdo méxima de pH, as
especies desprotonadas predominam. O fato de o processo ocorrer com metade da
corrente maxima indica que quando a espécie protonada ndo esta presente 0 processo
global ndo é completo. Na condicdo intermediaria de pH, ambas as espécies
predominam, sendo observadas correntes de pico com o dobro da intensidade da
condicdo extrema de pH. O mecanismo capaz de explicar os eventos é a ocorréncia de
um processo redox em uma primeira etapa, onde ocorre a oxidacdo do ion tiolato
desprotonado, formando um radical tioil. Sequencialmente, o radical formado ataca um
grupo tidlico adjacente, gerando uma espécie intermediaria que rapidamente é oxidada
em uma segunda etapa, formando a ponte de dissulfeto e liberando um proéton. 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 proporcoes

equivalentes. Os passos deste mecanismo sdo enumerados conforme as reagdes abaixo:

CSH=>CS +H" (23)
CS=2>CS+e (38)
CS +CSH=> CSSC+H" +¢ (39)

Desta forma, o valor de 0,64 obtido para a relacdo n(H)/n é explicavel pelas
pelos equilibrios (23), (38) e (39). Apesar de o processo global envolver a formacéo de
dois protons e dois elétrons, e no equilibrio (13) ocorrer liberagdo de apenas um préton
para formacdo do ion tiolato, nesta etapa ndo ocorre transferéncia eletrnica, de forma
que esta atua apenas como uma rea¢do acoplada ao processo, precursora do equilibrio
redox. Como a formacdo do radical tioil (RS’) é muito lenta, a concentracdo de ions
tiolato influencia pouco a velocidade da reacdo em meio alcalino, de modo que o
deslocamento deste equilibrio pouco influencia o processo global. Com isso, 0
mecanismo do processo redox observado para as espécies eletroativas sobre o eletrodo

de Au/MPAJ/CSH pode ser sumarizado, conforme o esquema 10.
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Esquema 10: Etapas do mecanismo de transferéncia eletrénica do processo redox
observado para o eletrodo de ouro modificado com Au/MPA/CSH.

A reacdo entre dois radicais tioil € mais efetiva em pH mais elevado, ja que,
quanto maior for a quantidade de grupos tiolato (RS’), maior sera a probabilidade de se
formarem radicais em moléculas de CSH adjacentes na superficie sobre a CAA de
MPA. Com isso, em valores de pH mais elevados seria de se esperar a queda de

corrente, com 0 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 numero de elétrons e o através das equagdes (11) e (12) como
sendo n =2,2com a =0,52 e n =13 com a = 0,41, respectivamente. Estes resultados
corroboram a possibilidade de ocorréncia das reacfes descritas pelas reacdes (38) e
(39).

O equilibrio (40) ndo envolve a transferéncia de elétrons ao eletrodo, sendo uma

etapa de terminagdo de um mecanismo de reacdo em cadeia envolvendo radicais. O
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ataque do radical tioil a um grupo tiolico protonado, gera uma espécie radicalar com

poder redutor mais alto, que perde rapidamente seu elétron para a superficie do eletrodo.

CS + CSH = [CSSC]” + H* (41)
[CSSC]™ = CSSC + ¢ (42)

As reacOes (41) e (42) sdo etapas intermedidrias passiveis de ocorrer resultando
na reacdo (39), porém com velocidade muito alta, devido & instabilidade dos produtos

intermediarios formados como, por exemplo, o radical [CSSC]".

Na figura 20 sdo apresentados os resultados obtidos para experimento similar

utilizando o eletrodo de ouro modificado com Au/MPA/GSH.
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Figura 20: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH
em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ em diferentes valores de pH. E;j = -0,2 V;
Er, = +03 V e Ef = -02 V; v= 0,1 V s'. (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
explicagdo para o fendmeno observado na Figura 19 também se aplica ao resultado
observado na Figura 20. Apo6s substituicdo do valor médio de AEp/ApH obtidos na
figura 20B nas equacdes (30) e (31) calculou-se a relacdo de protons e elétrons para o
eletrodo de Au/MPA/GSH sendo igual a 1 préton 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 conseqliéncia da menor
acidez da molécula de GSH (pl = 5,70) em relagdo a de CSH (pl = 5,02). Em outras
palavras, em pH 8,0 a glutationa possuird maior quantidade de grupos tiélicos
protonados do gue a cisteina.

O maior valor de pl da molécula de GSH proporciona menor perda de prétons
em relacdo a molécula de CSH para um mesmo pH, o que diminui a repulsdo entre
moléculas adjacentes. Desta forma, em valores intermediérios de pH o processo redox

estabelecido para o eletrodo de Au/MPA/GSH pode ser descrito pelas reac6es abaixo:

GSH = GS +H* (25)
GS D GS +¢ (43)
GSH + GS & GSSG + H" + ¢ (44)

O fato de as correntes de picos maximas anddica e catddica terem disso obtidas
em valores de pH diferentes ocorre por conta de a condicdo mais alcalina favorecer a
oxidacdo e a mais &cida a reducdo. O mecanismo do processo redox envolvendo a

formacédo de pontes de dissulfeto é sumarizado no esquema 11.
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Esquema 11: Etapas do mecanismo de transferéncia eletronica 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 — Parametros Cinéticos

A cinética da reacdo de transferéncia de carga para o par redox RSSR/RSH nos
eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, ap6s o processo de ativacdo, foi estudada
em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2, utilizando voltametria ciclica e diferentes
velocidades de varredura Os resultados obtidos para o eletrodo de Au/MPA/CSH sdo

mostrados na figura 21.
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Figura 21: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH
em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™* pH 7,2, em diferentes velocidades de
varredura. E;=-0,2V; E; =+0,3V e Ef=-0,2 V. (B) Curvas de Ep versus In v e (C)
Ip versus v. Ip,a = (0,628 + 0,008) 10°A/V s v, R = 0,9952; Ip,c = (0.585 + 0,007)
10°A/V st v, R = 0,9934.

A correlacdo linear entre os valores das correntes de pico versus a velocidade de
varredura, apresentados na figura 21C, demonstra que 0s processos faradaicos
observados ocorrem por conta de espécies eletroativas confinadas na superficie do
eletrodo de Au/MPA/CSH.

A partir dos valores obtidos das inclinagdes das retas de Ip,a e Ip,c versus v
foram calculados os valores de a e I'y, através das equacfes (21) e (22). Desta forma,
foram obtidos os valores de T’y = 1,2 x 10 mol cm™ e a = 0,52. Através da equacio
(24) calculou-se o valor do recobrimento superficial de CSH sobre o eletrodo de
Au/MPA/CSH como sendo igual a Tesy = 2,0 x 10™ mol cm™. O valor de o obtido
apresenta semelhanga ao valor encontrado na sessdo 3.6., indicando que ndo houve
variacdo significativa neste parametro no intervalo de velocidades de varredura
estudado. A diminuicdo do valor do excesso superficial, em relacdo ao valor obtido na
secdo 3.3, ocorre por conta da limitacdo temporal para a ocorréncia 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 reducdo. Isto ocorre em consequéncia da segunda
etapa de reducdo, que corresponde a reducdo do radical tioil, formado apos a quebra da
ponte de dissulfeto que, sendo mais lenta que a primeira etapa, ird ocorrer em potenciais
mais negativos que o primeiro processo. A auséncia de desdobramento de picos para o

processo de oxidagdo, indica que a primeira etapa deste processo, referente a formagao
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do radical tioil a partir do ion tiolato é lenta em comparacéo a segunda etapa, que ocorre
simultaneamente ao ataque do radical formado a um grupo tidlico protonado adjacente,
conforme a reagéo (39).

O conjunto de equilibrios com suas respectivas constantes de velocidade,

envolvidos nos esquemas 10 e 11 sdo:

R-SH «<— R-S +H" (45)
ks,fl
R-S — R-S"+e¢ (46)
ks,b2
ks,f2
R-S'+ RSH—»R-S-S-R+H" +¢ (47)
ks,bl
2 R-SH «— R-S-S-R+2H" +2¢ (48)

(Reacdo Global do Redox — Transferéncia Eletronica)

Usando-se as equacdes (34) e (35) e os valores de Ep,a; Ep,c; e Ep,c, obtidos
das curvas de Ep versus In v, na figura 21B, calcularam-se as correspondentes
constantes de velocidades das etapas de transferéncia eletronica.

O valor de E” = 0,046 V foi obtido da extrapola¢do das curvas de Ep versus
In v. Os valores de 8.5 s?, 145 s* e 3.2 s foram obtidos para ksg, Ksp1 € Kspo,
respectivamente, através da aplicacdo dos valores de Ep para In v = 0. Os valores das
constantes de velocidade obtidas demonstram que 0 processo redox resultante das
espécies adsorvidas sobre a superficie do eletrodo apresenta cinética moderada, com
excecdo do ataque radicalar aos grupos tiolicos adjacente, cuja contante de velocidade
ndo pode ser determinado, pois se trata de uma reacdo com cinética muito rapida.

A constante de velocidade ksp; foi determinada considerando-se a reagdo (49)
como uma reacdo de pseudo-primeira ordem. Embora a reacdo tenha natureza
bimolecular com ordem real igual a 2, a concentragdo de fons H® é praticamente

constante durante o experimento. Com isso, a reagdo (49) (reacdo a esquerda do
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equilibrio 47) apresenta constante de velocidade bimolecular calculada com base na

concentracdo hidrogeni6nica da solucéo de eletrdlito, conforme as reagdes abaixo:

R-S-S-R+H" + e = R-S* + RSH (49)
V3 =Ksp1 . Tressr. [H'] (50)
V3 = Ksp1 - ['r-s-sR (51)
ks,bl = ks,bl’ . [H+] (52)

Usando a equacdo (52), o valor obtido de ksp: € 0 pH da solucéo de eletrolito,
7,2; calculou-se o valor da constante de velocidade da reacdo bimolecular de quebra da
ponte de dissulfeto como sendo igual a 2.3 x 10% mol cm™ s™. Este resultado demonstra
que em condicdes de acidez elevada a quebra da ponte de dissulfeto é muito rapida e
como conseqiiéncia apresenta valor insignificante em condicOes de alta alcalinidade.

O mesmo tratamento foi feito para o eletrodo de Au/MPA/GSH e os dados

obtidos sdo apresentados na figura 22.
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Figura 22: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH
em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2; sob diferentes velocidades de
varredura. Ei=-0,2V; E; =+0,3V e E;=-0,2 V. (B) Curvas de Ep versus In v e (C)
Ip versus v. Ip,a = (0,242 + 0,008) 10 v, R = 0,9952; Ip,c = -(0,305 + 0,004) 10 v,
R =0,9934.

A linearidade do gréafico de Ip versus v, observada na figura 22C, demonstra que
0 processo redox observado ocorre em funcgdo de espécies adsorvidas sobre a superficie
do eletrodo de Au/MPA/GSH.

Os valores de o = 0,56 e I, = 0,56 x 10™ mol cm? para o eletrodo de
AU/MPA/GSH foram calculados usando as inclinagdes das curvas Ip,a e Ip,c versus v e
as equagcdes (21) e (22).

A partir da equagéo (27) e do valor de I'y calculado, estimou-se a quantidade
total de moléculas de GSH, correspondente aos grupos tidlicos desprotonados, sobre o
eletrodo de Au/MPA/GSH como sendo I'gsy = 0,88 x 10™° mol cm™. A diminuicdo

deste valor em relagdo ao valor obtido na sessdo 3.3., pode ser atribuida a uma limitacéo
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da cinética de reacdo, causada pela utilizacdo de altas velocidades de varredura
empregadas. O resultado liquido é a diminuicdo nas inclinagdes das curvas de
Ip versus v.

N&o 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 reducdo do radical formado. As constantes de
velocidade de transferéncia eletronica para o eletrodo de Au/MPA/GSH foram
calculadas usando as equacdes (34) e (35) e os valores de Ep,c e Ep,aparaln v =0, de a
e E°. Os resultados foram 9,2 s™ e 10,3 s, para ks e ks, respectivamente.

A constante de velocidade de segunda ordem relativa a quebra da ponte de
dissulfeto foi calculada usando a equagdo (52), assim como a constante de pseudo-
primeira ordem, ksp. O valor calculado foi 1,6 x 10% mol cm? s, valor inferior ao
obtido para o eletrodo de Au/MPA/CSH, o que indica que em pH 7,2, o processo de
reducdo do radical tioil pode ter velocidade mais elevada ou semelhante a velocidade da
reacdo de quebra da ponte de dissulfeto. O maior valor obtido de ks para este eletrodo,
em comparacdo ao de Au/MPA/CSH, indica que o processo de formacdo do radical
tioil, que inicia o processo redox, é mais rapido para o eletrodo de Au/MPA/GSH em
relagdo ao de AuU/MPA/CSH.

3.8. Reduc¢do Eletrocatalitica de H;O, em Eletrodos de Au/MPA/CSH e
Au/MPA/GSH

O processo de reducdo de H,O, sobre a superficie de eletrodos de ouro é um
processo ndo muito trivial, pois além do alto sobrepotencial necessario para favorecer a
reacdo de reducdo, o seu potencial padrdo de reducdo, em si, é elevado. O perdxido de
hidrogénio altera o equilibrio entre as espécies participantes do ciclo redox dos
eletrodos de Au/MPA/CSH e AU/MPA/GSH e, portanto o perfil voltamétrico de
transferéncia eletrénica do grupo RSH. Com isso, a quantificacdo indireta de H,O, se
torna possivel, ja que a relagdo entre as correntes de pico em ambos os eletrodos se
altera como funcdo da concentracdo do H,O, na solucdo de eletrélito suporte. Na figura
23 sdo apresentados voltamogramas obtidos na presenca e auséncia de H,O, utilizando-
se os eletrodos de AuU/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, como eletrodos de trabalhos.
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Figura 23: Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando os eletrodos de (A)
Au/MPA/CSH e (B) Au/MPA/GSH em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ a 0.01
V s na auséncia e na presenca de 2,0 mmol L™ de H,0,. Ei=-0,2V; E; =03V e
Efr=-0,2V.

Ambos o0s eletrodos de AU/MPA/CSH e Au/MPA/GSH apresentaram
sensibilidade ao H,O, para o processo de reducdo. Desta forma, as reacdes da molécula
de H,0, com os grupos eletroativos, presentes nas moléculas de CSH e GSH podem ser

esquematizadas, conforme os equilibrios abaixo:

H202 + R-SH = R-S-OH + Hzo (53)

Com isso, o processo de reducdo observado para os eletrodos modificados com
CSH e GSH em presenca de peroxido de hidrogénio na solucdo de eletrolito é resultante
da reducdo do &cido sulfénico (R-S-OH) formado na reacdo (53). A reducdo desta
espécie regenera o tiol, que novamente reage com moléculas de perdxido de hidrogénio,

caracterizando o mecanismo de eletrocatalise, conforme abaixo:

R-S-OH + 2H" + 2¢” = R-SH + H,0 (54)

R-SH + H,0, & R-S-OH + H,0 (55)

Desta forma, o processo de oxidacdo durante a varredura reversa € suprimido,
conforme se observou no voltamograma da figura 23A.

Foram realizados experimentos voltamétricos em diferentes velocidades de
varredura. Na figura 24 séo apresentados os resultados obtidos para o eletrodo de
Au/MPA/CSH.
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Figura 24: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH
em soluc&o tampé&o fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 na presenca de 10 mmol L™ de H,0,

a diferentes velocidades de varredura. Ei =-0,2 V; E;=+03V e Ef =-0,2 V. (B)

Curva de Ip versus v. (C) Curva de Ip,a/Ip,c versus v. (D) Ip versus v'2.

Os resultados apresentados na figura 24 mostram que para baixas velocidades de
varredura a relacéo Ip,a / Ip,c apresenta baixo valor, indicando que Ip,c € maior que Ip,a

em consequéncia do processo eletrocatalitico.
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Para valores de velocidade de varredura maiores que 0,05 V s a relacdo
Ip,a/Ip,c tende a unidade, demonstrando que o efeito eletrocatalitico ndo ocorre em
velocidades de varredura elevadas. A linearidade das curvas de Ip versus v*? demonstra
que a molécula de peréxido de hidrogénio participa do processo redox, mesmo a
velocidades de varredura maiores que 0,05 V s, reacéo (56).

Uma das hipdteses para explicar o comportamento do eletrodo em velocidades
de varredura superiores a 0,050 Vs™, seria considerar que a reacdo do H,O, com 0s
grupos RSH na superficie do eletrodo para formar o &cido sulfénico, responsavel pelo
efeito catalitico, reacGes (53) a (55), ocorre em diversas etapas, que podem ser descritas
pelas reacbes (56) a (59). Um aumento na velocidade de varredura acarretaria, como
consequéncia, a detecccdo de uma etapa intermediaria, em que apenas lelétron esta
envolvido, reagdes (57) e (58). Em outras palavras, ndo haveria tempo para que a

espécie responsavel pelo efeito catalitico, o acido sulfénico, RSOH, fosse formado.

R-SH + H,0, & 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+0OH = R-S-OH + H,0 (59)

Nesta condicdo as reacdes (57) e (58) seriam as etapas responsaveis pela relacdo

de ipa/ipc préxima a unidade, condi¢do em que o efeito eletrocatalitico ndo é observado.

Os mesmos experimentos foram realizados para o eletrodo de

AU/MPA/GSH. Na figura 22 sdo apresentados os resultados obtidos.
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Figura 25: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH
em solucdo tamp&o fosfato 0,1 mol L™ na presenca de 10 mmol L™ de H,0; a

diferentes velocidades de varredura. Ei=-0,2V; E;=0,3V e Es=-0,2 V. (B) Curva

de Ip versus v. (C) Curva de Ip,a/Ip,c versus v. (D) Ip versus v'2.

Como observado anteriormente na Figura 24, também na Figura 25, variaces

significativas na relacdo Ip,a / Ip,c, foram observadas para baixas velocidades de
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varredura. A linearidade das curvas de Ip versus v*? visualizada na figura 25D indica
que a molécula de GSH age de maneira semelhante a de CSH e ambas reagem com
H,O, conforme a reacédo (56). A figura 25C mostra que a razéo ipa/ipc tende a unidade a
partir da velocidade de 0,1 Vs™, indicando que a reacdo (59) é mais rapida para a
molécula de GSH e que o eletrodo de Au/MPA/GSH permite a determinacao
eletrocatalitica de H,O,, via formacdo de acido sulfénico, reac6es (54) e (55), quando
mais altas velocidades de varredura sdo utilizadas (0,100Vs™ para Au/MPA/GSH vs
0,050Vs™? para Au/MPA/CSH). O fato da reacdo (59) ser mais rapida no eletrodo de
AU/MPA/GSH em relacdo ao eletrodo de Au/MPA/CSH coincide com o maior poder
antioxidante do GSH frente ao CSH.

Avaliou-se entdo, o efeito da concentracdo do perdxido de hidrogénio sobre os
processos faradaicos obtidos nos eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH. Na

figura 26 sdo apresentados os resultados obtidos para o eletrodo de Au/MPA/CSH.
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Figura 26: (A) Voltamogramas ciclicos do obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH
em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ na presenca de diferentes concentracdes de
H,0,. (B) Curva de Ip,c versus [H;0,]. Ei=-0,2V; E;=03VeE;=-0,2V;v=0,01
Vst Ip,c = (0,519 + 0,054) nA + (4,45 + 0,02)[ H,0, / mmol L™]

A medida que a concentragdo de H,O, solucdo aumenta, ocorre aumento
significativo principalmente na corrente catodica visualizada na figura 26A. A partir da
equacdo da regressédo linear entre a corrente de pico catddica e a concentragédo de H,0,
foram calculados os limites de deteccéo, quantificacdo e a sensibilidade do eletrodo de
AU/MPA/CSH para esta molécula.

Ip,c = (0,52 + 0,054) nA + (4,45 + 0,02)[ H,0, / mmol L]
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Sensibilidade = Alp,c / A[H20,] / Area = 4,45 /0,071 = 0,063 pA mmol™ L cm™
Limite de Deteccdo = 3 x 0,054 / 4,45 = 0,036 mmol L™

Limite de Quantificacdo = 10 x 0,054 / 4,45 = 0,12 mmol L™

Faixa Linear de Concentrac&o: 0,12 — 5,1 mmol L™

O mesmo estudo foi realizado com o eletrodo de Au/MPA/GSH. Os resultados

séo mostrados na figura 27.
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Figura 27: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de MPA/GSH em
solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ na presenca de diferentes concentracdes de
H,0,. (B) Curva de Ip,c versus [H,0,]. Ei=-0,2V; E;=0,3VeE;=-0,2V; v=0,01
Vst Ip,c = (0,112 + 0,058) nA + (11,66 + 0,12)[ H,0, / mmol L™]

Na figura 27 sdo observados efeitos similares aos visualizados na figura 26.
Ocorre aumento gradativo da corrente faraddica de reducdo com o aumento da
concentracdo de H,O,, de modo que, o mecanismo de reducédo eletrocatalitica do H,0,
no eletrodo de Au/MPA/GSH é semelhante ao ocorrido para o de Au/MPA/CSH (figura
26). A regressao linear apresentada na figura 27B foi obtida utilizando os valores de
corrente para cada concentracdo de perdxido de hidrogénio. As medicdes de corrente
foram efetuadas em potenciais correspondentes aos potenciais de pico do sistema
GSSG/GSH, na auséncia de H,0,.
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Ip,c = (0,112 + 0,058) nA + (11,66 + 0,12)[ H,O, / mmol L]

Sensibilidade = Alp,c / A[H20,] / Area = 11,7 /0,071 = 0,17 pA mmol™ L cm™
Limite de Deteccdo = 3 x 0,058 / 11,66 = 0,015 mmol L™

Limite de Quantificacdo = 10 x 0,058 / 11,66 = 0,050 mmol L™

Faixa Linear de Concentracéo Detectavel: 0,050 — 1,0 mmol L™

Os valores dos parametros obtidos demonstram que é possivel realizar a
determinacdo de perdxido de hidrogénio por voltametria ciclica utilizando ambos os
eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH. A maior sensibilidade do eletrodo de
AU/MPA/GSH em relacdo ao de Au/MPA/CSH ocorre em conseqiiéncia da maior
velocidade de reacdo de formacdo do acido sulfénico (reacdo 59) para a molécula de
GSH em relacdo a CSH.

3.9. Determinacdo Amperometrica de H,O, usando os eletrodos de
Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH

O processo de reducdo de H,O, sobre os eletrodos de Au/MPA/CSH e
AU/MPA/GSH em baixos valores de potenciais de trabalho facilita a eliminacdo de
interferentes que supostamente seriam reduzidos em potenciais mais negativos. Quanto
menos negativo for opotencial aplicado, menor € a chance de ocorrerem processos
paralelos. Deste modo, a técnica amperométrica foi utilizada na determinacdo de H,0,
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 sdo apresentados nas figuras 28 e 29,

respectivamente.
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Figura 28: (A) Amperograma obtido usando o eletrodo de Au/MPA/CSH -
Deteccdo de H,O, em uma célula eletroquimica contendo solucdo tampao fosfato
0,1 mol L™ pH 7,2. Eap =-0,1 V. (B) Curva Analitica: lcawdica Versus [H20-].

A figura 28 mostra que a corrente de reducdo varia linearmente com a
concentracdo de H,0, até o valor de 1,45 mmol L. Através dos valores inclinagdo e
intercepto da curva obtida pela regressdo foi possivel determinar a sensibilidade do
método e o limite de deteccéo.

It = (6,41 + 0,69) (10° A) + (62,82 + 0,76) (10° A / pmol L) [H,0,]

Sensibilidade = Alp,c / A[H20,] / Area = 62,82 /0,071 = 0,89 pA L pmol™ cm™

Limite de Deteccdo = 3 x 0,69 / 62,82 = 0,033 pmol L™

Limite de Quantificacdo = 10 x 0,69 / 62,82 = 0,11 pmol L™

Faixa Linear de Concentracéo Detectéavel: 0,11 a 1,45 pmol L™

O mesmo procedimento foi realizado usando o eletrodo modificado de

AUu/MPA/GSH. Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 29.
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Figura 29: (A) Amperograma obtido usando o eletrodo de Au/MPA/GSH -
Deteccdo de H,O, em uma célula eletroquimica contendo solugdo tampao fosfato
0,1 mol L?, pH 7,2. Eqp =-0,1 V. (B) Curva Analitica: lcatsdica Versus [H.Oz].

A Figura 29 mostra que para concentragdes de H.O, maiores que 3,0 mmol L™ a
corrente de reducdo deixa de variar linearmente com a concentragdo permanecendo
constante. A sensibilidade e o limite de detec¢do para o método desenvolvido foram
calculados com base nos valores de inclinacdo e intercepto da curva analitica obtida.

ls = (1,38 + 0,317) (10° A) + (13,41 + 0,18) (10° A/ umol L) [H,0,]

Sensibilidade = Alp,c / A[H,0,] / Area = 13,41/ 0,071 = 0,19 pA L pmol™ cm™

Limite de Detecgdio = 3 x 0,317 / 13,41 = 0,071 pmol L™

Limite de Quantificacdo = 10 x 0,317 / 13,41 = 0,24 umol L™

Faixa Linear de Concentragéo Detectavel: 0,24 a 3,0 pmol L™

Os dados obtidos demonstram que os eletrodos de Au/MPA/CSH e
AU/MPA/GSH podem ser utilizados para deteccdo amperométrica de H,O,. O eletrodo

de Au/MPAJ/CSH apresentou maior sensibilidade e menor limite de deteccdo em relagéo

ao eletrodo de Au/MPA/GSH, porém este Ultimo apresenta maior faixa de resposta
linear.
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3.10. Adsorcao de fons Cu® sobre os Eletrodos de Au/MPA/CSH e
Au/MPA/GSH

Ambos os eletrodos, Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, podem favorecer a
adsorcéo de metais, realizou-se a adsorcdo de fons Cu** sobre a superficie dos mesmos,
conforme descrito no item 2.13, avaliando-se o efeito do metal sobre os processos redox
dos grupos CSH e nos dois eletrodos modificados. Os voltamogramas ciclicos obtidos

com o eletrodo de Au/MPA/CSH apés adsor¢do de Cu?* sdo apresentados na figura 30.

A

1,0 pA

----CSH
—— CSH + Cu”

-0,2 0,0 0.2 04
E/V vs. Ag/AgCI KClI sat

Figura 30: Voltamogramas ciclicos obtido com o eletrodo de Au/MPA/CSH em
solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 antes e ap6s a adsorcéo de fons cobre,
conforme descrito no item 2.13. E;=-0,2V; E;=03VeE=-02V;v=0,1Vs™,

Observou-se, conforme a Figura 30, que ap6s a imersdao do eletrodo de
AU/MPA/CSH em solucdo de Cu®* por 5 minutos, ocorre aumento das correntes de pico
anodica e catddica em relacdo ao voltamograma obtido antes imersédo. Este fato se deve
a incorporacdo de fons Cu®* sobre a superficie do eletrodo de Au/MPA/CSH. Um novo
processo redox passa a fazer parte do processo de transferéncia eletrénica ja exstente.
Foram calculados os valores de o e n” usando os valores de Ep e Ep/2, correspondentes
ao processo catodico e anédico apds a adsorcdo de fons Cu?* (sessdo 2.13) sobre o
eletrodo de Au/MPA/CSH.

Os valores obtidos de 0,70 e 2,17 para a e n’ demonstraram que 0 noOvo
processo redox estabelecido na superficie do eletrodo de Au/MPA/CSH apos a adsorgdo

de ions cobre é mais favorecido na direcdo catddica. O acréscimo da intensidade das
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correntes de pico, em relacdo aos resultados obtidos na sua auséncia do metal se deve ao
aumento do numero de elétrons por mol de espécies envolvidas na reacao redox.

Através da equacdo (14), calculou-se o recobrimento superficial correspondente
a especie responsavel pelo processo redox sobre a superficie do eletrodo, sendo o valor
encontrado igual a 1,98 x 10™° mol cm™. Este valor é préximo ao calculado para o
eletrodo de Au/MPA/CSH na auséncia do metal e pode indicar que cada fon Cu®* se liga
a uma molécula de CSH e que, na condi¢do de maxima saturacdo de metal, a adsorcéo
pode ocorrer independente do grau de desprotonacdo dos grupos tidlicos. Se esta
hipdtese for correta o processo de adsor¢éo pode ocorrer via coordenacao do metal com
0 grupo carboxila (-COOH) que, na condicdo de pH experimental utilizada, esta
completamente ionizado e portanto na forma de carboxilato (-COQ").

Uma possibilidade para descrever o processo de adsorcdo de Cu?* sobre o

eletrodo de Au/MPA/CSH ¢ apresentada no esquema 12.

Au Au Au

e B I'T [
S S S
\ \ \
CH» /CH: /CH2
C\fH‘_» C\H: C\Hg

—

Co0" — coo" — coo"
*NH ~ *NH *NH
p 3 y 3 ! 3
CH - HC\ - HC\ X
i o8 ) ~cog ) ~cog
CH»y v . C
/ Cu2+ HZC\SH cust H2 ~s cut
SH it

Esquema 12: Adsorcéo de fons Cu®* sobre o eletrodo de Au/MPA/CSH.

A proximidade dos fons Cu* do grupo tiélico da molécula de CSH pode
favorecer a oxidacdo deste grupo, originando o radical tioil a custa da reducdo do ion
Cu?* a Cu", conforme é proposto esquema 12. Isto demonstra o efeito oxidante do fon
Cu?*, pois & medida que o processo de formacéo do radical tioil é facilitado, a formacéo
da ponte de dissulfeto tambem é favorecida, justamente pela presenca de radicais em
moléculas de cisteina em moléculas adjacentes. Este mecanismo é esquematizado na no

esquema 13.
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Esquema 13: Mecanismo de formacao da ponte de dissulfeto ap6s a adsorcao de
fons Cu?* sobre o eletrodo de Au/MPA/CSH.

Ap6s a adsorcdo de Cu®*, o potencial de pico catédico observado no
voltamograma ciclico obtido com o eletrodo de Au/MPA/CSH é semelhante ao
observado na auséncia do metal. Isto indica, que em ambas as situacOes a reacdo de
reducdo corresponde a quebra da ponte de dissulfeto. Ap6s a adsorcdo de cobre, o
processo de oxidacdo foi observado em potencial mais positivo do que aquele
observado na auséncia de metal. Este é um indicativo de que a reacdo anddica ocorre
através de reacdo diferente da observada para o eletrodo antes da incorporacao do metal.
Assim, o processo anddico foi atribuido a oxidacio de ions Cu®, produzidos durante a
reacdo entre os grupos tiolicos, CSH, e o metal. O deslocamento do potencial de pico
pode decorrer da dificuldade do tunelamento de elétrons entre o ion de Cu*solvatado e a
superficie do eletrodo. A figura 31 mostra o espectro de SERS da superficie do eletrodo
de Au/MPA/CSH antes e apés a adsorco de fons Cu?*.
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Figura 31: Espectros de Raman de superficie do eletrodo de Au/MPA/CSH obtidos
antes (a) e ap6s (b) a adsorcéo de fons Cu®* a sua superficie.

A figura 31 mostra a presenca de uma banda por volta de 500 cm™, atribuida &
formagéo da ponte de dissulfeto, presente tanto antes como depois da adsorgdo do
metal. O aumento significativo da intensidade de corrente de pico de reducdo da ponte
de dissulfeto pode ser devido ao efeito oxidante do fon Cu®*, que favorece a formacéo
de radicais tioil, precursores da formacdo da ponte (RSSR).

fons Cu?* foram também adsorvidos na superficie de eletrodos de Au/MPA/GSH
como previamente descrito no item 2.13. Os voltamogramas obtidos antes e apds a
imerséo do eletrodo de Au/MPA/GSH em solucéo de Cu?* sdo apresentados na figura
32.

A

-0.2 0.0 0,2 04
E vs. Ag/AgCI KCl sat, / V

Figura 32: Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH em
solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ antes e apds adsorcéo de fons cobre conforme
descrito no item 2.13 Condi¢bes Experimentais: E; = -0,2 V; E, = 03 V ¢
Ef=-02V.v=010Vs™
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No eletrodo de MPA/GSH, observou-se fendmeno semelhante ao ja 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 o e n’, respectivamente, para o eletrodo
de Au/MPA/GSH apés a adsorcéo de Cu?*. O valor de a. mais baixo indica que o efeito
de deslocamento do equilibrio redox, causado pelo aumento a espécie oxidada (RSSR),
ap6s a adsorcdo de Cu?*, & menos intenso que o observado para o eletrodo de
AU/MPA/CSH. Também foram obtidos espectros SERS da superficie deste eletrodo

antes e ap6s a adsorcdo do metal. Os resultados sdo apresentados na figura 33.
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Figura 33: Espectros Raman de superficie do eletrodo de Au/MPA/GSH obtidos
antes (a) e ap6s (b) a adsorcéo de fons Cu?* a sua superficie.

Devido ao efeito complexante da molécula de GSH, que atua de maneira a
manter uma esfera de coordenacéo rigida do metal, observou-se que a banda a 500 cm™,
devido & presenca da ponte de dissulfeto apés a adsorgdo de fons Cu®*, possui menor
intensidade em relacdo aquela apresentada na figura 30. Deste modo, a formacdo de
pontes de dissufeto entre radicais adjacentes € dificultada, sendo possivel que estes
participem da esfera de coordenacdo do atomo de cobre adsorvido sobre o eletrodo de
Au/MPA/GSH.

Correntes de pico menores para o eletrodo de Au/MPA/GSH em relagdo ao de
AU/MPA/CSH eram esperadas devido a menor quantidade de moléculas de GSH na
superficie do eletrodo, indicativo de que a espécie GSH é, em tese, responsavel pela
adsorcéo dos fons Cu®* sobre os eletrodos. A figura 34 apresenta as comparacdes entre
0s voltamogramas obtidos com os eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH antes e

ap6s imersdo em solucdo de Cu®".
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Figura 34: Voltamogramas ciclicos obtidos com os eletrodos de Au/MPA/CSH e
Au/MPA/GSH em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 (A) antes e (B) apds
adsorcao de ions cobre conforme o item 2.13. Ei=-02V; E, =03V e E;=-0,2 V;
v=01Vs™

3.11. Eletrodos Modificados com Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH ap6s adsorcéo de
fons de Cu?- Parametros Termodinamicos

Para a determinagdo do mecanismo da reagdo redox sobre os eletrodos de
AU/MPA/CSH e Au/MPA/GSH apés a adsorcdo de fons Cu®*, efetuada conforme
descrito no item 2.13, voltamogramas ciclicos foram obtidos como fun¢do do pH do
meio, avaliando-se a variacdo dos potenciais e correntes de pico. Os resultados obtidos
com o eletrodo de Au/MPA/CSH séo apresentados na figura 35.
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Figura 35: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solucédo tampdao fosfato 0,1 mol
L™* em diferentes valores de pH com o eletrodo de Au/MPA/CSH, apds adsorcdo
de ions 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. E;=-0,2V; E,=+0,3VeE;=-02V;v=01Vs™

A figura 35 mostra que ao variar o pH do meio, os valores de potenciais e
correntes de pico sofrem alteracdo 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 atribuido a protonacgéo
do grupo carboxila, presente na moléculas de CSH, com subsequente lixiviamento do
fon Cu** da superficie do eletrodo. De maneira semelhante & realizada no item 3.6., 0
namero de protons participantes das etapas de transferéncia eletrnica envolvidas no
equilibrio redox foram calculados a partir dos valores das inclinagdes das curvas Ep
versus pH.

O valor determinado de n(H) / n = 0,59 indica que um proton esta acoplado a

transferéncia de dois elétrons no processo redox, o que é caracteristico do mecanismo de
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reducdo e quebra da ponte de dissulfeto. O valor obtido foi mais baixo do que aquele
observado na auséncia de fons Cu?*. Devido ao efeito oxidante do cobre, a presenca
deste metal favorece deslocamento do equilibrio redox RSSR/RSH na dire¢do anddica.
Como consequéncia, a formacdo da espécie radicalar tioil, em uma etapa quimica,
também ¢é favorecida. Evidentemente, a influéncia do pH sobre o processo redox reflete
a a participagdo de fons H" na reacdo de quebra da pontes de dissulfeto, o que explica a
queda de correntes de reducdo para valores mais elevados de pH.

Por sua vez, o efeito estabilizador dos fons Cu?* sobre os radicais tioil sobre
justifica a variacdo do potencial de pico anddico para regides mais positivas de
potencial e faz com que ocorra pouca variagdo de intensidade da corrente anddica como
fungdo do pH, figura 35C. A diminui¢do acentuada do valor da corrente de pico
catddica em funcdo do aumento de pH esta diretamente ligada a baixa acidez do meio,
ja que o fon H* participa da quebra e reducio da ponte de dissulfeto. Para valores de pH
elevados ocorre a formacéo de hidréxido de cobre sobre a superficie do eletrodo que,
por consequéncia, minimiza o efeito do metal sobre o equilibrio de formacéo de pontes
de dissulfeto, estabilizacdo dos radicais tioil podendo ainda bloquear a superficie do
eletrodo.

Na figura 36 sdo apresentados os resultados obtidos com o eletrodo de
Au/MPA/GSH.
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Figura 36: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH,
ap6s adsorcdo de fons Cu®*, em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ 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. Condi¢bes Experimentais:
Ei=-02V;E,=03VeE;=-02Vev=01Vs™

Fendmenos 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
AEp/ApH calculou-se a relacdo entre prétons e elétrons durante as etapas de
transferéncia eletronica.

A partir das equacdes (30) e (31) obteve-se o valor de 0,52 para a relacdo de
n(H) / n’. Isto indica que as consideracdes 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
catédicas variam pouco no intervalo de pH entre 5,0 e 8,0, provavelmente devido a
maior quantidade de grupos quelantes na molécula de GSH em comparacéo a de CSH,
sdo 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 protonacdo dos grupos quelantes, pois
caso um grupo carboxilato esteja protonado em deterninado pH, o outro podera estar
disponivel para alojar o ion positivo de cobre. Para valores de pH maiores que 8,0
ocorre diminuicdo das correntes do pico catddico, pois ndo ha concentracdo suficiente
de fons H* em solucéo, necessérioa para o processo de reducdo e quebra da ponte de
dissulfeto. Como anteriormente, a diminuic¢ao das correntes de oxidacao para valores de
pH mais elevados se deve a formacdo de hidroxidos de cobre, evitando assim a

oxidacdo dos grupos tidlicos da molécula de GSH aos respectivos tioradicais.

3.12. Eletrodos de AU/MPA/CSH e Au/MPA/GSH ap6s Adsorcao de ions de
Cu® - Estudo Cinético

A determinacdo dos parametros cinéticos associados as reacdes que descrevem o
mecanismo de resposta dos eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH ap6s a
adsorgdo dos fons Cu?*, foi realizada de maneira semelhante aquela descrita no item
3.7., usando os valores de potenciais e correntes de pico. Na figura 37 sdo apresentados

os resultados obtidos para o eletrodo de Au/MPA/CSH ap6s adsorcdo de Cu®".
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Figura 37: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH,
ap6s adsorcao de fons cobre, em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ em diferentes
velocidades de varredura. (B) Curvas de Ep versus In v e (C) Ip versus v.
(Ip,c = - (17,97 +0,8) 10° (A/V s') v R =0,9992 ; Ip,a = (10,08 + 0,30) 10°
(A 1V sY) v R =09994). Condices Experimentais: E; = -0,2 V; E, = 03 V e
Efr=-0,2V.

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 superficie do eletrodo. Para valores de
velocidade de varredura maiores que 1,0 VV s™ ocorre perda da linearidade das curvas de
Ip,a e Ip,c em funcdo de v, pois ndo ha tempo para que as reages quimicas acopladas
ao processo eletroquimico se processem. A partir das inclinagdes das curvas Ip,a e Ip,c
versus v, para velocidades de varredura menores que 1,0 V s, calculou-se o valor da
guantidade de material eletroativo presente na superficie do eletrodo utilizando as
equac0es (19) e (20). Foram obtidos os valores de Ty = 2,80 X 10" mol cm? e o = 0,64.

O valor determinado de o estd em boa concordancia com o valor obtido usando

o0s dados apresentados na Figura 21, obtidos em pH 7,2, sessdo 3.7; enquanto o valor de
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I'o é equivalente & quantidade de moléculas de CSH sobre o eletrodo. Estes dados
indicam que o fon Cu®* age deslocando o préton do grupo tidlico presente na molécula
de CSH. Conforme j& discutido na sessdo 3.7, 0 processo redox € iniciado por moléculas
desprotonadas de CSH.

A obtencdo das constantes de transferéncia eletronica entre as moléculas
eletroativas e a superficie do eletrodo de Au/MPA/CSH, ap6s a adsorcéo de Cu?*, foi
realizada a partir dos valores de Ep,a e Ep,c registrados na condi¢do onde In v = 0.
Através das equacdes (32) e (33) os valores das constantes ks e ks foram calculados. O
valor de E° foi obtido através da figura 37B.

Os valores obtidos para ks; e ks, foram 1,84 s' e 349 mol cm? s,
respectivamente. Estes resultados indicam uma diminuicdo das velocidades de
transferéncia eletrénica entre as moléculas eletroativas e a superficie do eletrodo. O
valor de ks;, € semelhante ao valor de ks, obtido com o eletrodo de Au/MPA/CSH na
auséncia de cobre, admitindo-se entdo que este valor corresponde a reducdo de radicais
tioil formados. A auséncia do primeiro processo de reducdo ksp; indica que a reducdo
do radical tioil a ion tiolato ocorre diretamente, de modo que a quebra da ponte de
dissulfeto ocorre em etapa quimica anterior ao processo de reducdo, sendo esta uma
reacdo quimica mediada pelos fons Cu®*, gerados no processo de oxidacdo. Este fato
mostra que o metal exerce efeito semelhante ao do ion H* na quebra da ponte de

dissulfeto, efeito este que se propde, ocorra de acordo com o Esquema 14.

Au Au Au
S S S
\ \ \
/CHZ fCHz /CHZ
¢ . "
elole} —  coo — £00°
*NH3 A — }“‘HS ~ }\ng
/
HC-...,-_ - HC"--. - HC"“*COO_
1~ cog ; coQ ] 5
H2C —sH gu2+ H2C o s7a gy 2t HCss gyt
qt

Esquema 14: Mecanismo proposto de manutenc¢do dos grupos tioil sobre o eletrodo
de Au/MPAJ/CSH exercido por ions de cobre.

100



Admite-se que, nesta condicio, kss se refere a oxidagdo do fon Cu® que é
formado ap6s oxidar os ions tiolato ao respectivo radical tioil. A variacéo significativa
do potencial de pico anédico apés a adsorcdo do fon Cu?* mostra que o processo de
eletrodo é diferente daquele observado na auséncia do fon Cu®*. O efeito estabilizador

fon Cu? sobre os radicais tioil pode ser resumido pela reagéo:
Cu?*+CSH = Cu* +CS +H* (60)

Os resultados obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH séo apresentados na figura 38.

A

I3.0 HA

-0,2 0,0 0,2 04
E vs. Ag/AgCI KCl sat. /V
B C
0.15¢
0.10

0.05F

Ep/V

0.00 -

005 _'4 P) 0 0.0 05 10 15

Inv viVvs?t
Figura 38: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH,
ap6s adsorcdo de fons cobre, em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 em
diferentes velocidades de varredura (B) Curvas de Ep versus In v e (B) Ip versus v.
Ip,c =- (9,04 +0,03) 10° (A/V s?) v; R=0,9988; Ip,a = (2,96 + 0,02) 10° (A / V s7)
v; R? = 0,9969. Condices Experimentais: E; = -0,2 V; E, =0,3V e E;=-0,2 V.

101



A figura 38 mostra que ocorre comportamento semelhante ao observado para o
eletrodo de Au/MPA/CSH, quando fons Cu®* sdo adsorvidos sobre a superficie do
eletrodo de Au/MPA/GSH. Os célculos das grandezas cinéticas como o e I'y foram
efetuados substituindo as inclinagdes das curvas de Ip versus v nas equacdes (21) e
(22). Desta forma, foram obtidos os valores de I’y = 1,16 x 10 mol cm™ e o. = 0,75.

A partir dos valores de E° extrapolado da figura 38B e dos valores de Ep,a e
Ep,c para In v = 0 foram determinados os valores de 2,56 s* e 8,29 mol cm? s*
respectivamente para ks e Ksp, usando as equacoes (34) e (35). O valor de ks, foi menor
que o obtido na auséncia de ions cobre, indicando que a presenca do metal dificulta o
processo de reducdo dos grupos tiolicos. O processo de oxidacdo observado com o
eletrodo de Au/MPA/GSH mostrou menor variagcdo nos valores de potencial de pico em
relacdo ao eletrodo sem cobre. Isto demonstra que pode ocorrer ligacdo direta entre 0s

radicais tioil e fons cobre, ap6s reducdo do fon Cu** a Cu* e oxidagdo dos grupos

-S a-S:

Cu?* + GSH = [CuGS]* + H* (39)

Devido ao favorecimento da reacdo anddica ja que o equilibrio RSSR/RSH foi
deslocado no sentido da formacgdo de um aduto, um aumento significativo na corrente de
pico catodica em relacdo ao observado para este eletrodo na auséncia de metal. O efeito
total se assemelha a uma etapa de pré-concentracdo do metal na superficie do eletrodo.
Efeito similar foi observado com o eletrodo de Au/MPA/CSH apds a adsorcdo

superficial de Cu?".

3.13. Avaliagdo da Estabilidade dos Eletrodos Modificados com
AU/MPAICSH/Cu* e Au/MPA/GSH/Cu**

A estabilidade do metal na superficie dos eletrodos foi avaliada pela realizagéo
de voltamogramas ciclicos consecutivos em solugdes tampao 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/MPAJ/CSH séo apresentados na figura 39.
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Figura 39: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH
em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L, pH 7.2 a 0,1 V s™ antes, apés adsorc¢éo de
ions cobre eapo6s realizagdo de varios ciclos. (B) Voltamogramas ciclicos obtidos em
solucdo tampédo fosfato 0,1 mol L™, pH 3,0, com o eletrodo de Au/MPA/CSH ap6s
adsorcao de ions cobre.Ei=-0,2V; Ex=03VeE:=-02V.v=0,1V st

A Figura 39A mostra que ap06s a adsor¢do do metal, o eletrodo modificado de
AU/MPA/CSH pode ser ciclado em pH 7,2 sem que nenhuma diferenca significativa
seja observada em relacdo ao voltamograma inicial. No entanto, se o pH do eletrdlito
suporte é ajustado em 3,0, condigdo em que 0s grupos tiol das moléculas deCSH podem
ser protonados, as correntes de pico diminuem até atingirem valores insignificantes,
como resultado do processo de lixiviacdo dos ions de cobre adsorvidos inicialmente
sobre o eletrodo.

A figura 40 apresenta os resultados obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH.

50 nA

0.2 0.0 0.2 04 -02 0.0 0,2 0.4
E vs. Ag/AgCI KCl sat. / V E vs. Ag/AgCIKClsat /V

Figura 40: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solugido tampéao fosfato 0,1 mol
L™, pH 7,2,a0,1V s* utilizando o eletrodo de Au/MPA/CSH antes, ap6s adsor¢do
de ions cobre, conforme item 2.13. (B) Voltamogramas ciclicos obtidos em solucéo
tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 3,0, com o eletrodo de MPA/GSH apés adsorcao de
fons cobre. E;=-0,2V; E; =0,3VeE;=-02V.v=0,1Vs™.
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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 eletrolito de pH = 3,0 os ions cobre
foram completamente lixiviados da superficie do eletrodo.

Estes resultados demonstram que a processo de adsorcdo de cobre sobre os
eletrodos € funcdo das condigfes de protonacdo dos grupos presentes nas moléculas de
CSH e GSH. O valor de pH 3,0 usado representa uma condicdo de acidez suficiente
para causar protonacdo dos grupos responsaveis pela ligacdo dos ions de cobre,

impedindo que este permaneca adsorvido ao eletrodo.
R-COO-: Cu*”* + H" & R-COOH + Cu®** (61)

Foi necessario um pH menor que o pKa dos grupos presentes nas moléculas de
CSH e GSH para poder deslocar os ions cobre dos grupos carboxilatos nas moléculas de
CSH e GSH, devido a ordem de grandeza da constante de estabilidade do complexo
formado pelos ions de cobre os grupos guelantes presentes nas moléculas sobre os
eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH, de modo que em pH 3 foi possivel a
completa lixiviagdo do metal em ambos os eletrodos.

3.14. Determinagdo de H,O, utilizando os Eletrodos Modificados com
Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH apés adsorgdo de fons de Cu?*

A titulo de comparacdo aos resultados obtidos com os eletrodos modificados
apés a adsorcio de Cu®, AU/MPA/CSH/CU** e AUu/MPA/GSH/Cu®*, no
desenvolvimento de metodologia analitica para determinacdo de H,O,. Na figura 41 sdo

apresentados os resultados obtidos com o eletrodo de Au/MPA/CSH/Cu®".
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Figura 41: (A) Amperograma obtido em solucdo tamp&o fosfato 0,1 mol L?, pH
7,2, apds adices de solugdo padrdo de H;0,. Eletrodo de trabalho:
Au/MPA/CSH/Cu*; Eap = -0,2 V. (B) Curva analitica de corrente catddica versus
concentracdo de H,0O, na célula eletroquimica. I = (0,90 + 0,30) (10° A) +
(126,6 + 3,0) (10° A/ pmol L™) [H,0,] e R? = 0,9954.

A figura 41 mostra que existe correlacdo entre as correntes faradaicas obtidas e a
concentragdo de H,0,, porém, o limite superior de linearidade para o eletrodo de
Au/MPA/CSH/Cu? nestas condicdes é de 1,25 mmol L™. Para concentracdes superiores a
este valor, a corrente ndo aumenta linearmente como funcéo da concentragdo de H,O..
Fato semelhante foi observado para este eletrodo modificado na auséncia do metal,
conforme a figura 28.

Em mais altas concentracfes de perdxido de hidrogénio produtos radicalares,
provenientes da reagdo eletroativa, como o radical hidroxila (OH’), podem iniciar
reacOes em cadeia, sendo capazes de colapsar a estrutura organizada das moléculas

sobre o eletrodo.
Cu* + H,0; & Cu* + 20H (62)

A equacdo da curva analitica de perdxido de hidrogénio para o eletrodo de
AU/MPA/CSH obtida foi:

It = (0,903 + 0,302) (10° A) + (126,6 + 2,9) (10° A/ umol LY [H,0,]  R? =0,9954

A partir desta equacdo foram calculados o limite de detecgéo e a sensibilidade

para a determinacdo de perdxido de hidrogénio usando eletrodo de Au/MPA/CSH/CU**:
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Sensibilidade = Alp,c / A[H,0,] / Area = 126,6 / 0,071 = 1,79 uA L pmol™ cm™
Limite de Deteccdo = 3 x 0,302 / 126,57 = 0,0072 pmol L™

Limite de Quantificacdo = 10 x 0,302 / 126,57 = 0,0239 pmol L™

Faixa de Concentragéo: 0,024 a 1,25 umol L™

Os resultados obtidos demonstram em relagdo aos obtidos no item 3.5, que
ocorre um aumento de sensibilidade para detec¢do de H,O,, atingindo-se um menor
limite de deteccdo consequentemente. Este fato mostra que o metal em sua forma
reduzida, Cu®, pode intermediar a reducdo do H,O,, regenerando Cu®*, que entra
novamente no ciclo catalitico.

Na figura 42 sdo apresentados os resultados obtidos com o eletrodo de
Au/MPA/GSH.
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Figura 42: (A) Amperograma obtido em solugdo tamp&o fosfato 0,1 mol L™, pH 7,2, ap6s
adicoes de solucdo padréo de H,0,. Eletrodo de trabalho: Au/MPA/GSH/Cu?"; Eap = -0,2
V. (B) Curva analitica de corrente catddica versus concentracdo de H,O, na célula
elgtroquimica. Is = (-4,07 = 0,39) (10° A) + (13,98 + 0,11) (10° A / umol L™ [H,0,] e
R®=0,9996.

A figura 42 mostra que existe correlagdo entre as correntes faradaicas obtidas e a
concentragdo de H,0O,, porém, o limite superior de linearidade para o eletrodo de
AU/MPA/GSH/Cu** nestas condicbes é de 572 pmol L™ Para o eletrodo de
AU/MPA/GSH, a saturacdo para a curva de | versus [H,0,] ocorreu em 2,96 pmol L™,

conforme a figura 29.
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A sensibilidade e o limite de deteccdo, obtidos para este eletrodo foram calculados a

partir da equacgdo da curva analitica, conforme abaixo:

l¢ = (-4,07 £ 0,39) (10° A) + (12,98 + 0,11) (10° A/ umol L") [H20,]  R*=0,9996

Sensibilidade = Alp,c / A[H,0,] / Area = 12,98 / 0,071 = 0,18 pA L pmol™ cm™

Limite de Deteccdo = 3 x s(b) / b = 3 x 0,394 / 12,98 = 0,0911 pmol L™

Limite de Quantificacdo = 10 x s(b) / b = 10 x 0,394 / 12,98 = 0,304 pmol L™

Faixa de Concentracdo Detectavel: 0,30 a 5,72 pmol L™

Os resultados obtidos demonstram que ocorreu acréscimo na faixa de
concentracdo detectavel, em relacdo a obtida para o eletrodo de Au/MPA/GSH, para o
eletrodo de Au/MPA/GSH/Cu®. Isto ocorreu, pois a quantidade de grupos tiélicos
eletroativos na superficie do eletrodo aumentou devido a presenca do metal. VariacOes
significativas em relagdo aos valores de sensibilidade e limite de deteccdo, em relagéo
aos dados obtidos com o eletrodo de Au/MPA/GSH, nao foram obtidas. Este fato indica
que no eletrodo de Au/MPA/GSH/Cu®, o metal ndo reage diretamente com o H,O,
como foi observado para o eletrodo de Au/MPA/CSH/Cu?".

3.15. Interacado do Eletrodo de Au/MPA/CSH com Moléculas de Oxigénio

Conforme observado na figura 4 a CAA de MPA funciona como uma barreira
para as moléculas de O, de modo que estas ndo conseguem sofrer reducdo diretamente
sobre a superficie do eletrodo. No entanto, devido ao efeito oxidante do O, realizaram-
se experimentos com o objetivo de avaliar a capacidade do mesmo no deslocamento do
equilibrio redox do par CSSC/CSH, das moléculas eletroativas sobre a superficie do
eletrodo de Au/MPA/CSH. Para tanto, o gas foi borbulhado na célula eletroquimica por
diferentes intervalos de tempo.

Na figura 43 séo apresentados 0s voltamogramas obtidos apos cada intervalo de
5 minutos de tempo de purga de gas oxigénio sobre a solucdo de eletrolito.
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Figura 43: (A) Voltamogramas Ciclicos obtidos com eletrodo de Au/MPA/CSH em
solugdo tampao fosfato 0,1 mol L pH 7,2. E;i=-02V; E,=03VeE;=-02V;v=
0,1V s™.(B) Ip versus tempo de O,. (C) Ep versus tempo de O,. Voltamogramas
registrados apds borbulhamento de O, por tempos variaveis.

A figura 43 mostra que as correntes de pico anddica e catddica aumentam em
decorrencia do acréscimo de O, na solucdo de eletrdlito e atingem um limite apos 20
minutos de tempo de borbulhamento. DiminuicGes das correntes de pico, em relagédo a
medidas realizadas ap6s tempos de borbulhamento mais elevados, ocorrem devido ao
acrecimo de oxigénio na solucdo perturbar o equilibrio instavel da solucdo
supersaturada. A reacdo entre moléculas de O, e as moléculas de CSH sobre a superficie
do eletrodo de Au/MPA/CSH séo descritas a seguir:

CSH+0,2 CS +0, +H" (63)
Este processo favorece a formacéo do radical tioil e do ion superoxido, devido a

capacidade oxidante do O,, que sofre reducdo monoeletronica. 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 anddicas como catodicas. Desta forma, o0 aumento das correntes de pico ocorre
por conta do deslocamento do equilibrio de formacdo do radical tioil, a etapa lenta
mecanismo envolvendo a formacao das pontes de dissulfeto. Como a geracdo do radical
tioil depende da concentracdo de ions tiolato que é pequena em pH em torno de 7,0 e
costuma ser lenta nesta condicdo de acidez, o oxigénio age avangando uma etapa do
mecanismo, gerando a espécie que participa tanto do processo de oxida¢do como
reducdo, aumentado as velocidades das reacGes catddicas e anodicas.

A variacdo dos potenciais de pico ocorre devido a alteracdo das concentracdes das
espécies participantes do processo redox na superficie do eletrodo, causando alteracéo
nos sobrepotenciais de concentracdo destas espécies.

O aumento das correntes de pico apos acréscimo de O, na solucdo de eletrdlito é
notério, porém, é inferior ao efeito da adsorcdo de fons Cu®* sobre o eletrodo. O
processo oxidativo exercido pelas moléculas de O, é limitado por sua difusdo, do seio
da solucéo & superficie do eletrodo, situacdo diferente dos fons Cu®* que podem ser
adsorvidos e s mantém na superficie do eletrodo. Desta forma, o transporte de massa
limita a acdo das moléculas de oxigénio sobre o par redox, que resultado do equilibrio
de formagdo e quebra da ponte de dissulfeto sobre a superficie do eletrodo de
Au/MPA/CSH.

Para avaliar o efeito da manutencdo dos niveis de correntes de pico nos
voltamogramas ap6s a saturacdo da solucdo de eletrélito suporte com O, realizaram-se
ciclos sucessivos em eletrélito suporte apds o borbulhamento deste gas na célula
eletroquimica por 30 minutos. Na figura 44 sdo apresentados os resultados obtidos.
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Figura 44: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando eletrodo de
Au/MPA/CSH em solugéo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2, apés borbulhamento
de O, por 30 minutos. E; =-02 V; E; =03V e E;f=-02V;v =01V st (B) Ip
versus tempo de O,. (C) Ep versus tempo de O,.

A figura 44 mostra que ocorre diminuicdo das correntes de pico até valores
basais. Os potenciais de pico também sofrem ligeiras variacdes, sugerindo alteracdes
nas concentragbes superficiais dos participantes do equilibrio redox dos grupos
eletroativos na superficie do eletrodo. Este comportamento ocorre devido ao retorno
para a condigdo limite, onde o consumo de moléculas de oxigénio ndo consegue ser
suprido pela sua difusdo do seio da solugdo a superficie do eletrodo. Isto indica que a
reacao apresentada no equilibrio (63) € mais rapida que a difusdo de O, a superficie do
eletrodo, indicando que o processo e controlado pela difusdo do gas e sua concentracao,
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na superficie do eletrodo, € nula. Na figura 45 0 mesmo experimento foi repetido,

porém, realizando os ciclos voltamétricos a 1,0 V s™.
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Figura 45: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando eletrodo de
Au/MPA/CSH em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2. E; = -0,2V; E), = +0,3
VeE;=-02V;v=10Vs™ (B) Curvas de Ip versus nimero de ciclos e (B) Ep
versus numero de ciclos. Voltamogramas obtidos apds borbulhamento de O, por
30 minutos.

Os dados apresentados na figura 45 mostram que trabalhando em maior
velocidade de varredura ocorre aumento das correntes e estabilizacdo dos potenciais de
pico para um numero de varreduras maior que 10, ja que se consegue ainda manter
algum nivel de O, na superficie do eletrodo. O processo de reducdo passa a ocorrer com
duas etapas, conforme foi observado na Figura 21, indicando que devido ao curto
intervalo de tempo, o processo de reducdo da ponte de dissulfeto é incompleto. Desta
forma, apds a quebra das pontes de dissulfeto (reacdo 39) o radical tioil formado desta

primeira etapa de reducdo passa a reagir com ions superoxido provenientes da reacdo
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entre grupos tiolicos protonados e moléculas de O, (reacdo 63). Esta reacdo produz o ion
tiolato, a espécie responsavel pelo inicio do processo redox (primeira etapa de oxidagao,
equacéo 38), aumentado as correntes observadas. Na auséncia de oxigénio a quantidade
de ions tiolato formada provém da desprotonacdo do grupo tiolico (reacdo 37), que €

desvaforecida no valor de pH utilizado no experimento.

CSSC+H"+e = CS +CSH (39)
CSH+0,=> CS + 0, + H* (63)
CS +0,” > CS +0, (64)
CSDCS+e (38)

O ciclo descrito pelas sequéncias das reagdes (39), (63), (64) e (38) justifica o
ligeiro aumento das correntes de pico para sucessivos ciclos em relacdo ao primeiro
voltamograma obtido a 1,0 V s™, devido & limitagdo temporal do experimento que
permite a reacdo entre o ion superdxido e o radical tioil ndo oxidados a ponte de

dissulfeto.

3.16. Influencia do Oxigénio sobre o Excesso Superficial e Coeficiente de
Transferencia de Carga no Eletrodo de Au/MPA/CSH

Obtiveram-se voltamogramas ciclicos utilizando-se o eletrodo de Au/MPA/CSH
em solucdo de eletrolito de suporte saturada de O, em diferentes velocidades de
varredura para a avaliacdo da participacdo do oxigénio no processo redox dos eletrodos
de Au/MPAJ/CSH. Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 46.

112



-0,2 0.0 0,2 0.4
E vs. Ag/AgCI KCl sat. / V

A A
015 A
2+ B A A C “
A A A & A A
A A A A
A
A
A
< o-¢ 010}
B BRA -
L v > & Boa
a | v a v Epc
w
{ v v
’ i v — v v
} v v
v v,
v v A\ 4
s . . v v Om "
00 02 04 06 08 10 -3 -2 0
‘/VS Ny

Figura 46: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de Au/MPA/CSH em
solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 em diferentes velocidades de varredura.
Ei=-0,2V; E, =+0,3V e Ef=-0,2 V. (B) Curvas de Ip versus v Ip,c = - (4,08 + 0,08)
10° (A /V st v; R =0,9952 e Ip,a = (2,56 + 0,13) 10° (A / V s%) v; R? = 0,9934).
(C) Ep versus In v. Voltamogramas registrados ap6s borbulhamentode O, por 30
minutos.

A figura 46 mostra que as correntes de pico variam linearmente com a velocidade
de varredura, indicando que os processos faradaicos observados sdo resultantes de
transferéncia eletronica de espécies adsorvidas na superficie do eletrodo de trabalho. O
desdobramento do pico de reducdo para mais altas velocidades de varredura, observado
em experimentos na auséncia de oxigénio (figura 21) ndo foi observado devido ao
consumo dos radicais tioil (reacdo 64, reacdo com O, ), lembrando que a espécie O, é

produzida a partir da reacéo entre O, e CSH (reacéo 63).
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Desta forma, demonstra-se a acdo ndo s6 das moléculas de O,, mas também de
seus subprodutos como o ion superdxido, cuja acao se limita a velocidades de varredura
maiores que 0,6 V s, onde alteracéo no comportamento da curva de Ep versus In v, foi
observada, figura 46C.

Determinou-se o recobrimento superficial das espécies eletroativas sobre o
eletrodo (I"°) e o coeficiente de transferéncia eletrénica o, apds a saturagdo do eletrolito
suporte com oxigénio usando as inclinagbes das curvas de Ip versus v e as equagoes
(21) e (22). Os valores obtidos para Iy e o foram 6,08 x 10 mol cm? e 0,62,
respectivamente.

O excesso superficial determinado nesta condicdo foi 5 vezes superior ao
determinado na condicdo de auséncia de O, na solucdo de eletr6lito de suporte
(To = 1,23 x 10! mol cm™®). Este resultado mostra que o oxigénio aumenta a quantidade
de espécies eletroativas provenientes das moléculas de CSH, na superficie do eletrodo
de Au/MPAJ/CSH. O inicio dos processos redox na superficie deste sensor depende da
desprotonacao do grupo tidlico que é desvaforavel na condicéo de pH 7,0; portanto o0 O,
tem papel fundamental na formacdo de espécies intermediadrias que atuam sobre
equilibrio de formacdo das espécies eletroativas. Este fato se reflete no aumento do
valor de a, 0,62, em relacdo ao obtido na auséncia de oxigénio na solucédo de eletrolito
(o =0,522).

3.17. Avaliacdo do comportamento voltamétrico do Eletrodo de Au/MPA/CSH na
presenca de Quercetina e O,

A avaliacdo do comportamento voltamétrico do eletrodo de Au/MPA/CSH na
presenca de quercetina foi realizada com o eletrodo de Au/MPA/CS apés
borbulhamento de O, durante 30 minutos na solugdo de eletrolito suporte contendo
quercetina. Para efeito de comparacédo utilizou-se também o eletrodo de ouro limpo. Os

resultados sdo apresentados na figura 47.
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Figura 47: Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando eletrodo de Au/MPA/CSH
em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 contendo 5,63 pmol L™ de
quercetina. E; = -0,2V; Ey = +03V e Ef = -02 V. v = (A) 0,01 e (B) 0,1 V s™.
Voltamogramas registrados apés borbulhamento de O, por 30 minutos.

Na figura 47 € observado que o eletrodo de Au/MPA/CSH apresenta maior
sensibilidade para a detecgé@o de quercetina em relagéo ao eletrodo. Para voltamogramas
realizados a velocidades de varredura de 0,01 V s™ observou-se que a corrente de pico
anodica foi maior do que a catddica, mas este efeito desaparece em voltamogramas
obtidos a 0,1 V s™. Na figura 48 sdo apresentados os voltamogramas obtidos antes e

apos a adicdo de quercetina a solucéo de eletrolito.

25 nA

w— DFANCO
1° ciclo
- = = 29 ciclo

-0,2 0,0 0,2 04

E vs. Ag/AgCI KCl sat. / V
Figura 48: Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de Au/MPA/CSH em
solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2 contendo 5,63 pmol L™ de quercetina.

Ei = -0,2V; Ey = +0,3 Ve Ef = -0,2 V; v = 0,01 V s™. Voltamogramas registrados
apods borbulhamento de O, por 30 minutos.
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A figura 48 mostra que a adicdo de quercetina a solucdo de eletrolito suporte
promove 0 aumento da corrente anddica em relacdo ao voltamograma obtido apenas em
eletrolito. A analise da estrutura da molécula de quercetina demonstra ser possivel o
estabelecimento de um equilibrio tautomético, resultante da realocacdo de um proton,
formando uma quinona. Porém, para o estabelecimento deste equilibrio é necessario que

uma espécie intermediaria oxidada seja formada, 15.

Esquema 15: Equilibrio tautomérico da molécula de quercetina

Desta forma, o radical tioil, gerado pela acdo do oxigénio atua como agente
oxidante para moléculas de quercetina que se difundem a superficie do eletrodo. Os
problemas relacionados formacgdo de uma quantidade muito pequena de radicais tioil
nas condi¢cOes de acidez do experimento, assim como o curto tempo de vida deste
radical, foram contornados pela acdo do O,. Este tltimo intensifica a formacéo de CS' e
permite o estabelecimento de um mecanismo eletrocatalitico para deteccdo de

quercetina, reagoes (63), (38) e (65).

CSH+0, 2 CS +H" + 0, (63)
CS=2>CS+e (38)
CS + Qreg > CS ™+ Qoxi + H” (65)

A queda do sinal do segundo ciclo em relacdo ao primeiro ocorre devido a
limitacdo de tempo para difusdo do O, para a superficie do eletrodo, espécie esta que
ajuda na manutencao dos niveis de corrente observados. Efeitos de envenenamento da

superficie por adsor¢éo de produtos de oxidacdo ndo foram observados.

3.18. Perfil Voltamétrico como Funcédo da Velocidade de Varredura

Avaliou-se também o efeito da velocidade de varredura na deteccdo de quecetina.

Os resultados séo apresentados na figura 49.
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Figura 49: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de
varredura utilizando eletrodo de AU/MPA/CSH em solugéo tampéao fosfato 0,1 mol
L™ pH 7,2 contendo 5,63 pmol L™ de quercetina. B) Curvas de Ip versus v, (C) Ep
versus In v e (D) Ip,a/lp,c versus v. Ei = -0,2V; E, = +0,3 V e Ef = -0,2 V.
Voltamogramas registrados ap6s borbulhamento de O, na solugdo por 30 minutos.

A Figura 49B mostra que as correntes de pico aumentam linearmente com a
velocidade de varredura, de modo que as espécies responsaveis pelo processo redox
observado apresentam-se na superficie do eletrodo. Para baixas velocidades de
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varredura a relagdo entre as correntes de pico (Ip,a/lp,c) € muito maior do que a unidade
devido ao processo eletrocatalitico que resulta em aumento da corrente anddica e
diminuicdo da corrente catodica, figura 49D. O processo eletrocatalitico ndo é
observado a altas velocidades de varredura devido a dificuldade em suprir O, na
superficie do eletrodo e, nesta condicdo, a Unica fonte do radical tioil, CS®, é a
eletroquimica, que é desfavorecida no pH de trabalho utilizado. Ja para velocidades de
varredura mais altas é observado que para baixos valores de velocidades de varredura
obteve-se relacdo devido a diminuicdo das correntes de pico catddicas. Isto ocorre em
conseqiiéncia do processo eletrocatalitico envolvendo o consumo das espécies na
superficie do eletrodo aptas a se reduzirem, através de moléculas de quercetina em

solucéo, conforme observado na figura 48.

3.19. Determinacdo de Quercetina Através de Eletrodos de Au/MPA/CSH por
Voltametria Ciclica

A figura 50 mostra os resultados obtidos para determinacdo de quercetina por

voltametria ciclica.
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Figura 50: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando o eletrodo de
Au/MPA/CSH em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™, pH 7,2, contendo diferentes
concentracdes de quercetina e (B) Ip,a versus [quercetina]. Ip,a = (20,15 + 0,40) nA
+ (7,89 + 0,06 ) [Quercetina] / pmol L™. Condicdes Experimentais: E; = -0,2V;
E,=+0,3VeE;=-0,2V;v=0,01Vs?eborbulhamento de O, por 30 minutos.

Na figura 50 é observado que o acrescimo de corrente anodica ocorre linearmente em
funcdo da concentracdo de quercetina na solucdo de eletrolito até o limite de 12,2 umol
L™, onde a partir deste valor o acréscimo ocorre de forma ndo linear. Através da

regressdo linear entre os valores de Ip,a versus concentracdo de quercetina, foram
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calculados o limite de deteccédo e a sensibilidade do eletrodo de Au/MPA/CSH para a

determinacéo deste flavonadide.

Ip,a = (20,152 + 0,398) nA + (7,894 + 0,055 )[Quercetina / umol L™]

Sensibilidade = Alp,a/A[Querc.] / Area = 7,894/0,0707 = 0,112 pA pmol™ cm™

Limite de Deteccdo =3 x 0,398 / 7,894 = 0,151 pmol L™

Limite de Quantificacdo = 10 x 0,398 / 7,894 = 0,504 pmol L™

Faixa de Concentracdo: 0,50 — 12,2 pmol L™

ConcentracOes habituais de quercetina em produtos vegetais se encontram dentro
da faixa de calibracdo para a curva analitica obtida, porém, a caracteristica redutora de
diversos outros flavondides antioxidantes em amostras vegetais dificultaria a

quantificacdo precisa de quercetina nessas amostras.
4. Conclusoes

Foi possivel concluir que através do recobrimento de eletrodos de ouro com
camadas auto-arranjadas de acido 3-mercaptopropiénico (MPA) é possivel a imobilizar
moléculas de L-cisteina (CSH) e L-glutationa (GSH), de maneira a manter a
eletroatividade do grupo tidlico na interfase eletrodo/solucéo.

Os processos eletroquimicos observados nos eletrodos de Au/MPA/CSH e
AU/MPA/GSH podem ser atribuidos ao par redox R-S-S-R/R-SH que se encontra
adsorvido na superficie de ambos os eletrodos. A relacdo linear existente entre as curvas
de correntes de pico e a velocidade de varredura corrobora esta conclusdo. As espécies
participantes deste equilibrio eletroquimico foram identificadas como sendo o grupo
tiolico (-SH) e a ponte de dissulfeto (-S-S), presentes em ambos os eletrodos.

Demonstrou-se que 0 mecanismo de formacédo da ponte de dissulfeto a partir de
grupos tiolicos ocorre a partir da desprotonagdo deste grupo, onde a espécie que inicia o

ciclo é o fon tiolato que se oxida ao radical tioil, CS®. Dependendo do pH do meio, esta
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reacdo ocorre através de mais de uma etapa, de modo que em condicdes de acidez
proximos a neutralidade, este radical ataca um grupo RSH vizinho, formando espécie
radicalar instavel que imediatamente perde um eletron e um préton formando a ponte de
dissulfeto. Para valores de pH superiores a 7,0, 0 processo ocorre em uma unica etapa
eletroquimica, em que radicais tioil vizinhos se reagem quimicamente para formar a
ponte de dissulfeto. Em condicBes de excesso de acidez tal reacdo ndo ocorre devido a
auséncia de ions tiolato. O processo de reducdo da ponte de dissulfeto depende de
prétons, devido a seu caracter redutor, capaz de estabilizar as espécies intermediarias
geradas ap0s a quebra oxidativa da ligagédo S-S.

SupBe-se que o processo de ancoramento de moléculas de CSH e GSH sobre a
CAA de MPA na superficie do eletrodo ocorra através da formagdo de um par idnico,
que durante a etapa de ativacdo eletroquimica, origina a formacdo de uma ligacédo
covalente. Este processo envolve a eliminacdo de moléculas de agua, necessaria para a
formagdo da ligagdo amidica, comum entre grupos amino e carboxila em amino&cidos.
O uso de reagentes formadores de ligacdes covalentes com EDC/NHS apresentou
resultados semelhantes.

Através de voltamogramas ciclicos obtidos em solugdes de eletrdlito em
condicGes 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 sao
menores. Isto demonstrou que ambas as espécies participam do mecanismo, de modo
que a condicdo de acidez intermediaria, onde as duas espécies coexistem foram obtidas
as maiores correntes de pico.

Como as correntes tendem a zero para condi¢Oes de alta acidez, concluiu-se que
0 ion 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 maximo. Este resultado indica que nestes
valores de pH, onde somente a espécie desprotonada esta presente, a reacao se processa
com apenas uma etapa envolvendo transferéncia eletronica.

O mecanismo global para a reagdo redox do par R-S-S-R/R-SH envolve a
transferéncia de dois elétrons e um proton, evidéncia da formagdo de uma espécie
radicalar, o radical tioil, que pode ser formado a partir do grupo tiolico desprotonado.

A formagédo da ponte de dissulfeto foi confirmada através dos estudos de
espectroscopia Raman de superficie, onde foi possivel observar a banda correspondente

a esta ligacdo em 465 cm™,
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A identificacdo dos grupos tidlicos na superficie dos eletrodos de Au/MPA/CSH
e Au/MPA/GSH foi realizada por meio de uma titulacdo voltamétrica onde solucdo de
fons [Fe(CN)g]* em diversos valores de pH, foi utilizada como sonda eletroquimica. O
valor de pKa encontrado para o grupo carboxila no MPA foi 5,49, enquanto o valor
encontrado para o pKa do grupo tiélico nas molécula de CSH foi 8,05. Caso o 4&tomo de
enxofre estivesse ligado na superficie metélica do eletrodo, o processo de desprotonagdo
dos grupos tidlicos ndo seria observado através da variacdo do pH da solugdo de
[Fe(CN)e]™

A partir do equilibrio de desprotonacdo do grupo tidlico presente nas moléculas
de CSH e GSH, estimaram-se a quantidade total destas moléculas sobre a superficie do
eletrodo, sendo, no caso do eletrodo de Au/MPA/CSH equivalentes a quantidade de
MPA sobre a superficie 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 superficie de mesma area.

A reacdo dos grupos tiélicos com espécies eletroativas demonstrou a capacidade
redutora destas moléculas. O resultado da reacdo com o perdxido de hidrogénio indicou
que esta molécula age nao s6 deslocando o equilibrio redox na direcdo da formacao da
espécie oxidada do par, mas que outros produtos sdo formados. Comportamentos
diferentes foram obtidos entre os eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH,
indicando diferenca na reatividade entre as moléculas de CSH e GSH com o peroxido
de hidrogénio. Processos eletrocataliticos foram observados para baixas velocidades de
varredura para ambos os eletrodos, porém devido ao acréscimo de descarga do
eletrolito, faixas estreitas de calibracdo para determinacdo de perdxido de hidrogénio,
via voltametria ciclica, foram obtidas.

Pela técnica de amperometria foi possivel o desenvolvimento de melhores
métodos de analise para esta substancia utilizando ambos os eletrodos de Au/MPA/CSH
e Au/MPA/GSH.

A incorporacdo de Cu®* nos eletrodos de Au/MPA/CSH e Au/MPA/GSH
produziu uma nova superficie na qual as espécies reduzidas, CSH e GSH, passam a
fazer parte do processo redox, uma vez que o sdo oxidadas pelo metal, produzindo a
especie intermediaria, 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* +RSH = Cu* +RS + H*
RSH = RS +H*
RS = RS +¢
RSH + RS =& RSSR + H' + ¢’

Assim, a presenca de fons Cu®* na superficie dos eletrodos intensifica as
correntes de pico do par RSSR/RSH, por aumentar as espécies eletroativas desta reacao
sobre a superficie do eletrodo modificado. Com os eletrodos de Au/MPA/CSH/Cu®* e
AU/MPA/GSH/Cu* foi possivel o desenvolvimento de um método amperométrico para
a determinacdo de H,0..

Aparentemente, o grupo carboxilato é o responsavel pela estabilizacdo inicial do
Cu?* nestas superficies. Estudos posteriores em que a cisteina e glutationa sejam
substituidas por cistamina, poderdo comprovar esta hipotese.

O oxigénio molecular possui um efeito similar a0 do Cu®* em eletrodos de
AU/MPA/CSH, no que diz respeito a formacdo do radical tioil, a partir do tiol em sua
forma reduzida. Esta reacdo foi utilizada para desenvolver um método catalitico para
determinacéo de espécies antioxidante, como a quercetina, reacoes (63), (38) e (65), via

voltametria ciclica.

CSH+0, 2 CS +H" +0;” (63)
CS=2>CS+e (38)
CS + Qreg > CS ™+ Quxi + H” (65)

Uma limitacdo desta metodologia ¢ a baixa velocidade de varredura que deve ser
empregada para que o O, se difunda até a superficie do eletrodo para alimentar o ciclo
catalitico.

A utilizacdo dos eletrodos contendo fons Cu?* para deteccéo de quercetina ndo é

possivel devido ao efeito complexante da quercetina sobre o metal.

5. Perspectivas Futuras
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Pretende-se utilizar a Espectroscopia Absorcdo de Raio-X (EXAFS e XANES)
para a determinar aspectos do ambiente quimico em torno dos grupos ti6licos presentes
nos eletrodos de Au/MPA/CSH e a Espectroscopia de Infra-Vermelho por reflectancia
(IR-ATR) para identificacdo das ligacbes quimicas presentes na superficie modificada.
Para a identificacdo de todas as possiveis ligagdes quimicas presentes na superficie do
eletrodo de Au/MPA/CSH pretende-se utilizar da Espectroscopia de Infra-VVermelho por
reflectancia (IR-ATR).

Para verificar a formacao de radicais tioil e producdo de ions superoxido sobre o
eletrodo de AuU/MPA/CSH pretende-se utilizar a técnica de Espectroscopia de
Ressonancia Paramagnética (EPR). A substituicdo da cisteina por cistamina pode,
igualmente, fornecer resultados importantes sobre a participagdo do grupo carboxilato

na estabilizagdo superficial do fon Cu®*.
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