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RESUMO

“DESENVOLVIMENTO DE SENSOR BIOMIMETICO PARA ACIDO ASCORBICO
EMPREGANDO MONOCAMADAS AUTO-ORGANIZADAS DE TIOIS SOBRE
ELETRODOS DE OURO”

Autor: Rafaela Fernanda Carvalhal
Orientador: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota
Co-orientador: Prof. Dr. Renato Sanches Freire

Palavras chave: SAM, MPA, nanotecnologia, cobre, vitamina C.

Esta dissertacdo descreve o estudo e uso de sistemas auto-organizados como elemento base na
modificacdo de eletrodos de ouro policristalino para a construgdo de um sensor biomimético.
Realizou-se uma comparagdo e avaliagdo dos procedimentos mais comuns utilizados no pré-
tratamento de superficies de ouro, com o escopo de verificar o efeito das condicbes de pré-
tratamento eletrédico na formagéo da SAM que seria utilizada como agente imobilizador das espécies
biomiméticas no desenvolvimento do sensor. A estratégia que leva a formagao de SAM de tidis com
recobrimento satisfatério sobre eletrodos de ouro policristalino € aquela que proporciona uma
superficie limpa, com baixa rugosidade e menor quantidade de 6xidos e foi obtida a partir da seguinte
estratégia: polimento mecanico manual, seguido do tratamento quimico com solu¢do piranha acida
(10 min. de imersao), em seguida o eletrodo foi polido eletroquimicamente e, por fim, foi imerso em
alcool etilico por 30 min. Foi construido um sensor biomimético a ascorbato oxidase, para a
determinagdo de vitamina C em comprimidos, a partir da modificacdo de um eletrodo de ouro
policristalino com uma SAM de acido 3-mercaptopropiénico, sobre a qual foi feita a imobilizagdo de
ligantes etilenodiamina com posterior complexagao de cobre pelos ligantes. O sensor apresentou um
limite de resposta linear entre 1,0 € 20,0 umol L™, com um limite de deteccdo de 0,1 umol L' e um
tempo de resposta de 0,5 s. Apresentou tempo de vida util de até 3 dias depois de iniciado o seu uso,
sendo possivel cerca de 40 determinagdes sem decréscimo significativo na resposta do sensor.
Foram analisadas amostras de farmacos; os resultados obtidos foram estatisticamente iguais ao nivel

de 95 %, quando comparados com o método de titulométrico convencional com iodo.
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ABSTRACT

“ASCORBIC ACID BIOMIMETIC SENSOR DEVELOPMENT EMPLOYING THIOL
SELF-ASSEMBLED MONOLAYERS ON POLYCRYSTALLINE GOLD ELECTRODES”

Author: Rafaela Fernanda Carvalhal
Supervisor: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota
Co-supervisor: Prof. Dr. Renato Sanches Freire

Keywords: SAM, MPA, nanotechnology, copper and vitamin C.

This work describes the study and the application of modified gold electrodes with self-assembled
systems to the construction of a biomimetic sensor. It was realized a comparison and an evaluation of
the most used pretreatment procedures employed to prepare the gold electrode surface in order to
establish which pretreatment procedure is more suited to generate a well packed self-assembled
monolayer (SAM) that will be used to anchor biomimetic species to sensor development. The strategy
that leads to the formation of a thiol SAM with great surface coverage upon polycrystalline gold
surfaces is the one that promotes a clean surface without gold oxides and with low roughness. It was
achieved by the following protocol: a mechanical polishing, followed by an oxidant treatment with
“Piranha” solution for 10 min. After that the electrode was electrochemically polished by scanning the
potential between gold redox potentials, and at the end, the electrode were immersed in ethanol for 30
minutes. It was built up a sensor that imitates the catalytic mechanism of ascorbate oxidase to the
oxidation of ascorbic acid. It was formed by a gold electrode modified with a SAM of 3-
mercaptopropionic acid in which was immobilized ethylenediamine ligands, whose had complexed
copper ions. The sensor had shown a linear response range between 1.0 e 20.0 umol L™, with a
detection limit of 0.1 umol L™ and a response time of 0.5 s. The sensor presented a storage time of
approximately 3 days after its use had been initiated, and it was possible to perform 40 determinations
without any considerable loss of the signal. It was performed the analysis of vitamin C in
pharmaceuticals formulations with the developed sensor and the results were compared to the
iodometric titrimetry and the results from the two methods were not significantly different (judged by t-

test at 95 % of confident level).
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APRESENTACAO

O desenvovimento deste trabalho deu-se pela necessidade de investigar as
potencialidades da utilizagdo de sistemas auto-organizados, a partir de uma estratégia
biomimética, na construcao de uma ferramenta analitica com caracteristicas vantajosas
em relagcdo aquelas existentes objetivando-se a determinacdo de compostos de
interesse farmacologico.

Este trabalho foi divido em capitulos para melhor exposicdo, discussédo e
compreensao dos conteudos pelo leitor. No primeiro capitulo, encontra-se uma
introducédo a respeito de monocamadas auto-organizadas de tidis, biomimetizacédo e
sensores biomiméticos.

No segundo capitulo, sera descrito o estudo das condi¢cdes de pré-tratamento da
superficie aurea eletroédica para a formacdo de monocamandas auto-organizadas de
tiois. Este estudo mostrou-se essencial a obtengao de controle e repetibilidade durante
a construcédo do sensor e para os estudos relacionados a quimiosor¢gao de compostos
tiolados sobre ouro. Reservando-se o terceiro capitulo ao desenvolvimento de um
sensor biomimético a enzima ascorbato oxidase para a determinagao de vitamina C em
amostras de farmacos. Os Uultimos capitulos trazem uma conclusdo geral e as

perspectivas do trabalho.
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.1 Modificacao de superficies com monocamadas auto-organizadas
de tidis

As interacbes entre moléculas e superficies sao alguns dos aspectos mais
empolgantes e mais bem estudados da ciéncia de superficies. A magnitude destas
interagbes depende da natureza quimica da ligagédo, variando desde as mais fracas
como, por exemplo, a existente entre alcanotidis adsorvidos sobre ouro até interacdes
muito fortes, capazes de quebras de ligacbes moleculares, bem como a existente entre
etileno e platina [1].

Uma das interacbes mais marcantes consiste na auto-organizagcéo espontanea
de atomos ou moléculas em arranjos ordenados sobre superficies. O conceito de
moléculas organizadas com alto grau de ordenamento sobre determinados substratos
nao € novo, contudo, no contexto da quimica de superficies, o tema tem chamado a
atencgao, principalmente, nos ultimos vinte anos, no que tange ao estudo e a aplicagéo
tecnolégica de monocamadas moleculares auto-organizadas sobre superficies
metalicas. No entanto, ainda hoje sao realizados desde estudos relacionados a
investigacdo da organizagdo fundamental e a quimica envolvida nestes sistemas, até
trabalhos que examinam a robustez e a aplicabilidade destes na modificacdo das
propriedades fisicas e quimicas de superficies.

Monocamadas auto-organizadas (SAM, do inglés self-assembled monolayers)
sdo ordenamentos organicos formados por meio da adsorgdo dos seus constituintes
moleculares dispersos, inicialmente, em solugdo liquida ou fase gasosa sobre
superficies de solidos, arranjos regulares de solidos ou liquidos (no caso de mercurio
ou outro metal liquido ou liga). Os adsorbatos se organizam espontaneamente e, as
vezes, epitaxialmente (segundo o arranjo cristalino do substrato), em estruturas
cristalinas ou semi-cristalinas [2]. No entanto, o grau de organizacdo depende da
natureza da interacdo quimica entre atomos do substrato e do adsorbato, bem como do
tipo e forga da interagao intermolecular entre as moléculas do adsorbato. A estabilidade
da monocamada formada é diretamente proporcional a intensidade destas forgcas de

ligacdo e interagao.



I.1.1 A interacao adsorvente-substrato

Sistemas quimioadsorvidos incluem a auto-organizacao de trialquil, tricloro, ou
trialcoxisilanos em superficies de didxido de silicio [3-5], acidos carboxilicos adsorvidos
sobre superficies de prata e 6xidos de aluminio [6-7] e n-alcanotidis quimioadsorvidos
em superficies de ouro [8-11], para mencionar alguns poucos exemplos. As SAM sao
classificadas de acordo com o mecanismo utilizado na sua fixagao sobre o substrato e
existem basicamente trés técnicas de fixagdo. A silanizacdo [12-14], a técnica de
Langmuir-Blodget [15-16] e a adsorcdo irreversivel de moléculas anféteras
funcionalizadas sobre superficies metalicas ordenadas.

Particularmente, as SAM mais bem estudadas sdo aquelas formadas sobre
metais de transi¢gdo, como ouro, prata, cobre, paladio e mercurio, a partir de moléculas
que tenham um grupo cabecga rico em elétrons, como S, O e N e, comumente, grupos
de cadeias alquilico. Nestes casos, a afinidade entre a superficie e o grupo cabecga, é
forte o suficiente para formar tanto ligagdes covalentes quanto ibnicas que, em geral,
possuem magnitude maior que 41,8 kJ mol’ e também interacdes laterais entre
moléculas adjacentes onde as energias envolvidas sdo consideradas < 41,8 kJ mol”,
devido a forgas de van der Waals que séo suficientes para manter o arranjo da SAM [1].
O conjunto destas interagdes confere a monocamada uma estabilidade muito maior que
unidades individualmente adsorvidas.

Um esquema de uma SAM de n-alcanotiois sobre uma superficie de ouro é

Grupo funcional
/ terminal
/ Cadeia hidrofébica

__—Interface S-metal

mostrada na Figura 1.

T Substrato metalico

Figura 1. Diagrama esquematico de uma monocamada ideal de alcanotiol formada

sobre uma superficie de ouro. Os elementos que compde a SAM estdao em destaque.
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A area seccional ocupada por uma cadeia alquilica é de 18,4 Aee ligeiramente
menor que a area ocupada pelo grupo tiol adsorvido sobre a superficie de Au(111) que
é de 21,7 A2 [17]. Entdo, as cadeias alquilicas devem, necessariamente, se dispor
inclinadas em um determinado angulo para obter o empacotamento étimo, como é
ilustrado na Figura 1. Se, por exemplo, os grupos metilénicos de um n-alcanotiol forem
substituidos por grupos —CF,, a area requerida por estas cadeias aumenta para 27 A2 e,
neste caso, o empacotamento sera mais influenciado pela disposicdo das cadeias do
que pelo espacgo ocupado pelo grupo adsorvido no substrato. Havera menor inclinagao
das cadeias e menor ocasido para desordens relacionadas a disparidades no angulo de
inclinagdo, gerando uma SAM mais impenetravel [17].

Considerando que a variacdo no contato eletrénico entre o adsorbato e o
substrato metalico controla, principalmente, a forca das interagbes no interior do filme
fino, a manipulagdo estrutural dos mondmeros formadores da SAM afetara a
capacidade intrinseca de auto-ordenamento e também a condutividade eletrénica do
filme. Contudo, o grupo funcional terminal de uma SAM é também responsavel por
parte das propriedades macroscopicas exibidas pelo filme, como carater
hidrofébico/hidrofilico, propriedades adesivas, reatividade e capacidade de realizar
reagcdes com grupos funcionais expostos (grupos carboxilicos, quinonas, aminas,
anidridos). A mudangca dos grupos expostos a interface filme/ar é critica para a
determinagcao e designacdo das forgcas de interagdes das moléculas proximais ou
espécies quimicas de interesse, no caso, de aplicagdes tecnoldgicas das SAM. Estes
grupos funcionais terminais podem ser modificados apds a monocamada ser disposta
sobre determinada superficie e a incorporagdo de outros grupos como cromoéforos,
grupos eletroativos ou outras moléculas possibilita estudos nas areas de
desenvolvimento de sensores, transferéncia eletronica, reconhecimento molecular, a
adesao de células ou adsorgao de polimeros e outros. Alcanotidis com grupos terminais
sensiveis a variagao de pH como -COOH e -NH, permitem o controle da densidade de
carga da superficie da SAM conforme o pH da solugdo onde sao imersas. Estas
superficies carregadas tém sido usadas para a imobilizagdo eletrostatica de enzimas
em biossensores [18-19] e como modelos de estudo de equilibrio acido-base em

superficies [20].
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Inicialmente, os estudos se concentraram na investigagao das propriedades de
impedimento das monocamadas de tidis. Verificou-se que mesmo monocamadas de
alcanotidis sao eletroativas [21-22], no entanto, atualmente credita-se a derivatizagao
(grupos funcionais ou subunidades adicionadas a estrutura do mondmero
organosulfurado) a possibilidade de conferir mais propriedades além daquelas de
impedimento. Estas subunidades podem causar determinado impedimento estérico e
diminuicdo das forgas intermoleculares de van der Waals e, consequentemente, quebra
do empacotamento organizado das moléculas sobre a superficie metélica. A
composi¢cao dos componentes moleculares de uma SAM determina a composi¢cao
atbmica perpendicular a superficie, portanto, a possibilidade de arquitetar e conceber o
desenho molecular da superficie com controle posicional, confere as SAM grande
interesse tecnoldgico, ja que, a presenga de moléculas quimicamente ligadas a
superficie em estudo, confere propriedades fisicas e quimicas diferenciadas daquelas
exibidas pela interface do substrato bruto. A estabilidade de monocamadas auto-
organizadas (SAM) formadas sobre eletrodos sélidos esta intimamente relacionada com
a intensidade das interacdes intermoleculares entre os mondmeros da camada,
portanto, SAM de cadeia curta, em geral, sdo menos estaveis que as de cadeia longa
(HSC,CHs; n > 3 e 5) [23].

1.1.2 O substrato e a caracterizacao da superficie modificada com SAM

Os avancos substanciais que muitas técnicas de caracterizacdo receberam nos
ultimos vinte anos foram decisivos para o esclarecimento de estruturas e mecanismos
envolvidos em muitos sistemas auto-organizados. O desenvolvimento das microscopias
de varredura (AFM, STM, etc) foram de grande valia para a complementacdo de
estudos espectroscépicos na caracterizacdo ao nivel molecular de SAM. Mais
recentemente, métodos que envolvem o fendbmeno da difragdo surgiram como uma
alternativa inovadora a caracterizacao destas superficies exibindo a estrutura em duas
dimensdes. A maioria destas técnicas € adequada para a analise de SAM formadas
sobre superficies de ouro monocristalino. Técnicas eletroquimicas e a espectroscopia
de impedancia eletroquimica e de plasmons de superficie tem sido mais utilizadas para
caracterizar estruturas sobre ouro policristalino e na maioria das vezes determinando
propriedades gerais do filme fino como espessura, resisténcia a transferéncia de

elétrons, capacitancia, recobrimento, eletroatividade.
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A superficie sobre a qual a SAM é formada é geralmente referida como
substrato. Os substratos variam desde superficies planas (placas metalicas, eletrodos,
faces cristalinas) até nanoestruturas muito curvadas (col6ides, nanocristais, nanotubos).
Substratos planos sdo muito utilizados para a caracterizacdo da relacdo estrutura-
propriedades da SAM porque sao mais convenientes, faceis de preparar e mais
compativeis com as técnicas de analise de superficie como a espectroscopia de
reflexdo-absor¢do no infravermelho (RAIRS, sigla do nome em inglés)[24],
espectroscopia Raman [25], espectroscopia de foto elétrons excitados por raio-x (XPS,
sigla do nome em inglés)[26-28], espectroscopia de alta resolugdo de perda de energia
de elétrons (HREELS) [27], espalhamento de atomos de hélio [29], difracao de raio-x
[29], goniometria [30], elipsometria Optica [28], ressonéncia de plasmon de superficie
(SPR, sigla do nome em inglés)[25,31], Espectrometria de massas [28], microscopia de
varredura (SPM) [28], microbalanga de cristal de quartzo (QCM, sigla do nome em
inglés [9-10], eletroquimica [22,33-42].

Outras estruturas nanometalicas, como as nanoparticulas, podem comportar a
formacdo de SAM sobre suas superficies e estes sistemas tém sido estudados por
microscopia eletrbnica [43], SPM [44-45], espectroscopia de estrutura fina de absorgao
de raios-x (EXAFS, sigla do nome em inglés) [46-47], espectroscopia de alta resolucao
da borda de absor¢cdo de raios-x (XANES, sigla do nome em inglés) [46-47],
espectroscopia de infravermelho [48-49], espectroscopia UV-Vis [50], calorimetria
diferencial de varredura (DSC, sigla do nome em inglés) [48-51], espectroscopia de
massas, cromatografia liquida de alta resolugao (HPLC, sigla do nome em inglés) [53],
eletroquimica [54] e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR, sigla do
nome em inglés) [48]. Um critério importante para a escolha do tipo de substrato e do
protocolo de pré-tratamento da superficie € a aplicagao final da superficie modificada
com a SAM. O Ouro policristalino tem sido amplamente utilizado como base em
litografia, construcdo de sensores e estudos eletroquimicos e bioldgicos devido ao fato
de muitos materiais se aderirem bem a este substrato e ser economicamente mais
viavel que o substrato monocristalino.

Dentre outros metais, o ouro tem sido mais empregado como substrato para a
construcdo de SAM. As razdes sao histéricas e devido ao fato de monocamadas bem
empacotadas serem obtidas sob este metal. Além disso, o ouro é um metal facil de ser

obtido na forma de coldide ou filme fino (eletrodeposigéo, deposigéo fisica ou quimica
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de vapores do metal a vacuo - filmes de ouro depositados sobre vidro ou silica
apresentam grande tendéncia a cristalinidade de Au(111) e s&o essencialmente 100 %
Au(111) quando o substrato é mica [22,55-56]); € um metal razoavelmente inerte (ndo
oxida em temperaturas inferiores ao seu ponto de fusdo, ndo reage com O, atmosférico
€ nem com a maioria das espécies quimicas); € substrato comumente utilizado em
técnicas analiticas e espectroscopicas como SPR, QCM, RAIRS e elipsometria; é apto
a estudos biolodgicos ja que células podem aderir a superficie aurea sem riscos de
toxidez a sua estrutura; e é facil de ser cravejado por meio de técnicas litograficas. A
prata € o segundo metal mais utilizado para estudos de formagdo de SAM de tio-
compostos, mas € um material facilmente oxidavel e téxico as células. O cobre € um
material muito interessante do ponto de vista tecnoldgico, porque ocorre, usualmente,
como condutor eletrénico, no entanto, € ainda mais susceptivel que a prata a oxidagao.
O paladio é bastante adequado a formacdo de SAM, e na verdade, em muitas
aplicagdes apresenta resultados superiores aqueles encontrados com o ouro.
Apresenta propriedades interessantes como rugosidade até 3 vezes menor que a do
ouro na construcao de filmes finos, propriedades cataliticas frente a alguns substratos,

biocompatibilidade e apresenta custo similar ao do ouro [2].

1.1.3 A adsorc¢ao de tidis sobre substratos metalicos

A formagdo de monocamadas auto-organizadas € realizada a partir do contato
de uma superficie metalica, com uma solugao da espécie tiolada de interesse dispersa
em fase gasosa ou liquida. O processo dindmico de formagdo da SAM em fase gasosa
€ mais bem descrito que em fase liquida, e isto se deve a menor complexidade do
sistema. Em fase gasosa, verificou-se que a primeira etapa de adsorgdo ocorre com
baixo recobrimento molecular, onde a ligagdo S-H ainda permanece sobre o substrato
metalico. Em seguida, os tidis sdo convertidos a tiolatos e o hidrogénio, provavelmente,
€ perdido devido a um processo de recombinacao, na forma de H,. Posteriormente, ha
fases intermediarias que precedem a fase de crescimento da monocamada. A formacéao
de monocamadas a partir de solugdes liquidas parece seguir uma progressao cinética
qualitativa segundo o modelo de Langmuir, porém, no aspecto quantitativo, a adsorgao
de Langmuir parece ser imprecisa na descricdo do fendmeno. Acredita-se que a
evolugado estrutural verificada durante a formacdo da SAM em fase gasosa também

ocorra em fase liquida, no entanto, as etapas de menor recobrimento ainda nao foram
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demonstradas. O efeito hidroféobico também pode contribuir para formagao de

monocamadas auto-organizadas na superficie de sdlidos, principalmente, no que tange
ao equilibrio termodinéamico de todo o processo, pois, a variagao de entropia durante a
adsorcdo e a formacado de uma monocamada implica, entre outros aspectos, em uma
reducao de entropia em relagdo ao soluto em solugdo aquosa.

Em geral, considera-se que as SAM apresentam poucas imperfeicbes. Na
verdade, estes sistemas sdo, substancialmente, mais complicados que arranjos
altamente ordenados, os quais, sdo, usualmente, utilizados na descricao de sistemas
auto-organizados, como exibido na Figura 1. As causas das imperfeicdes encontradas
nas SAM sao de origem intrinseca e extrinseca: fatores externos, como a limpeza e os
métodos de preparagao do substrato sdo responsaveis por alguns defeitos, mas certas
imperfeicdes existem pelo simples fato de que sistemas auto-organizados séo sistemas
dindmicos com complexos comportamentos de fase.

Esforcos na tentativa de se obter a monocamada mais impenetravel e com
menos defeitos sobre superficies de ouro estimularam o estudo de diversos fatores
durante o processo de formacdo: morfologia do substrato, limpeza, pureza do
adsorvente, solvente de deposi¢ao, concentragcao da solucido de adsorvente, tempo de
deposigao e outras variaveis mais especificas, relativas ao procedimento especifico de
formagdo da SAM. Infelizmente, ndo ha formulas definidas para a obtencdo de
monocamadas “perfeitas”. Folkers et al. [57] afirmaram que consideracgdes a respeito de
monocamadas preparadas segundo um determinado protocolo ndo sao,
necessariamente, validas para SAM construidas a partir de protocolos diferentes, uma
vez que a presenca de impurezas e irregularidades superficiais como vales, picos e
terragcos entre planos regulares, influenciam mais nas propriedades eletroquimicas do
eletrodo modificado, do que o grau de cristalinidade do substrato [17]. Alguns trabalhos
na literatura mostraram que monocamadas de tidis formadas sobre ouro policristalino
apresentam caracteristicas superiores aquelas formadas sobre superficies de silica ou
mica, sob as quais, ouro foi depositado por evaporagéo. Creager et al. [58] and Guo et
al [59] demonstraram que monocamdas formadas sobre ouro policristalino sdo mais
impenetraveis a sondas redox em solugédo, que aquelas formadas sobre superficies

monocristalinas.



1.1.4 Preparacao de substratos metalicos para a adsorcao de SAM

Um grande numero de pré-tratamentos térmicos [60-61], mecanicos [62-63] e
(eletro)quimicos [60-66] de superficies de eletrodos de ouro tém sido descritos na
literatura e sdo, comumente, aplicadas antes da derivatizagdo da superficie metalica,
devido ao grau de reatividade e limpeza que a nova superficie exposta adquire.
Entretanto, especialmente para aplicagbes praticas na area de derivatizacdo de
superficies, somente uma avaliacdo minima da atividade da superficie de ouro obtida &,
comumente, realizada apds o procedimento de pré-tratamento. Os procedimentos mais
utilizados para a adequacao do substrato a formacado de SAM compreendem algumas
etapas: inicialmente, se aplica um polimento mecanico com papel de polimento, alumina
ou pé de diamante, seguido de um tratamento fortemente oxidante. O tratamento
oxidativo consiste em expor a superficie eletrédica a acdo de espécies reativas de
oxigénio provenientes de radiacdo UV, plasma de oxigénio ou solugbes fortemente
oxidantes. Estes tratamentos removem os materiais organicos contaminantes
adsorvidos e formam uma camada de 6xidos de ouro sobre a superficie do metal [67-
70]. Quando o objetivo € remover uma fina camada de oxido de ouro ou remover
materiais inorganicos adsorvidos, a superficie é tratada com agua régia [71-72].
Dependendo da finalidade, a fina camada de 6xidos formada sobre a superficie durante
estas etapas pode ser quimicamente reduzida com alcoois, sendo, especialmente,
utilizado o alcool etilico [62,67-69]. Apds estes procedimentos, em geral, tratamentos
térmicos ou eletroquimicos sdo aplicados com o objetivo de diminuir a rugosidade e/ou
ativar a superficie eletrédica [73-74].

A formacdo da SAM é fortemente dependente de fatores relacionados a
propriedades de superficie do substrato e isto tem sido foco de muitos estudos devido
ao fato da ligagdo Au-S, que é responsavel pelo estabelecimento inicial da SAM, ser
formada tanto sobre superficies de ouro oxidadas [67,69,75], quanto reduzidas
[22,76,69,67]. O papel de cada espécie quimica na formagcdo de monocamadas nao &,
completamente, compreendido, e contraditoriamente, a quimiosorcdo da SAM é
realizada a partir de solugdes alcoodlicas (com caracteristica redutora) sobre superficies
oxidadas de ouro. Esta etapa extremamente importante na modificagdo de superficies
com SAM precisa ser esclarecida de forma a permitir um maior controle das

propriedades do filme obtido.



10

O Ouro monocristalino ainda é a forma cristalina mais empregada em
investigacdes a respeito dos processos de adsorgao de tidis [71-73,67-69,78]. Ron e
Rubinstein [67-68] descreveram a aplicagdo de um protocolo de pré-tratamento usando
UV/ozénio (ou plasma de oxigénio) e imersdo da superficie aurea em etanol para
posterior estudo de formagao de monocamadas de tidis. Foram relatados alguns efeitos
do tratamento oxidativo sobre a SAM quimioadsorvida como, por exemplo, a existéncia
de uma camada estavel de 6xido de ouro, trapeada entre o substrato e a monocamada
de dodecil mercaptana estudada. Medidas elipsométricas e de angulo de contato foram
utilizadas neste estudo, no entanto, ndo foi possivel obter resultados conclusivos a
respeito de efeitos do pré-tratamento sobre a estrutura, orientagcao e espessura da SAM
obtida.

Atualmente, o uso de eletrodos de ouro policristalino para propdsitos analiticos
tem chamado muita atencao devido, principalmente, a facilidade de manuseio e custo
mais acessivel. Dentre os diversos procedimentos de limpeza e preparagdo da
superficie de ouro policristalino, alguns tem sido extensivamente utilizados nos ultimos
anos [70,79-87]. No entanto, nenhum estudo sistematico compilando as caracteristicas
superficiais obtidas com estes protocolos mais empregados estd disponivel na

literatura.

I.1.5 Cinética de adsorcao de tidis sobre ouro

Embora diversas técnicas sejam empregadas para a investigagdo da cinética de
adsor¢cao de alcanotidis sobre ouro, os métodos eletroquimicos nédo tém sido
freqUentemente utilizados para este fim [33]. Ha um consenso geral de que a formagao
de SAM de tidis ocorre em duas etapas, segundo um processo adsortivo do tipo de
Langmuir: inicialmente uma quimiosorgéo cadtica, seguida de uma etapa organizacional
dependente do tempo [33, 68, 88-93]. Em um dos trabalhos mais antigos sobre o tema,
Karpovich e Blanchard [93] estimaram a taxa de formagcdo de monocamadas de n-
alcanotidis de cadeia longa sobre ouro policristalino em tempo real, utilizando
gravimetria com QCM. Observaram a rapida formagdo da monocamada de 1-
octadecanotiol da ordem de 0,5 s e, a partir de dados de QCM, demonstraram que o
equilibrio de massa sobre o eletrodo de ouro € atingido em, aproximadamente, 1
minuto. Ao contrario do que acontece com o equilibrio estrutural das cadeias alifaticas,

que se estende por muito mais tempo de acordo com dados de espectroscopia de
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infravermelho. Existe na literatura grande divergéncia a respeito das constantes de
formagao determinadas experimentalmente, pois os valores variam, consideravelmente,
quando a mesma técnica é empregada na determinagdo e, enormemente, quando
resultados de técnicas diferentes sdo comparados.

Algumas propriedades das monocamadas auto-organizadas podem ser
monitoradas em funcdo do tempo de modo a permitir a determinagcéo da cinética de
crescimento ou de formagdo da SAM. Subramanian e Lakshminarayanan [33]
estudaram a cinética de adsor¢cdo de n-alcanotiodis sobre ouro, baseados na
capacitancia interfacial da superficie modificada, calculada por meio da espectroscopia
de impedancia eletroquimica. Kubota e colaboradores [92], por sua vez, estudaram a
cinética de adsor¢cao de uma SAM de acido mercaptoundecandico em discos de ouro
por meio de SPR acompanhando a variagao da constante dielétrica do filme. Uma outra
técnica eletroquimica que apresenta grande potencial para ser utilizada neste tipo de
estudo é a dessorgdo eletroquimica de monocamadas auto-organizadas.
Especialmente, porque além das medidas diretas de recobrimento da superficie pela
SAM, é possivel também, monitorar outros fendmenos eletroquimicos que podem estar,

simultaneamente, ocorrendo com a SAM como, por exemplo, rearranjos.

1.1.5 Reducao dessortiva de SAM de tidis

Em 1991, Widrig et al. [22] estudaram, sistematicamente, o fendbmeno da
dessorcao de tidis de eletrodos de ouro e prata e propuseram a sua utilizacdo para a
caracterizacdo de monocamadas. Tidis se dessorvem de uma superficie metalica
quando sobre esta superficie sdo aplicados potenciais, suficientemente. negativos. O
fendbmeno é, em geral, conduzido em solugdes aquosas ou etandlicas, contendo
eletrdlitos de suporte em meio com pH basico ou neutro. Apds a dessorcdo, tanto o
tiolato, quanto a superficie exposta de ouro se solvatam. Parte do tiolato solvatado se
difunde da superficie, enquanto parte pode ser readsorvido se o potencial aplicado
retornar para valores positivos. Em alguns casos, o processo de readsorgéo pode ser
verficado pelo aparecimento de um pico anddico, mas geralmente este pico ndo é
observado. O potencial de dessorgao depende do tamanho da cadeia carbdnica da
mercaptana, da cristalinidade da superficie e de grupos funcionais terminais, enquanto
que, a area sobre o pico de dessorcdo independe destes fatores [17]. A

reprodutibilidade dos resultados depende da cristalinidade do ouro utilizado como
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eletrodo e das condicbes de pré-tratamento de superficie. Weisshaar e Porter [21]
verificaram que filmes de ouro evaporados sobre silica (111) exibem multiplos picos de
dessorcao, area total ndo reprodutivel e recobrimento aparente, em média, metade do
valor encontrado para superficies de ouro (111). No entanto, as SAM formadas reagem
identicamente sobre ambas superficies em outros aspectos como a capacitancia,
angulo de contato e espectro de absorg¢ao no infravermelho. O processo fisico-quimico
envolvido na adsor¢dao (1) e dessorgcdo eletroquimica (2) de tidis (HSR) esta

representado nas seguintes equacgdes:

Au + HSR — AuSR + H +¢e (1)
Au-SR + e — Au + SR (2),

onde, Au representa o adsorvente, HSR e "SR s&o as espécies do adsorbato livres em
solucdo e Au-SR é forma quimioadsorvida do adsorbato. A dessor¢cédo de
monocamadas inicia-se a partir dos mondémeros localizados nas regides de defeitos e
imperfeicdes da monocamada. Apds a redugao eletroquimica, acredita-se que ha uma
etapa de formacgao de estruturas micelares e aglomerados com os tiolatos dessorvidos,
parte destas estruturas se difundem e outra parte, permanece proxima a superficie

eletrédica.

1.1.6 Aplicacao de superficies modificadas com SAM

As monocamadas sao nanoestruturas com grande numero de propriedades uteis
e aplicagdes. A aplicagdo das SAM atingiu diversas areas como a biologia celular e
bioquimica (suporte para adesdo celular, investigagdo de sinais intracelulares,
mimetizagdo de estruturas biolégicas como canais ibnicos e membranas, estudo de
processos relacionados interagcdes ligante-receptor, estudos de adesdo e mobilidade
celular), a cristalografia e a eletrdbnica molecular (substratos para o crescimento de
cristais e nanocristais, controle da orientacao de cristais idnicos, alinhamento de cristais
liquidos, impressao por microcontato) e a eletroquimica (estudos sobre prevencéo de
corrosdo, litografia em escala nanométrica, desenvolvimento de sensores

eletroquimicos para compostos organicos e inorganicos) [2,1,17].
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Uma caracteristica que se destaca em estruturas com escala nanométrica é que,

tipicamente, apresentam grande porcentagem de seus atomos constituintes expostos.
O volume de um objeto decresce mais rapidamente que a sua area superficial a medida
que o tamanho do corpo diminui. Este comportamento, no caso mais extremo, gera uma
estrutura onde, aproximadamente, todo atomo constituinte € interfacial [2].
Monocamadas sao especialmente adequadas para a nanociéncia e tecnologia porque:
(i) sdo de facil preparo, pois ndo necessitam de ambientes com ultra-vacuo ou outro
equipamento especifico na sua preparagéao; (ii) se estabelecem sobre objetos de todos
os tamanhos e sdo componentes essenciais a estabilizagcdo e adicdo de grupos
funcionais na preparagao de objetos em escala nanométrica como filmes finos,
nanofios, coldides e outras estruturas; (iii) conseguem fazer um contato do ambiente
externo com as propriedades Opticas (indice de refragdo, frequéncia de plasmon de
superficie) e elétricas (resposta de corrente versus potencial, eletroatividade) de
estruturas metalicas; (iv) permitem correlacionar estruturas a nivel molecular a

fendmenos interfaciais macroscépicos como molhabilidade, adesao e fricgao.

1.2 Superficies quimicamente modificadas e a eletroanalitica

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos € uma das areas de maior e mais
rapido crescimento dentro da quimica analitica, principalmente, devido aos desafios
impostos pelas necessidades analiticas da industria nos seus diversos ramos, no
controle e vigilancia ambiental e investigacbes bioanaliticas. Inicialmente, utilizaram-se
para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos, eletrodos base compostos por
metais ou ligas, grafite ou metais liquidos. Tais eletrodos eram uteis para a
determinagdo de algumas espécies quimicas de interesse, mas apresentavam
dificuldade de discriminar entre compostos alvos que possuiam caracteristicas redox
similares, e sofriam com a passivagao gradual de sua superficie, que € consequéncia
principal da adsorcdo dos produtos da propria reagao de oOxido-redugao utilizada na
deteccdo, ou ainda, dos sub-produtos destas reacbes que podem se polimerizar e se
depositar sobre a superficie dos eletrodos [11,94].

Com o objetivo de minimizar os problemas acima descritos surgiram os eletrodos
modificados. A denominacao eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi inicialmente

utilizada na década de 1970 para designar eletrodos com espécies quimicamente ativas
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convenientemente imobilizadas na superficie desses dispositivos [95]. O principal
objetivo dessa modificacdo € manipular e controlar, conforme a finalidade da
modificagao, as propriedades fisico-quimicas da superficie eletrédica, de forma a alterar
a reatividade e seletividade do sensor base, favorecendo assim, caracteristicas que
podem contornar, efetivamente, muitos dos problemas apresentados pelos sensores
eletroquimicos tradicionais, como a sensibilidade ou seletividade [11,95].

Na busca de maior seletividade e eficiéncia na transferéncia eletrénica voltada
para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos nasceram o0s biossensores,
definidos como um dispositivo que incorpora um elemento biolégico de reconhecimento
intimamente conectado a um transdutor [96]. Este componente biolégico pode ser um
microrganismo, um anticorpo, oligonucleotideos, enzimas ou qualquer outra
biomolécula que possa interagir seletivamente com substratos alvos [97]. As enzimas e
os transdutores amperométricos sao, respectivamente, os componentes bioldgicos e
transdutores mais comumente usados na confecgao de biossensores [98-99]. O grande
interesse por este tipo de dispositivo deve-se a combinagdo da alta seletividade das
enzimas em reconhecer compostos alvos com o acompanhamento direto da reacao
biocatalitica através de um sinal de corrente [98], 0 que permite a determinagao de
varios compostos de interesse de forma rapida, simples e direta.

O acoplamento eletrénico entre estas enzimas e o eletrodo nos biossensores
pode ser realizado por meio de diferentes mecanismos: (i) pela eletroatividade do
substrato ou produto enzimatico (biossensores de primeira geracado [100]); (ii) pelo
auxilio de mediadores, livres em solugdo ou imobilizados juntamente com a enzima
(biossensores de segunda geragao [98]); e finalmente (iii) pela transferéncia eletrbnica
direta entre a superficie do eletrodo e o centro ativo da enzima (biossensores de
terceira geragao [101]). Varias estratégias de imobilizacdo de enzimas na superficie de
eletrodos como a ligagao covalente, a ligagao covalente cruzada com glutaraldeido, a
adsorgao, a oclusdo em matrizes poliméricas e adsor¢cao sao relatadas na literatura
[102-103]. Uma nova alternativa tem sido relatada recentemente envolve a utilizagdo de
SAM [104-106]. A imobilizagdo do elemento biolégico empregando-se monocamadas
auto-organizadas permite um maior controle da distancia e orientacdo do centro de
oxido-reducao em relacdo a superficie do eletrodo, facilitando a construgcédo e o

desempenho dos trés diferentes tipos de biossensores [107].
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1.3 Mimetizacao de sistemas bioldgicos

As propriedades dos sistemas biologicos, tanto do ponto de vista da reatividade
quanto dos mecanismos de reacdo, e principalmente em relacdo a atividade catalitica
frente a reagdes de oxidacdo e reducao tém estimulado o estudo de substancias redox
de origem nao-biolodgica capazes de mimetizar a atividade catalitica dos primeiros [108,
109]. Neste sentido, foi introduzida uma inovagao no campo dos biossensores, pois se
vislumbrou a possibilidade das vantagens que poderiam advir da utilizacdo de
compostos biomiméticos.

Sabe-se que os fatores que aumentam a distancia entre o centro redox da
enzima e o eletrodo diminuem a eficiéncia dos biossensores [110]. Na maioria das
enzimas, a barreira limitante mais critica em relagcdo a distancia enzima-eletrodo é a
densa camada protéica ao redor do sitio ativo da enzima [97]. Entdo, a redugédo ou
eliminagcdo desta capa protéica responsavel pela estrutura tridimensional da enzima
pode ser realizada por meio da modificagdo das biomoléculas ou empregando-se
complexos metalicos que imitem a estrutura do centro redox da enzima de interesse. A
principio, estes sensores biomiméticos devem ser td40 ou mais sensiveis e estaveis
quanto a versao que utiliza o componente biologico na integra.

Sabe-se que as enzimas sdo estruturas complexas existentes em organismos
vivos, que possuem grupos cataliticos e muitas vezes requerem de cofatores
especificos ou coenzimas para desempenhar a catalise bioquimica. Esta catalise
enzimatica altamente efetiva, existente na natureza, tem inspirado muitos
pesquisadores como aconteceu com Cram [111], um dos pioneiros a perceber que as
estruturas enzimaticas poderiam ser substituidas por modelos mais simples. Cram
estudou estruturas hospedeiras (host) de criptanos que se ligavam seletivamente a
moléculas hospedes (guest).

Com a finalidade de sintetizar enzimas artificiais muitas configuragdes tém sido
propostas, uma vez que a idealizacdo do uso de modelos enzimaticos nao esta
diretamente relacionada com a estrutura das enzimas naturais, mas sim com estruturas
capazes de realizar catalises de espécies importantes. Tém-se partido desde a
modificacdo de coenzimas ou cofatores naturais de enzimas [112-113], até a sintese de
compostos que se apresentam como modelos enzimaticos [114-115]. As enzimas

também podem ser imitadas fazendo uso de estruturas supramoleculares, que podem
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executar os mesmos processos realizados pelas enzimas, sem seguir estritamente o

caminho pelo qual as enzimas realmente o fazem [116].

O importante papel de ions cobre para sistemas biolégicos € reconhecido ha
muito tempo. Cobre é um componente essencial para os organismos vivos, isto pode
ser atestado pelo grande numero de proteinas que possuem ions cobre em sua
estrutura, como por exemplo, as transportadoras de elétrons (plastocianina, azurina,
pseudoazurina), as transportadoras de dioxigénio (hemocianina), as oxigenases
(tirosinase, dopamina B-hidroxilase, fenilalanina hidroxilase etc), as oxidases (galactose
oxidase, amina oxidase, ascorbato oxidase, lacase, citocromo-c oxidase), as redutases
(nitrito redutase etc), algumas proteinas que causam desproporcionamento (superoxido
dismutase) e outras de fungcdo ainda desconhecida como a umecianina e a
estelacianina [117]. Na ultima década esforgos tém sido realizados para entender como
funcionam as enzimas dependentes de cobre que utilizam oxigénio para a
funcionalizagdo de substratos organicos. Baseado nas propriedades espectroscopicas,
principalmente aquelas determinadas através de ressonancia eletrénica paramagnética,
os sitios ativos destas cuproproteinas eram classificadas em trés grupos, tipo I, 1l e Ill.
Contudo, gragas ao grande numero de informagdes estruturais recentes a respeito do
sitio ativo destas proteinas novas classificagbes estdo surgindo, com até 7 classes
distintas descritas [117].

Com base na ampla informacao existente na literatura a respeito das enzimas
dependentes de cobre, alguns autores tém desenvolvido sensores quimicamente
modificados, onde toda a estrutura enzimatica pode ser substituida por um complexo de
cobre mais simples [115-118]. No trabalho desenvolvido por Hasebe et al. [115], foi
usado o complexo de poli-histidina cobre como espécie catalisadora na construgcéo de
um sensor biomimético com transducdo amperométrica para ascorbato. Concluiu-se
que o catalisador conseguiu imitar o sitio ativo da referida enzima devido ao perfil de
resposta que seguiu a cinética de Michaelis — Menten.

Muitos complexos dinucleares de cobre com diferentes tipos de ligantes tém sido
preparados e caracterizados de forma a se entender as relagbes entre a geometria ao
redor dos sitios de ions cobre, o modo de coordenagdo com ligantes de oxigénio, a
reatividade e suas propriedades espectroscoépicas [119-121]. Um trabalho em especial,
realizado por Rockcliffe e Martell [119] descreve a sintese, caracterizacao e utilizagao

de complexos de cobre () e (ll) formados a partir de ligantes macrociclicos analogos ao
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sitio ativo da enzima tirosinase. No trabalho citado também foi atestada a atividade
mimética destes compostos em relagao a oxidagao de compostos fendlicos.

Em 1972 foi publicado o primeiro artigo de revisdo sobre o que havia sido
descrito na literatura até entdo sobre a quimica biomimética [122]. Neste artigo foi
definida por Ronald Breslow: como o ramo da quimica organica que tenta imitar reagoes
quimicas naturais e processos enzimaticos de forma a melhorar o desempenho da
quimica orgénica. Esta primeira definicho € muito subjetiva e restrita ao
desenvolvimento de novas rotas sintéticas inspiradas em processos enzimaticos. No
entanto, isso nao significava imitar um sistema enzimatico em especifico, mas ver nas
enzimas exemplos de catalisadores polifuncionais que se ligam aos seus substratos a
partir de geometrias bem definidas.

Existem enzimas que sao capazes de realizar a reacdo de hidrélise de seus
substratos com rapidez incomparavel, no entanto, este tipo de reacao é facil de se
reproduzir no ambito laboratorial. Muito mais inacessivel € o que a natureza faz, por
exemplo, na transformacao de acido estearico, especificadamente, em acido oléico que
consiste em introduzir uma dupla ligagdo no meio de uma cadeia de carbonos
homogénea sem a necessidade de ativar nenhum dos atomos de carbono da cadeia
com grupos funcionais especificos [122]. Portanto, uma sintese biomimética deveria, a
principio, tentar desenvolver “reagentes rigidos” no sentido da orientagado dos reagentes
e do substrato em uma geometria bem definida, com ataque em local especifico
formando um complexo reagente-substrato [123]. Como exemplo pode-se citar a
funcionalizagdo seletiva de esterdis por meio da técnica biomimética [122-124]. O
objetivo dos autores era incluir uma dupla ligagdao no composto coleste-3a-ol entre os
carbonos 14 e 15. Partindo do principio que seria necessario utilizar um reagente rigido,
selecionaram acidos benzofendicos de cadeias carbdnicas de diferentes tamanhos
dado que estes compostos séo foto-excitaveis (ao seu estado tripleto), desta forma,
capazes de atacar grupos metilénicos. Ao atacar um hidrogénio em particular do
colesterol, o atomo de oxigénio do estado tripleto da benzofenona fica unido ao
substrato na forma de um di-radical. Esta espécie intermediaria pode entrar em colapso
e formar uma nova ligacdo C-C, ou realizar a transferéncia de hidreto para formar uma
nova dupla ligagdo no substrato e um grupo carbonilico reduzido na benzofenona.

Depois de uma etapa de hidrdlise, o acido benzofendico é recuperado. Foi verificado
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que utilizando o acido benzofenoacético ocorreu um ataque seletivo ao carbono 14,

produzindo o coleste-14-enol com 55 % de rendimento.

Depois deste primeiro passo, o desenvolvimento da quimica biomimética
continuou ligado a quimica orgéanica, mas voltado a utilizacdo de cicloamiloses, ou
como sao mais conhecidas, as ciclodextrinas. O conceito de quimica biomimética foi
redefinido por Kurganov e Topchieva [125] e ficou mais abrangente: “ciéncia que utiliza
0s principios da organizagdo bioquimica para construir sistemas artificiais que
apresentem propriedades proprias de sistemas quimicos naturais”. Se observamos uma
enzima verificaremos que a forca que a une a um determinado substrato é, entre
outras, devido ao efeito hidrofébico. As ciclodextrinas apresentam a propriedade
interessante de que elas sdo soluveis em agua, mas possuem uma cavidade que é
hidrofdbica, tal qual as enzimas [123,126]. Em particular, as ciclohexamiloses se ligam
muito bem com derivados benzénicos, enquanto que as cicloheptamiloses apresentam
cavidades maiores que dao mais flexibilidade a formagcdo do complexo reagente-
substrato e a diferentes constantes de ligagcdo. Neste sentido a idéia de biomimetizagao
estd ligada a idéia de reacgbes direcionadas. Em complexos formados entre
ciclodextrinas e anéis aromaticos, como por exemplo, 0 anisol, a posicdo orto seria
protegida enquanto que a para seria acessivel. Neste caso seria possivel alcangar uma
substituicdo seletiva aromatica [122].

A primeira enzima artificial foi descrita em 1970, formada a partir de um dimero
de ciclodextrina [127]. Foram inicialmente dispostas de forma oclusiva, posteriormente
de forma aversa e apresentavam somente seletividade geométrica entre compostos
angulares e lineares, respectivamente. Anos mais tarde, um dimero de ciclodextrina foi
ligado através de uma ponte de enxofre, este composto apresentou seletividade de
ligacdo para moléculas de colesterol. Posteriormente, ao se formar dimeros de
ciclodextrinas usando 2,2’dipiridil como ligante [128], foi possivel incorporar um metal
entre as unidades de ciclodextrinas. Ao se complexar Cu™”, verificou-se que a hidrolise
de um éster realizada pelo composto € cerca de 200.000 vezes mais rapida que
hidrolise em meio aquoso. Quando o ligante empregado foi piridina 2-carboxaldeido
[129,127], a catalise foi da ordem de 1.700.000 vezes mais rapida que em meio aquoso.

Enzimas sao catalisadores eficientes. Nao € incomum para uma enzima o
aumento da velocidade de uma determinada reagao por um fator de 10 bilhdes de

vezes [130]. Uma vez que as moléculas podem constituir fortes e seletivos sitios de
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ligacdo para algum substrato, podem ser modificadas com o intuito de construir
catalisadores que imitem enzimas, bem como servir de modelo para compreender e
explicar mecanismos cataliticos e composi¢cdo estrutural de moléculas bioldgicas
complexas. O mecanismo de agcdo da enzima urease, por exemplo, foi proposto com
base em estudos realizados com complexos mononucleares de niquel [131].
Concomitante ao desenvolvimento de catalisadores biomiméticos com base nas

ciclodextrinas, também se empregaram complexos metalicos para a mesma finalidade.

1.3.1 Sensores biomiméticos

Nos ultimos 5 anos, a quimica biomimética se difundiu e criou vertentes em
muitos ramos da ciéncia e, especialmente, a quimica eletroanalitica concebeu grandes
inovagbes gragas ao desenvolvimento de elementos biomiméticos aplicados no
desenvolvimento de sensores. Um dos avangos mais recentes e inovadores consiste na
criagcdo de sensores biomiméticos [126, 132-133, 135-136]. Um sensor biomimético
pode ser definido como um dispositivo que incorpora um elemento de reconhecimento
intimamente conectado a um transdutor. E este elemento de reconhecimento imita em
algum aspecto determinado sistema bioldgico e € baseado em sistemas quimicos mais
simples. Os elementos mais amplamente usados tem sido: (i) polimeros impressos
[132, 134], que imitam receptores naturais, como os anticorpos; (ii) complexos metalicos
[133, 135-136], que imitam sitios ativos enzimaticos; (iii) ciclodextrinas modificadas
[126], que imitam sitios de ligagdo enzimaticos; (iv) monocamadas moleculares [137],

que imitam membranas celulares.

1.4 Objetivos

Objetivando construir ou melhorar o desempenho de sensores baseados nas
propriedades eletrocataliticas de biomoléculas especificas, a técnica de modificagao de
superficies por meio de estruturas auto-organizadas pode ser utilizada para investigar
com mais precisdao e clareza as caracteristicas biomiméticas e eletroquimicas de
compostos inorganicos ou organometalicos com caracteristicas promissoras. Ao unir a
linha de pesquisa que realiza modificagbes de eletrodos com SAMs com a que emprega
materiais biomiméticos, espera-se o desenvolvimento de um sensor mais robusto e

sensivel para a analise de amostras de interesse farmacolégico e/ou ambiental, sem
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perdas significativas na seletividade. O presente trabalho tem como objetivo explorar as
propriedades eletrocataliticas de complexos metalicos de cobre no desenvolvimento de
um sensor (para substancias de interesse farmacologico) biomimético a catalise de um
sistema enzimatico em especifico como a ascorbato oxidase, empregando eletrodos de

ouro modificados com SAM de acido 3-mercaptopropidnico.
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CAPITULO I

AVALIACAO DAS ETAPAS DE PRE-TRATAMENTO DA
SUPERFICIE ELETRODICA NA FORMACAO DE
MONOCAMADAS AUTO-ORGANIZADAS
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1.1 Resumo

A influéncia da aplicacdo de diferentes protocolos de pré-tratamento de
superficie na resposta eletroquimica de eletrodos de ouro policristalino foi avaliada. O
polimento mecanico com alumina (M), a oxidagdo quimica com solugdo piranha
H>S04/H,0, (C), o polimento eletroquimico da superficie (sequéncia de varreduras de
potencial entre —0,1 V e 1,2 V vs ECS) (E), redugdo quimica da superficie com alcool
etilico e combinagdes especificas entre estes tratamentos foram empregadas de modo
a modificar as caracteristicas da superficie eletrédica. A eficiéncia dos pré-tratamentos
propostos foi avaliada com base na resposta eletroquimica obtida para cada protocolo
em relacdo ao par redox sulfato de ferro amoniacal (lI/lll) e pela formacédo de
monocamadas auto-organizadas de acido 3-mercaptopropiénico (3MPA) sob os
eletrodos de ouro. A aplicacdo do procedimento (C) permitiu a ativagdo da superficie
aurea, enquanto tanto (C) quanto (E) minimizaram a rugosidade da superficie de ouro e
geraram superficies com maior repetibilidade. A partir do perfil da dessorgao
eletroquimica da SAM de 3MPA foi possivel verificar que a superficie reduzida de ouro
(Au®) é um substrato mais adequado & obtengdo de monocamadas bem empacotadas
do que superficies repletas de 6xidos de ouro. Observou-se também, por meio de um
estudo comparativo utilizando voltametria ciclica (CV) e voltametria de pulso diferencial
(DPV), que entre os dois picos de dessor¢do da SAM de 3MPA, aquele localizado em
regido de potencial mais negativo corresponde a clivagem da ligacado Au-S do tiol
dessorvido. Em geral, a melhora das respostas eletroquimica nado pode ser
exclusivamente atribuida ao aumento da area superficial eletrodica, mas também, ao
estado quimico e fisico em que se encontra a superficie eletrodica apds a aplicacéo de

um protocolo de pré-tratamento e limpeza.

1.2 Introducao

O uso de eletrodos de ouro policristalino para fins analiticos tem atraido a
atencao nos ultimos anos devido, principalmente, a praticidade de manuseio destes em
relagdo aos correspondentes em ouro monocristalino. Entre muitos procedimentos
utilizados na limpeza e pré-tratamento de eletrodos de ouro monocristalino para a

formagdo de SAMs, alguns tem sido intensivamente utilizados para a adequagao de
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superficies de ouro policristalino, no entanto, nenhum estudo sistematico a respeito das
propriedades de superficie alcancadas foi realizado. Dentro deste contexto, realizou-se
uma comparagao e avaliagcdo dos procedimentos mais comuns utilizados no pré-

tratamento de superficies de ouro policristalino.

1.3 Metodologia experimental
11.3.1 Equipamentos e reagentes

Os experimentos voltamétricos foram realizados em um potenciostato
PGSTAT30 da marca Autolab e o software utilizado para o controle das medidas
eletroquimicas foi o GPES 4.9 (Eco Chemie BV, Holanda). Uma célula eletroquimica
convencional com trés eletrodos foi empregada, sendo o eletrodo de trabalho um
eletrodo de ouro policristalino (0,071 cm?, 99.99 %, Metrohm 6.1204.020, Suica), um
eletrodo helicoidal de platina como o eletrodo indicador, e um eletrodo de calomelano
saturado (ECS) como eletrodo de referéncia. Foi utilizado um banho de ultra-som T-
1425 UNIQUE com controle de tempo (UNIQUE, Brasil), o qual apresentava frequéncia
de trabalho de 25 kHz e a poténcia maxima de 54 W.

Os reagentes utilizados nos experimentos foram: acido 3-mercaptopropidnico
(BMPA) (HS(CH2).,COOH, Aldrich, USA), sulfato de ferro (lll) amoniacal
(NH4Fe(S04)2.12H,0, Ecibra, Brasil), hexacianoferrato (lll) de potassio (KsFe(CN)e, J. T.
Baker, USA), hexacianoferrato (ll) de potassio (KsFe(CN)s.3H,O, J. T. Baker, USA),
etanol absoluto (CH3CH,OH, Synth, Brasil). Hidroxido de potassio (KOH, Synth, Brasil),
acido perclorico (HCIO4, Synth, Brasil), fosfato de sédio dibasico (Na;HPO4.12 H,0, J.
T. Baker, USA) e fosfato de sédio monobasico anidro (NaH;PO4, J. T. Baker, USA) e
cloreto de potassio (KCI, Vetec, Brasil) foram utilizados como eletrélitos de suporte.
Alumina (suspensao aquosa de Al,O3; com tamanho de particula de 0,3 e 0,5 um) foi
adquirida da empresa Fortel, Brasil. A solugdo Piranha acida era composta por uma
mistura na proporgao de 3:1 (v/v) de H,SO4 (pureza > 95 %, Synth, Brasil) e H20, (30%
(m/v), Merck, Alemanha).

Todos os reagentes quimicos, exceto se diferentemente descrito, sdo de grau
analitico e foram utilizados sem prévia etapa de purificacdo. Todas as solucdes
aquosas foram preparadas com agua deionizada (Sistema Mili-Q de purificagdo de

agua, Millipore Inc., USA) com resistividade maior que 18 MQ/cm.
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I.3.2 Procedimentos de pré-tratamento mecanico, quimico e eletroquimico dos
eletrodos

O procedimento de pré-tratamento mecéanico (M) consiste no polimento manual
dos eletrodos de ouro, com solugdo de alumina e flanela macia, até que a superficie
polida apresente um aspecto espelhado. Posteriormente, os eletrodos sdo enxaguados
e sonicados em agua durante 1 minuto para a remocgédo de particulas residuais de
alumina da superficie eletrédica.

O pré-tratamento quimico (C) consiste na imersédo do eletrodo de ouro em
solugcado Piranha durante 10 minutos. Posteriormente, os eletrodos sao enxaguados e
sonicados em agua durante 1 minuto. A mistura de perdxido de hidrogénio e acido
sulfurico é extremamente exotérmica e atinge temperaturas préximas a 80 °C nas
condigdes experimentais utilizadas.

O pré-tratamento eletroquimico (E) foi realizado aplicando-se 25 varreduras
sucessivas entre os potenciais redox do ouro (no intervalo de 0,1 Va 1,2V vs ECS) em
solucdo aquosa a 0,5 mol L H,SO,4, em 100 mV s™'. Posteriormente, os eletrodos s&o
enxaguados e sonicados em agua durante 1 minuto.

Os eletrodos de ouro foram submetidos a protocolos de tratamento compostos
por associagao dos procedimentos citados acima. Entao, tratamentos M, C, M+E, C+E,
M+C+E foram avaliados em relagao as caracteristicas fisicas e quimicas que conferiam
a superficie tratada. Em geral, residuos de contaminantes organicos deixados em
etapas de limpeza anteriores, sao removidas por meio da limpeza eletroquimica, mas
se (E) é aplicado exclusivamente e em condigdes hidroestaticas, a limpeza da
superficie nao é efetiva. Por esta razao, este procedimento foi aplicado sucedendo os
pré-tratamentos M ou C. Todos os experimentos foram realizados ao menos em

triplicata.

11.3.3 Determinacao da area eletroquimica superficial (ESA) de eletrodos de ouro

A influéncia de diferentes pré-tratamentos na rugosidade superficial dos
eletrodos foi investigada. Com esta finalidade, a medida da adsor¢éo de oxigénio foi
escolhida, por ser um método bastante confidvel e adequado para obtencédo da area
microscopica exibida por superficies de ouro [66,138]. A determinagdo da area
eletroquimica do eletrodo de trabalho foi realizada através da integragcdo da area de

pico de redugéo da curva voltamétrica do ouro, obtidas a 25 °C, entre - 0,1 e +1,2V, a
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50 mVs™', em solugdo tampao fosfato de sédio 0,1 mol L™, pH 7,0. A carga necessaria
para a reducao de uma camada de oxigénio quimioadsorvido sobre a superficie de ouro
policristalino foi considerada 390 + 10 nC cm™ para efeito de calculos [66]. Entdo, ESA
€ a razao entre a carga relacionada a redugao do 6xido de ouro da superficie estudada
(Qaui oxide) € Q%" Geralmente, os valores de ESA podem ser expressos como fator de
rugosidade, que é simplesmente o valor de ESA expresso por unidade de area

geométrica superficial [66].

I1.3.4 Formacao e remocao da SAM sobre a superficie eletrodica

Os eletrodos de ouro foram imersos em solucéo etandlica contendo 10 mmol L™
de 3MPA para a formagdo das monocamadas sob a superficie metélica. Exceto se
diferentemente descrito, os eletrodos foram imersos nesta solugdo durante 10 minutos.
Em seguida, foram removidos da solugdo de tiol, enxaguados com etanol absoluto e
agua antes de serem utilizados nos estudos. Esta ultima etapa tem a finalidade de
remover moléculas de tiol fisicamente adsorvidas sobre a superficie eletrodica.

Foi demonstrado que a reducédo eletroquimica de n-alcanotiois € um fenémeno
que pode ser utilizado para a caracterizagao de monocamadas de alcanotidis formados
sobre metais e que a carga envolvida na dessorgao redutiva pode ser empregada como
uma medida da quantidade de moléculas adsorvidas sobre a superficie metalica de
ouro e prata [22,138-139]. Neste trabalho, a superficie de recobrimento da SAM de
3MPA (I'swpa) foi estimada a partir da area do pico de redugcado da SAM, considerando
que o atomo de enxofre é reduzido através de um mecanismo monoeletrénico.

A dessorgao redutiva da SAM de 3MPA foi realizada por meio de voltametria de
pulso diferencial. O eletrdlito de suporte utilizado foi KOH na concentragcdo de 0,1 mol L
' deaerado com nitrogénio durante 30 minutos antes de cada ensaio. As condigdes
experimentais foram: potencial inicial de + 0,1 V, potencial final de — 1,3 V, velocidade

de varredurade 20 mV s

, amplitude de pulso de 25 mV e largura de pulso de 50 ms.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e com objetivo de estabelecer
uma correlacdo entre as medidas obtidas com DPV, ensaios similares nas mesmas

condigdes experimentais foram conduzidos utilizando CV.
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I1.3.5 Eletroquimica de sondas redox sob eletrodos de ouro

Fez-se uso de sulfato de ferro amoniacal (lI/lll) e hexacianoferrato (ll/1ll) de
potassio como moléculas sonda do comportamento e reatividade de superficies de ouro
que receberam diferentes pré-tratamentos e sob as quais foram formadas
monocamadas de 3MPA. Solucdes aquosas contendo 1,0 mmol L™ de sulfato de ferro
amoniacal (/1) foram preparadas em solucdo a 10,0 mmol L™ de acido perclérico. E as
solucdes de ferrocianeto de potassio (II/1ll) foram preparadas em KCI, 0,1 mol L, pH
8,0 contendo 2,5 mmol L' de KsFe(CN)s. e de K4Fe(CN)s.

I1.4 Resultados e Discussao
I.4.1 Area eletroquimica superficial em funcdo do pré-tratamento eletrédico

O significado de ESA depende do método utilizado para a medida,
especialmente, das propriedades da molécula utilizada como sonda eletroquimica
[66,138]. A medida baseada na adsorcao de oxigénio da solugao é aplicavel a platina e
ouro, devido a regides bem estabelecidas de formacgéao e redugao de éxidos.

A Figura 2 apresenta os valores de ESA obtidos a partir da aplicagao de
diferentes procedimentos de pré-tratamento sobre superficies de eletrodos de ouro.
Eletrodos que receberam somente o polimento mecanico apresentaram os valores
maximos de ESA, no entanto, com a menor reprodutibilidade também obtida (para o
tratamento M o desvio padrao relativo das medidas (RSD) foi 2,5 vezes maior que
aquele calculado para os outros protocolos em meédia). Por outro lado, quando os
procedimentos C e/ou E foram aplicados sobre a superficie eletrodica, a ESA diminuiu e
tornou-se mais reprodutivel. Materiais policristalinos apresentam superficie onde a
periodicidade da distribuicdo dos atomos varia de regido para regidao [141-142] e a
estrutura pode incluir diferentes defeitos, dependendo do procedimento empregado na
preparacao da superficie. Deste modo, os resultados observados se devem a formacgao,
durante o polimento mecanico, de degraus, buracos e interrupgcdes bruscas de planos
cristalinos regulares, que sao responsaveis por uma area microscopica maior que a
area geomeétrica exibida pelo eletrodo.

A partir da informacao exibida na Figura 2 foi calculado o fator de rugosidade das

superficies tratadas com diferentes protocolos de pré-tratamento. Foi encontrado para o
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polimento mecanico, um fator de rugosidade de 1,80, 1,62 para (M+C), 1,42 para (C),
1,34 para (M+E), 1,18 para (C+E) e 1,27 para (M+C+E). Pode se notar que a
rugosidade microscopica foi notoriamente diminuida por meio da aplicagdo do
procedimento (E). O alisamento da superficie metdlica é creditado a formacéo e
remocao dos oxidos de ouro da superficie durante o pré-tratamento eletroquimico. A
obtencdo de ESA com repetibilidade (observado nas barras verticais da Figura 2) é
importante para o desenvolvimento de aparatos analiticos e foi obtida aplicando-se os
protocolos de pré-tratamento superficial (M+C) e (M+C+E) sobre a superficie dos

eletrodos estudados.
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Figura 2. ESA de eletrodos de ouro policristalino apés a aplicagdo de diferentes pré-
tratamentos. Procedimentos indicados na Figura: M, limpeza mecénica, C, limpeza
quimica e E, representa a limpeza eletroquimica. O RDS ¢ indicado sobre as barras (n
= 3). Figura inserida: voltamograma de um eletrodo de trabalho apds o tratamento M

com pico de reducdo em destaque. Fosfato de sodio, 0,1 mol L'1, pH 7,0, 50 mV s

A rugosidade dos eletrodos mecanicamente polidos decresceu por um fator de

1,4 quando foi aplicado o protocolo de pré-tratamento (M+C+E). Hoogvliet et al. [74]
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mostraram que esta redugcdo pode chegar a um fator de 2 quando se aplica um
tratamento eletroquimico com pulsos de potencial, em condigdes hidrodinamicas.
Entretanto, foi demonstrado que apods este pré-tratamento eletroquimico, a rugosidade
da superficie de ouro policristalino obtida é de 0,62 (+ 0,01) mC cm? e no presente
estudo verificou-se o valor de 0,496 (+ 0,005) mC cm™ apds o pré-tratamento (M+C+E).

Obteve-se, entdo, no presente estudo uma superficie mais uniforme e reprodutivel.
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Figura 3. Voltamogramas ciclicos de eletrodos de ouro policristalino que receberam
pré-tratamento mecanico (M) e eletrodos que receberam pré-tratamento mecanico e
quimico (M+C) em meio acido. Os voltamogramas se referem ao primeiro ciclo
voltamétrico e foram realizados em 0,5 mol L' H,SO4, 50 mVs ""em solucéo saturada

com No.

Voltamogramas ciclicos de eletrodos preparados com pré-tratamento M e M+C
obtidos em solugdo acida sdao mostrados na Figura 3. Os eletrodos de ouro que
receberam pré-tratamento M apresentam perfil voltamétrico tipico [62,64]. A varredura
anddica ndo apresenta corrente faradaica até, aproximadamente, 1,0 V, no entanto, a
partir deste potencial € usual encontrar a regido de formagao de oxido do tipo Au/a. Na
subsequente varredura catédica, o 6xido Au/a € reduzido na faixa de potencial de 0,95
V a 0,6 V e, posteriormente, se segue a regido de dupla camada elétrica até o final da
varredura (-0,3 V).
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Informacdes tipicas relacionadas a eletroquimica do ouro descreve a existéncia

de duas regides -caracteristicas no voltamograma do ouro, uma regidao de
predominancia da dupla camada elétrica e outra mais relacionada a oxido-redugao da
espécie Au/a [143], no entanto, vem sendo descrito recentemente na literatura [60-61] a
presenga de outra espécie de 6xido ou hidréxido (ou Au/B), uma espécie metaestavel
que pode ser gerada sobre a superficie aurea, de acordo com o tratamento recebido
pela superficie.

Burke and O’Mullane [64] observaram que regimes severos de tratamento
catodico ou térmico sob ouro policristalino em solugbes acidas, resultam no
aparecimento substancial de respostas faradaicas na regido tipica da dupla camada
elétrica. Um exemplar de um voltamograma ciclico realizado em solugéo acida é exibido
na Figura 3. Na primeira varredura pode-se verificar a presenca de um pico catddico
entre 0,5 e 0,9 V e um pequena pico catddica entre — 0,2 e 0,0 V. Ndo ha consenso na
literatura sobre a origem deste ultimo pico, em alguns estudos ele é relacionado a
presenca de oxido do tipo Au/p [64,61] e em outros, € considerado como redugédo de
oxigénio fisicamente trapeado na superficie de ouro [144]. Entretanto, cabe enfatizar
que este pico catédico “anémalo” aparece em CV da superficie eletrédica de ouro em
solugdo de acido sulfurico 0,1 mol L =, 50 mV s, posteriormente & aplicagdo do
tratamento (C), que é fortemente oxidante e ocorre sob alta temperatura.

Quando a ESA dos eletrodos de ouro foi derterminada em meio neutro, foi
verificado que o polimento mecanico gerava a maior area microscopica de todos os
protocolos de pré-tratamento testados (Figura 2). Mas, por outro lado, em
voltamogramas ciclicos realizados em meio fortemente acido (Figura 3), fica evidente
que o tratamento (C) gera maior quantidade de éxidos sobre a superficie eletrodica que
o tratamento (M). Relatos na literatura tem mostrado que o comportamento redox do
ouro e solugdes acidas € incomum, especialmente em superficies ativadas de ouro [61].
Na Figura 3 é possivel observar que o eletrodo com tratamento (M) apresenta a menor
area relacionada ao processo redox do 6xido Au/a. Contudo, a existéncia do 6xido Au/p
€ a maior area correspondente a presenga do 6xido Au/a € verificada para o eletrodo
que recebeu tratamento (C). Conclui-se, entdo, que maior quantidade e diferentes tipos
de Oxidos sao formados durante o tratamento quimico e que em meio fortemente acido,

nao somente a camada superficial de oxidos é ativada, mas também sub-camadas
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formadas durante o pré-tratamento quimico sobre o eletrodo de ouro. Em geral, estes
resultados indicam que a composi¢ao e a topografia da superficie de ouro muda apés

os tratamentos quimico e eletroquimico.

I.4.2 Comportamento voltamétrico do hexacianoferrato (Il/lll) e sulfato de ferro

amoniacal (Il/lll) sobre superficies de ouro
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Figura 4. Voltamogramas ciclicos de eletrodos de ouro policristalino em 1,0 mmol L
Fe(NH,)(SO4)2 em solugdo 0,01 mol L' de HCIO4;, 50 mV s apés diferentes

procedimentos de pré-tratamento de superficie.

Para verificar a influéncia do estado da superficie na performance dos eletrodos
de ouro policristalinos, todos os procedimentos testados anteriormente foram
investigados utilizando sulfato de ferro (Il/lll) amoniacal e hexacianoferrato (Il/1ll) de
potassio como sondas em estudos utilizando voltametria ciclica. O estudo com
hexacianoferrato (II/Ill) de potassio em KCI 0,1 mol L™, em pH 4,0, 7,0 e 8,0 sobre as
superficies diferentemente tratadas ndo mostrou ser eficiente para avaliar a reatividade
das superficies, pois todos os voltamogramas ciclicos apresentaram perfis muito

similares: mesmo perfil voltamétrico, sem mudangas no potencial e nas correntes de
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pico. Griveau et al. [145] tentaram utilizar o composto Ks[Fe(CN)s] como prova redox

para a caracterizacao de eletrodos de carbono vitreo modificados com ftalocianinas.
Concluiram que devido o transporte de massa ser o componente determinante da
velocidade de reacdo do par redox [Fe(CN)6]3'/[Fe(CN)6]4', outros fatores, como por
exemplo, as condigbes da superficie eletrddica, nao iriam afetar significativamente o
processo Faradaico inerente a esta espécie eletroativa [146-148]. A partir destes
resultados conclui-se que a espécie Ks[Fe(CN)s] ndo € adequada para avaliar as
propriedades de superficie de eletrodos de ouro policristalino.

A espécie Fe(NH4)(SO4). em solugéo 0,1 mol L™, com pH corrigido para 7,0 com
H2SO4aq), apresentou comportamento indicativo das mudangas ocorridas em
superficies de ouro diferentemente tratadas. Na Figura 4 é exibida a resposta
eletroquimica da espécie quimica Fe (lll/ll) em superficies diferentemente tratadas. O
par redox [Fe(H20)s**/ [Fe(H20)s]** apresentou comportamento quasi-reversivel sob
eletrodos que receberam pré-tratamento quimico e uma redugdo significativa da
velocidade reacional sob superficies tratadas com o polimento mecanico. E importante
enfatizar, que o polimento eletroquimico levou a uma leve melhora da atividade da
superficie do ouro manualmente polida, contudo, ao se aplicar a limpeza quimica, o
comportamento quasi-reversivel foi completamente restabelecido. A partir destes
resultados, pode-se concluir que a ativagao, no caso de eletrodos de ouro policristalino,
nao pode ser atribuida somente ao aumento na area eletroquimica do eletrodo, mas ao

tipo e quantidade de 6xidos deixados na etapa de pré-tratamento.

1.4.3 Efeito do pré-tratamento eletrédico na formaciao de monocamadas auto-
organizada de tidis

Muitas tentativas de entender e incrementar o transporte de massa em
superficies modificadas por meio de auto-organizagéo com tidis tem levado a criacédo de
aparatos de reconhecimento molecular e iénico [149-151], bem como, a arranjos de
ultramicroeletrodos de dimensbdes nanométricas [84]. Estes avangos no emprego de
SAM para fins analiticos vém se tornando possiveis gragas aos esforgos para o controle
da formacdo e do surgimento de irregularidades e defeitos nas monocamadas [84].

Neste contexto, €& igualmente possivel controlar o grau de ordenamento de
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monocamadas por meio do estudo das condigdes de pré-tratamento do substrato e da

estratégia de formacgao da SAM.
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Figura 5. Voltamogramas ciclicos de eletrodos de ouro policristalino limpos ou
revestidos com MPA que receberam pré-tratamento M ou M+C+E. Condigbes
experimentais: solugdo 5,0 mmol L™ de KsFe(CN)s em 0,1 KCI mol L' pH 8,0, 100 mV
s,

Com o objetivo de obter informacbes sobre a estrutura de monocamadas
formadas sobre superficies de ouro policristalino, estudos voltamétricos foram
realizados sobre superficies eletrédicas que receberam os pré-tratamentos M e M+Q+E,
utilizando uma molécula sonda em meio basico, contendo Ks[Fe(CN)s] (Figura 5). O
grau de penetracdo de uma determinada molécula sonda através da monocamada é
controlado pelas propriedades fisicas e quimicas da molécula sonda e pelas
caracteristicas relacionadas a organizagdo e presencga de irregularidades na SAM.
Considerando que em meio basico, o composto Ks[Fe(CN)s] apresenta-se
negativamente carregado, espera-se que ao entrar em contato com uma SAM
composta por moléculas que contenham o grupo carboxilico desprotonado, sofra
repulsao, principalmente, se a SAM for densa e bem empacotada. A partir do principio

que este processo alteraria a difusdo da sonda eletroquimica até a superficie do
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eletrodo de trabalho selecionou-se o composto Ks[Fe(CN)s] como molécula sonda para

este estudo. A monocamada de acido 3-mercaptopropidnico foi, especialmente,
escolhida para este estudo devido ao fato, que monocamadas de cadeia carbdnica
curta facilitam a transferéncia eletrbnica através da SAM e, por este motivo, tém sido
empregadas no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. O par redox Fe(CN)e*
/[Fe(CN)s]* sob um eletrodo que recebeu polimento mecanico e que foi, posteriormente,
recoberto com MPA, apresentou perfil voltamétrico similar ao de um eletrodo limpo que
recebeu o mesmo pré-tratamento (Figura 5). Este fato indica que houve intensa difusao
da molécula sonda para a superficie eletrédica através da monocamada formada;
provavelmente, devido a existéncia de grande numero de defeitos e irregularidades na
mesma. Entretanto, devido ao bom empacotamento que foi obtido sob a superficie de
ouro pré-tratada com o procedimento M+C+E, obteve-se um voltamograma distorcido
que mostrava queda na reversibilidade do processo e das correntes catédicas e
anodicas do par Fe(CN)g]*/[Fe(CN)s]* em relacdo aquele obtido com eletrodo de ouro
limpo que recebeu o mesmo pré-tratamento de limpeza (Figura 5). Neste caso a
molécula sonda foi dificultada de atingir a superficie do eletrodo de trabalho conforme
previsto.

Foram obtidas monocamadas de MPA bem empacotadas sobre superficies
oxidadas de ouro policristalino. O tratamento M+C+E gerou superficies limpas e com
baixa rugosidade, no entanto, a influéncia da presencga de 6xidos na formagéo das SAM
precisava ser mais bem avaliada. Na literatura admite-se que sob diferentes
mecanismos reacionais, moléculas de tidis podem ser quimioadsorvidas tanto sob
superficies de oOxidos de ouro, quanto de ouro metalico. De modo a verificar qual
condicdo gera SAM melhor empacotadas, foram calculadas as superficies de
recobrimento de monocamadas de MPA (I'supa) formadas sobre superficies pré-
tratadas com M+C+etanol (onde etanol, significa 30 min. de imersdo da superficie
eletrédica em etanol) e M+C. Encontra-se descrito na literatura que o alcool etilico
reage com AuyO3, gerando acetaldeido, agua e ouro metalico [68]. Com base nestes
estudos é esperado que apds 30 minutos todo Oxido de ouro seja reduzido a ouro

metalico.
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Figura 6. Voltamograma ciclico de um eletrodo policristalino modificado com SAM de
MPA em solucdo de KOH 0,1 mol L™, 20 mV s™. A SAM foi formada a partir de uma
solucdo etandlica de MPA a 10 mmol L™, sobre eletrodo de ouro que foi pré-tratado com

M+C+E seguido de imersao em etanol por 30 min.

O voltamograma ciclico do eletrodo modificado com a SAM de MPA em solugao
deaerada de KOH 0,1 mol L, 20 mVs™, de 0,1 a =1,2 V (vs. ECS) exibe dois picos de
reducao (Figura 6). A presenga de dois picos de dessorgao € motivo de especulacdes e
controvérsias, porque os dois picos ndo podem ser simplesmente atribuidos a um
fendmeno realizado via um elétron como é considerada a dessorg¢ao redutiva. A origem
de um segundo pico é ora atribuida aos diferentes dominios cristalinos na superficie do
ouro [21,139], ora a um rearranjo de aglomerados de tidis formados devido a uma
inducdo de campo durante a dessorcado destas espécies [86].

Na Figura 6 observa-se que a dessor¢cao da SAM de MPA ocorre, durante o
primeiro voltamograma no sentido catédico, gerando dois picos de redugéo. No entanto,
apos a segunda varredura, somente um dos picos (aquele localizado proximo a —1.0 V)
permanece. Apds o primeiro ciclo dessortivo, ocorre a difusdo das moléculas de tiol
para longe da superficie eletrédica, desta forma, ha uma diminuigcdo do numero de tidis

que sao readsorvidos quando se aplica potencial positivo sob o eletrodo. Este
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comportamento € uma forte evidéncia de que o pico localizado em potenciais mais

negativos é devido a clivagem da ligacdo S-Au, e pode ser utilizado para o célculo da
superficie de recobrimento da superficie do ouro pela mercaptana em questao.

Imabayashi et al. [152] sugeriram que o potencial de pico (E,) de dessorgéo de
monocamadas espargamente adsorvidas resultam em um deslocamento de E, na
direcdo de potenciais mais positivos. Com base neste estudo, sugere-se que
provavelmente, o pico de redugdo que aparece em potenciais menos negativo exista
devido a presenga de moléculas de tidis fracamente ligadas a superficie eletrédica,
formando aglomerados de MPA que se instalam em regides de defeitos da SAM ou
sobre regides com irregularidades sobre a superficie de ouro.

A partir dos voltamogramas ciclicos exibidos na Figura 7, e considerando a area
sob o pico localizado préoximo a —1.0 V, foi calculada a I'sypa que foi formada sobre
superficie de ouro policristalino pré-tratada com o procedimento M+C+E+etanol que foi
de Tampa = 1.51 £ 0.25 10™"° mol cm? (n=3). Sob condi¢des similares de pré-tratamento
eletrédico e formagédo da SAM de MPA, foi realizado um experimento idéntico utilizando
a voltametria de pulso diferencial. A razao de 1,2 foi encontrada entre as duas medidas
de DPV e CV. Esta razao experimental foi verificada em todos os casos em que se
mantiveram as condi¢gbes experimentais similares, considerando um erro analitico da
ordem de 5,0 %. Para os experimentos seguintes empregou-se a DPV devido a maior
sensibilidade e precisdo das medidas experimentais, mas os resultados quantitativos
obtidos foram ajustados de acordo com a razao de sinal DPV/CV estimada.

A Figura 7 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial onde é possivel
observar, em potenciais positivos, o pico de redugcdo do ouro antes do pico de
dessorcdo da monocamada de 3MPA, entretanto, quando voltametria ciclica foi
empregada, o pico de redugdo do ouro somente é visualizado, quando a SAM ¢é
removida da superficie. Ja que a relagao entre o recobrimento da superficie calculado
por meio de DPV e CV é mantida, a falta de sensibilidade exprimida pela voltametria
ciclica explica o fenébmeno. Considerando novamente a informac&o contida na Figura 7
€ possivel fazer uma analise qualitativa do efeito bloqueador das SAM de 3MPA
formadas sobre ouro policristalino que receberam diferentes pré-tratamentos, com base

nas ondas redox do substrato metalico. Pode-se observar que a area sob o pico de
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reducdo da SAM aumenta a medida que a area sob o pico de redug¢ao do ouro diminui e

isto se deve ao efeito bloqueador da SAM.

Curvas de corrente vs. potencial que exibem a dessorgdao redutiva de
monocamadas de 3MPA preparadas a partir de solugcdes etanolicas de 3MPA sobre
substrato aureo reduzido e oxidado sdo mostradas na Figura 6. O I'sypa SoObre
substratos reduzidos foi de 1.26 (+ 0.06) 10™'® mol cm? enquanto o I'sypa Sobre o
substrato oxidado foi aproximadamente 27 % menor (0.93 (+ 0.05) 10°"° mol cm?). Estes
resultados revelam que sobre superfices reduzidas de ouro monocamadas mais bem
organizadas sdo formadas e isto pode ser justificado pelo fato de que quando a SAM é
formada sobre superficies contendo grandes quantidades de éxidos, uma determinada
porcao deste permanece trapeada entre a SAM e o substrato [67-68] e isto confere um
impedimento aos mondmeros da monocada que, por sua vez, ndo conseguem se

organizar de forma 6tima e formar uma SAM bem empacotada.
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Figura 7. Voltamogramas de pulso diferencial de eletrodos de ouro modificados com
SAM de MPA em solugdo de KOH 0,1 mol L', 20 mVs™, amplitude de pulso de 25 mV.
O tempo de formacdo da SAM: 2 horas, em solucdo contendo 10,0 mmol L™ de MPA.

Legenda: MPA(solvente da solugao utilizada na formagdo da SAM)/Au (pré-tratamento).
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Para avaliar o desempenho de superficies de ouro eletroquimicamente reduzidas
na formagcdo de monocamadas de 3MPA, foi aplicado o potencial de —0,8 V durante
5000 s [74] sob a superficie eletrédica em meio de tampao fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0
em eletrodos de ouro que receberam o pré-tratamento (M+C). A SAM de 3MPA foi
formada e dessorvida do substrato metédlico conforme descrito anteriormente. A
superficie de recobrimento da SAM foi 20 % menor do que o recobrimento da SAM
formada sob substrato reduzido com etanol, que previamente recebeu tratamento
(M+C).

O solvente utilizado na preparagéo das solugdes de tiol empregadas na etapa de
formagdo da SAM é um importante aspecto a ser estudado para a obtencao de
monocamadas melhor empacotadas. Como pode ser observado na Figura 7, quando a
SAM de 3MPA foi formada valendo-se de solugdes aquosas de 3MPA o I'supa foi de
0,59 (+ 0,48) 10 mol cm? (n = 6). A SAM formada nestas condicdes ndo exibe
nenhum efeito passivador em relagdo ao substrato metalico, pois em potencial de -0,1
V verifica-se nitidamente o pico de redu¢do do ouro e o I'sypa € 36 % menor que aquele
calculado para SAM de 3MPA formadas a partir de solugdes etandlicas de tiol sob
substrato tratado de forma idéntica, devido a estes fatos pode-se concluir que a
monocamada formada apresenta muitos defeitos. Estes resultados estdo de acordo
com a proposicdao de Ron and Rubinstein [68] que sugeriram a existéncia de uma
competigao entre a oxidagéo do tiol para a formagado da SAM e a formacdo de oxido de
ouro na superficie do substrato devido a presenga de agua.

Enquanto a quimiosorgao de n-alcanotidis em ouro depende da afinidade de um
absorvente por um substrato, a auto-organizagdo ocorre devido a interagdes
intermoleculares estabelecidas entre as unidades formadoras da SAM [152].
Considerando que a auto-organizagao depende de fatores associados a rugosidade da
superficie, a influencia do tratamento (E), que alisa a superficie do substrato, na
formagdo de monocamadas de 3MPA foi estudado. Valendo-se de eletrodos de ouro
que receberam o pré-tratamento (M+C+E) mais 30 min. de imersdo da superficie
eletrédica em etanol, SAM de 3MPA foram construidas sobre este substrato e
dessorvidas conforme descrito anteriormente (Figura 7). O I'sypa deteminado nestas
condicdes foi de 1,47 (+ 0,10) 10™'° mol cm? e, conforme previsto, sobre esta superficie

menos rugosa a superficie de recobrimento determinada foi superior a encontrada em
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condigdes similares usando o protocolo de tratamento (M+C) mais 30 min. de imersao

em etanol (ao nivel de 90 % de confianga).

1.5 Conclusao

A limpeza e a preparagao do substrato € de grande importancia para estudos
relacionados a fenbmenos de superficie. A relevancia do pré-tratamento de superficies
reside no fato de que estados superficiais providos por estes sdo, parcialmente,
responsaveis pela atividade eletroquimica do substrato. A partir dos resultados
apresentados neste trabalho fica claro que a area eletroquimica superficial muda
sensivelmente, de acordo com o protocolo de limpeza e pré-tratamento aplicado a
superficie. Mas, surpreendentemente, a maior resposta eletroquimica obtida com o
composto sulfato de ferro amoniacal (ll/1ll) sobre superficie de ouro oxidado ndo pode
ser atribuida a um aumento na area superficial eletrodica, mas ao tipo e quantidade de
oxidos formados no substrato apdés a aplicacdo de determinado protocolo de pré-
tratamento. A etapa quimica (C) parece ser importante a obtencdo de superficies de
ouro ativadas.

O composto [Fe(CN)s]B'/[Fe(CN)e]“' € uma sonda molecular adequada para o
estudo de defeitos no empacotamento de monocamadas formadas sobre ouro, no
entanto, ndo é apropriada para a investigagdo do comportamento eletroquimico de
superficies de ouro que receberam diferentes pré-tratamentos.

O tratamento (E) diminui a rugosidade do eletrodo policristalino e permite a
obtencdo de superficies mais reprodutiveis. As caracteristicas quimicas da superficie
devem ser levadas em consideragao.

Uma relagao importante foi obtida comparando a dessorgao redutiva de SAM de
3MPA sob ouro policristalino utilizando voltametria ciclica e voltamentria de pulso
diferencial. A partir do perfil de dessorgao do tiol, foi sugerido que o pico localizado em
potenciais mais negativos corresponde a clivagem da ligagao enxofre-ouro.

O fenbmeno da dessorgado redutiva de tidis sobre substratos de ouro prové
informacgdes valiosas a respeito das caracteristicas da SAM formada sobre substratos
que receberam diferentes pré-tratamentos. O efeito da formagao de SAM de tiol sobre o

substrato metalico oxidado e reduzido foi estudado e monocamadas com maior
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recobrimento de superficie foram obtidas sob substratos de ouro reduzidos por meio do
contato com etanol.

A estratégia de pré-tratamento de superficies que conduz a formagdo de
monocamadas bem empacotadas sob eletrodos de ouro policristalino é aquela que
proporciona a superficie mais limpa, com menor rugosidade e menor quantidade de
Oxidos sobre a superficie eletrédica. Este objetivo foi alcangcado por meio da aplicacéao
do seguinte protocolo de pré-tratamento: (M+C+E) mais 30 min. de imerséo da

superficie eletrodica em etanol.
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CAPITULO llI

DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR PREPARADO COM SAM DE
MPA E COMPLEXO DE COBRE (Il) COMO CATALISADOR
BIOMIMETICO A ASCORBATO OXIDASE PARA A DETERMINACAO DE
ACIDO ASCORBICO EM FORMULACOES FARMACEUTICAS
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lll. 1 Resumo

Apresenta-se a construcdo e aplicacdo de um sensor biomimético para acido
ascoérbico, tomando como base a quimica da cupro-enzima ascorbato oxidase,
utilizando-se etilenodiamina e ions Cu(ll) imobilizados sobre a superficie de um eletrodo
de ouro policristalino modificado com uma SAM de acido 3-mercaptopropidnico. Este
trabalho demonstra que compostos simples podem substituir de forma satisfatoria
estruturas enzimaticas complexas, e serem usados como catalisadores biomiméticos na

construcao de sensores sensiveis e seletivos.

lll. 2 Introducao

A primeira descrigdo sobre o isolamento do acido ascorbico foi feira por Albert
Szent-Gyorgyi que, em 1928, o obteve a partir da glandula supra-renal de ratos, do
suco de frutos citricos e da paprica, chamando-a de acido hexurénico [153]. Somente
apos 5 anos, a sua estrutura foi elucidada.

O acido ascoérbico (AsA) é uma biomolécula muito importante para o
metabolismo dos seres vivos, e como tal, € intensivamente utilizada para fins
terapéuticos. No cérebro, o acido ascérbico esta relacionado ao metabolismo da L-
tirosina. No sistema imunolégico, age na inibicdo da destruicdo oxidativa dos leucadcitos,
na resposta imunolégica a alergias, age na metabolizagdo da histamina. A deficiéncia
de acido ascorbico pode acarretar uma doenga conhecida como escorbuto, que esta
associada a incapacidade do organismo de formar as fibras de colageno
apropriadamente, contudo, o excesso pode causar irritagdo gastrica, diarréia e litiase
renal [154]. O acido ascorbico é utilizado em larga escala como agente anti-oxidante em
alimentos e bebidas [155].

Existem muitas metodologias desenvolvidas para a determinagcdo de &acido
ascorbico nas mais diversas matrizes, no entanto as técnicas empregadas apresentam
algumas limitagcbes. A técnica espectrofotométrica com ou sem a adi¢gao de reagentes
cromogénicos € a mais empregada, no entanto, amostras coloridas podem introduzir
erros consideraveis na analise [156-160]. A titulacdo com 2,6 — diclorofenol-indofenol,
2,4 — dinitrofenolhidrazina ou iodo também sao bastante empregadas [161-162], porém,
amostras coloridas tém a analise interferida se o ponto final da titulacao for visual € na

titulacdo potenciométrica, a presenca de substancias redutoras na amostra acarreta
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perda de seletividade, ainda cabe mencionar, a enorme quantidade de residuos que é
gerada durante esta analise. As determinagdes de acido ascorbico por HPLC e CG
apresentam o inconveniente de utilizarem reagentes e aparelhagem de alto custo,
contudo, a analise é muito sensivel e seletiva [155, 163-165]. A utilizacdo de eletrodos
modificados, ion-seletivos e potenciométricos para a determinacdo de acido ascorbico
ainda é incipiente e sofre influéncias de problemas de estabilidade das membranas e
baixa seletividade [167-166]. Em geral, a utilizagdo da voltametria [168-169] e
amperometria [170] s&o restritas devido a influéncia de compostos presentes na
amostra que respondem de forma similar na faixa de resposta da espécie quimica de
interesse. Técnicas inusitadas tem sido empregadas para a analise de acido ascorbico
como espectroscopia de absorgdo atbmica com chama [171], calorimetria [172],
espectrofotometria enzimatica [173], polarografia [174] etc.

O acido ascorbico é estavel na forma sodlida, mas solugdes aquosas sao
oxidadas rapidamente pelo oxigénio dissolvido, gerando acido dehidroascoérbico e agua.
Os fatores que influenciam significativamente na estabilidade de solugdes de acido
ascorbico sdo pH, o oxigénio, a temperatura e a presenga de ions metalicos, o solvente
e a incidéncia de radiagao eletromagnética [175]. Segundo estudos realizados por
Fernandes et al. [175], a melhor maneira de preparar padrées e amostras de solugdes
aquosas de acido L-ascoérbico é em pH baixo (pH<2) devido a dificuldade de hidrdlise
do anel lactona, com agua deionizada e no momento da analise.

A ascorbato oxidase (L-ascorbato: oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.3) é
membro da familia das enzimas azuis que apresentam multiplos centros de cobre ou
complexos, como a lacase, a ceruloplasmina e outras enzimas menos conhecidas e
caracterizadas. As oxidases azuis sao das poucas enzimas que realizam a reducao via
quatro elétrons do oxigénio a agua de forma simultdnea a oxidagédo via um elétron de
determinados substratos. A ascorbato oxidase € uma enzima encontrada em plantas
[176-177] e bactérias [178]. E facilmente extraida e purificada de vegetais como a
abobrinha (Cucurbita pepo medullosa) [179] ou pepino (Cucumis sativus) [180]. O papel
fisiologico da ascorbato oxidase ndo € conhecido [181], no entanto, foi a primeira das
cupro-oxidases a ser caracterizadas cristalograficamente, cada sub-unidade contém
552 residuos de aminoacidos e apresenta forma globular. O sitio ativo contém um ion

cobre do tipo 1 separado cerca de 12,5 A de um cluster composto por trés ions cobre
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(Figura 8). Os ligantes do sitio tipo 1 (His, Cys, His, Met), bem como todas as outras

caracteristicas estruturais, sao similares as proteinas que apresentam sitio cuprico tipo
1 [182-183]. O aglomerado formado por trés ions cobre apresenta ao todo oito ligantes
histidina, € composto por um par de ions cobre formando um sitio tipo 3, cada cobre
sendo ligado a trés histidinas, realizando uma ponte hidroxo entre si, e um sitio cuprico
tipo 2 composto por dois residuos de histidina e um ligante hidroxo terminal. A distancia

média entre os ions cobre do aglomerado é de 3.74 A[184].
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Figura 8. Vista esquematica da estrutura do sitio ativo da ascorbato oxidase [184].

Uma grande variedade de estruturas moleculares tém sido utilizadas a fim de
representar o sitio ativo de inUmeras metaloproteinas. Muitas dessas estruturas sao
construidas a partir de indicagbes a respeito da estrutura que desejam imitar, outras
respondem fisica ou quimicamente de forma similar, no entanto, ambos buscam os
mesmos objetivos: compreender os mecanismos de agao e/ou superar as limitacdes
encontradas na utilizagao de biocatalisadores.

O objetivo deste trabalho € a construgdo de um sensor biomimético a ascorbato

oxidase para a detecgao de acido ascorbico em amostras de interesse farmacoldgico.
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lll. 3 Metodologia experimental

lll.3.1 Reagentes e preparo de solucoes

Somente reagentes de grau P. A. foram usados para preparar as solugbes. As
solugbes aquosas foram preparadas com agua deionizada (Mili-Q Water Purifier
System, Millipore Inc., USA) com resistividade > 18 MQ cm. Toda vidraria utilizada foi
limpa em HNO3; 10% (v/v) e agua deionizada a fim de evitar contaminagdes. Abaixo
estdo descritos os reagentes utilizados, bem como sua procedéncia: Acetato de sodio,
Synth; Acido Sulfarico, Synth; Cloreto de cobre, Vetec; Cloreto de potassio, Synth; EDC,
Aldrich; Eltilenodiamina, Merck; Fosfato de sédio monobasico e dibasico, Synth; Acido
fosférico, Synth; HEPES, Sigma; Hidroxido de Sddio, Vetec; MPA (pureza > 99 %),
Sigma; Nitrato de potassio, Synth; Nitrogénio, Air Liquid Brasil Ltda; Peroxido de
Hidrogénio, 30 v, Merck; PIPES, Sigma; Sulfato de cobre pentahidratado, Carlo Erba;
Suspens&o aquosa de alumina (0,3 e 0,5-mm), Fortel; TRIS, Sigma; Acido acético,
Synth.

ll1.3.1.1 Solucoes tampao

As solucdes tampao de fosfato e acetato foram preparadas utilizando misturas
adequadas do acido fraco e do sal do acido fraco correspondente, a fim de obter o pH
desejado. As solugdes tampao de PIPES, HEPES e TRIS foram preparadas na
concentragédo determinada e o pH da solugéo foi ajustado posteriormente com a adigéo

de solucdo diluida de hidroxido de sédio ou acido sulfurico.

l11.3.2 Solucao de MPA
Foi preparada uma solugao alcodlica de MPA 10 mmol L™ adicionando-se 8,7 ul
do composto tiolado em 10,0 mL de alcool etilico absoluto. Esta solugao sempre foi

preparada imediatamente antes do uso.
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111.3.1.3 Solucao de acido ascorbico

Para o preparo da solugédo estoque, pesou-se 17,60 mg de acido ascérbico que
foram dissolvidos em 10,0 mL de agua. Posteriormente, para preparar uma solugéo 100
umol L' de acido ascorbico foram tomados 500 uL da solugcdo estoque, que foram
diluidos em 50,0 mL de agua. O acido ascoérbico apresenta alta instabilidade em meio
aquoso devido a presencga de oxigénio dissolvido no solvente, portanto as solugdes

foram preparadas imediatamente antes do uso.

l11.3.1.4 Solucao de EDC

Para o preparo de solucdes a 15,0 mg mL" e a 7,5 mg mL" de EDC foram
transferidos, respectivamente, 150,00 mg e 75,00 mg de EDC para baldes volumétricos
de 10,0 mL e os volumes foram ajustados com solugdo tampao de acetato de sodio
0,05 mol L™, pH 4,8. Devido a grande probabilidade de que o composto em questéo se
desproporcione com o tempo, esta solucdo sempre foi preparada imediatamente antes

do uso.

l11.3.1.5 Solucao de sulfato de cobre

Para o preparo da solugdo 500 umol L™ de CuSO, foram diluidos 6,24 mg de
sulfato de cobre pentahidratado em 25,0 mL de agua.

Para o preparo da solugdo 50 umol L' de CuSO4 foram diluidos 0,62 mg de

sulfato de cobre pentahidratado em 25,0 mL de agua.

I11.3.1.6 Solucao de ligante etilenodiamina

Prepararam-se duas solugbes aquosas de concentragdao distinta em
etilenodiamina: 10,0 mmol L' e 25,0 mmol L'1, foram adicionados 16,7 uL e 41,7 uL de
etilenodiamina, respectivamente, em baldes volumétricos de 25,0 mL e o volume dos
baldes volumétricos foram ajustados com agua. O pH das solugdes foi corrigido para
6,0 ou 8,0 de acordo com o procedimento experimental por meio da adicdo de acido

sulfurico.



46

l11.3.1.7 Solucao piranha acida (H,SO4 concentrado + H,0, 30 %, (3:1, v/v))
Esta solucao foi preparada em um béquer de 10,0 mL misturando 3,0 mL de
acido sulfurico, seguido da adicdo de 1,0 mL de perdxido de hidrogénio. Esta mistura é

exotérmica e deve ser cuidadosamente preparada.

l11.3.2 Equipamentos

Foi utilizada uma célula eletroquimica de vidro com capacidade de 5,0 mL
composta por trés eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho, um eletrodo de ouro (99,99
%, Metrohm 6.1204.020, Suécia); o eletrodo auxiliar, um fio helicoidal de platina; e um
eletrodo de calomelano saturado (ECS) como eletrodo de referéncia (Figura 9).

O eletrodo de trabalho era formado de um cilindro de ouro policristalino, revestido
em Teflon® com area geométrica de 0,071 cm?. As medidas eletroquimicas foram
realizadas em um potenciostato Autolab PGSTAT30 utilizando o software GPES 4.9
(Eco Chemie BV, Holanda).

O banho de ultra-som utilizado era da marca UNIQUE T-1425, apresentava
frequéncia de 25 kHz e um pico maximo de potencia de 54 W. Uma balanga analitica
Sartorius BP 211D, de 5 casas decimais, foi utilizada para as tomadas de massa dos

compostos quimicos.

2
1 3
[ a b
e
4. e

Figura 9. Esquema de célula de trés eletrodos utilizada nas medidas eletroquimicas.
a = entrada de ar; b = saida de ar; c = eletrodo de referéncia — ECS (1); d = eletrodo de
trabalho (2); e= adicdo de solugdes com micropipeta; f= eletrodo auxiliar — espiral de

platina (3).
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111.3.3 Procedimento experimental
l11.3.3.1 Pré-tratamento do eletrodo de ouro policristalino

Esta etapa do trabalho foi extensivamente explorada com a finalidade de se obter
uma superficie do eletrodo de ouro ndo somente limpa, mas realmente adequada a
imobilizagdo da monocamada auto-organizada. As condigdes de pré-tratamento dos
eletrodos de ouro utilizados no presente trabalho foram determinadas de acordo com os
resultados relatados e discutidos mais elaboradamente no Capitulo |l desta dissertagao.
O eletrodo de ouro policristalino foi polido com suspensao aquosa de alumina (0,3 e
0,5-mm), posteriormente, imerso por 10 min em solugdo piranha recém-preparada, em
seguida foi realizada a varredura de potencial em solugdo 0,5 mol L™ de H,SO4, 100
mV s, entre + 0,1 e + 1,4 V por meio de voltametria ciclica durante 25 ciclos e, por fim,

o eletrodo foi imerso em etanol absoluto durante 30 min.

lll. 3.4 Construcao do Sensor Biomimético
l11.3.4.1 Formacao da SAM de MPA sobre eletrodos de ouro

Apos o preparo da superficie do eletrodo de ouro, este foi lavado
abundantemente em alcool etilico e imediatamente imerso em solugdo etandlica a 10,0
mmol L' de MPA durante 1 hora. Apds este periodo, o eletrodo de ouro foi removido da
solugcdo e lavado com alcool etilico absoluto e seco em atmosfera de nitrogénio.

Procedia-se, entdo, a etapa seguinte de modificacéo.

l11.3.4.2 Imobilizacao do ligante etilenodiamina sobre a SAM de MPA

Apods a formagao da SAM de MPA sobre a superficie do eletrodo de ouro, este foi
imerso por 1 hora em solugdo de EDC que foi mantida sob agitagao constante. Apés
este periodo, o eletrodo de ouro foi removido da solugéo, lavado com agua e seco em
atmosfera de nitrogénio.

Em seguida, o eletrodo foi imerso por 1 hora em solugdo aquosa de

etilenodiamina, a seguir lavado em agua e seco em atmosfera de nitrogénio.



48

I11.3.4.3 Complexacao de ions cobre

Considerando que grande quantidade de ligantes etilenodiamina que foram
imobilizados estdo com um grupo —NHy livre, apds a imersdo do eletrodo em solugao
contendo cobre, ocorrera a complexacdo de ions cobre na superficie do eletrodo
quimicamente modificado. Supde-se, entdo, que o ion cobre (ll) seja complexado a

partir das interagdes com grupos —NH> de ligantes etilenodiamina vizinhos.

l11.3.4.4. Acondicionamento do sensor construido

O eletrodo quimicamente modificado foi mantido por 1 minuto em tampao fosfato
de sodio 0,1 mol L™, pH 7,0 com o objetivo de retirar a fracdo de ions cobre que
estavam fracamente adsorvidos no eletrodo. O eletrodo foi lavado em agua e entéo,

realizaram-se os estudos eletroquimicos.

l11.3.4.5. Otimizacao das concentracoes das solucdes utilizadas na construcao do
sensor

Foi realizado um planejamento 2° sem replicatas (A) para estudar a influéncia da
concentracao das solucgdes utilizadas (concentracdo de EDC, etilenodiamina e sulfato
de cobre) na variagdo de potencial de pico (AEp), corrente de pico anddico (lpa) €
catodico (lpc) e estabilidade sensor obtido considerando a diferenga de corrente anddica
entre a 22 e 102 varredura realizada com o sensor em relagcdo ao processo faradaico
relacionado com o cobre complexado na superficie do EQM. Os fatores e os niveis do

planejamento fatorial A sdao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Dados do planejamento fatorial A.

Fatores Niveis
— +
1. [EDC], mg mL" 7,5 15,0
2. [Etilenodiamina], mmol L? 10,0 25,0

3. [CuSO4], umol L 50,0 500
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111.3.4.6 Otimizacao do pH das solucoes utilizadas na construcao do sensor

Foi realizado um planejamento 2 sem replicatas (B) para estudar a influéncia da
concentragdo hidrogenidnica das solugbes de etilenodiamina e sulfato de cobre na
variagédo de corrente de pico anddico e catodico (AE,), corrente de pico anddico (la) e
catodico (lc) e estabilidade sensor obtido considerando a diferenga de corrente anddica
entre a 22 e 102 varredura realizada com o sensor em relagcdo ao processo faradaico
correspondente ao cobre complexado na superficie do EQM. Os fatores e os niveis do

planejamento fatorial B sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Dados do planejamento fatorial B

Fatores Niveis
- +
1. [CuSOy), pH 5,0 6,0
2. [Etilenodiamina], pH 6,0 8,0

l11.3.5 Caracterizacao eletroquimica do sensor biomimético
l11.3.5.1 Dessorcao redutiva da SAM de MPA como forma de Caracterizacao do
Sensor

O arranjo experimental consistiu em montar e dessorver redutivamente da
superficie do eletrodo de ouro as SAMs quimicamente modificadas dependendo do
estagio de formagéo do sensor. A dessorgéo redutiva foi realizada em solugdo aquosa
0,1 M KOH através da varredura de potencial de +0,1 V a — 1,4 V, no sentido catddico
20 mV s™'. A solugdo de KOH foi desoxigenada através da purga com gas nitrogénio

durante 15 minutos previamente a realizagdo do experimento.

I11.3.5.2 Avaliacao do potencial formal do sensor proposto e de diferentes EQMs
Foi imobilizado através de atracdo eletrostatica o complexo cloreto de
dietilenodiamincobre (IlI) sobre a superficie de eletrodos de ouro modificados com SAM
de MPA com a finalidade de se observar o potencial formal (E®) da espécie imobilizada.
Foi realizado o mesmo procedimento para o complexo formado entre a SAM de MPA e

cobre (1) e para o complexo formado no sensor proposto.
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As medidas voltamétricas foram realizadas em tampao PIPES 0,1 mol L™, pH

7,0, entre os potenciais de 0 e 300 mV, a 10 mV s,

111.3.5.3 Efeito do eletrdlito de suporte

Foram avaliados os efeitos dos eletrolitos KCI, KNO3z, HEPES, PIPES e TRIS na
resposta eletroquimica do sensor estudado. Foram preparadas solugdes aquosas dos
eletrdlitos e dos tampdes descritos acima na concentracdo de 0,1 mol L ™", e o pH das
solugdes foi ajustado para 7,0. As medidas voltamétricas foram realizadas entre os

potenciais de 0 e 300 mV, a 10 mV s

111.3.5.4 Efeito do pH da solucao de eletrdlito de suporte

Foi avaliado o efeito que diferentes potenciais hidrogeniénicos exercem na
resposta eletroquimica do sensor estudado. Foi preparado 500 mL de uma solugao
aquosa de PIPES 0,1 mol L' que foi igualmente dividida em 6 porgdes. Cada aliquota
recebeu o ajuste para um valor unico de pH entre os seguintes: 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 e
10,0. As medidas voltamétricas foram realizadas entre os potenciais de 0 e 300 mV, a
10 mVs™

l11.3.5.5 Efeito da concentracao de eletrélito de suporte

Para estudar o efeito da concentracdo de eletrdlito no comportamento
eletroquimico do sensor estudado foram preparadas solu¢cdes de tampao PIPES nas
concentracdes de 0,5, 0,1, 0,05, 0,01, 0,005 e 0,001 mol L. O pH das solucdes foi
ajustado para 7,0. As medidas voltamétricas foram realizadas entre os potenciais de 0 e
300mV,a10mvVs™.

111.3.5.6 Efeito Catalitico
O sensor foi testado em relagdo ao seu potencial catalitico frente a alguns
compostos fendlicos como catecol, orto-cresol, salicilato de sdodio, 2-clorofenol e 2-

aminofenol. Sabe-se que a ascorbato oxidase apresenta dois sitios de cobre em seu
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sitio ativo, portanto, testou-se ainda o efeito catalitico do sensor estudado para a
oxidacao de acido ascorbico. A enzima ascorbato oxidase catalisa a oxidagao aerobica

de acido ascoérbico de acordo com o seguinte mecanismo reacional:

k+1 k+2
Enzyy + AsA - 5 Enzox— AsA ENnzeq + P (radical livre ascorbato)
kg
ki3 Kig
Enzred + 02 - > Enzred»— 02» Enzox, + HZO
k3

Onde Enz.x e Enzey representam as formas oxidada e reduzida da enzima,
respectivamente.

Para testar o efeito catalitico do sensor foram preparadas solu¢des aquosas dos
compostos fendlicos citados acima e também de acido ascoérbico na concentracido de
1,0 10* mol L.

l11.3.5.7 Curva analitica para acido ascorbico

Foi utilizada a técnica cronoamperomeétrica para construir uma curva analitica
para acido ascorbico utilizando o sensor em estudo. Foram realizados incrementos de
50 nanomol de acido ascorbico em 5,0 mL de solugdo de PIPES 0,1 mol L™, pH 7,0.
Para a construgao da curva analitica foi realizado corre¢cao de volume para os calculos

de concentragao da espécie quimica de interesse em solucéo.

111.3.5.8 Método de referéncia: titulacao iodométrica

A confiabilidade das determinacbes amperométricas de acido ascoérbico em
preparacdes farmacéuticas foi verificada usando o procedimento iodométrico descrito
pela farmacopéia (USP) [161]. Para este fim foi preparado uma solugdo 0,015 mol L™
de iodeto, a partir de iodeto e iodato de potassio, sendo o iodato de potassio padréao
primario, este nao foi padronizado. Foi utilizada solugdo de amido como indicador visual
do ponto de viragem.

A determinacdo amperométrica de acido ascoérbico foi realizada por meio do
método da adigao de padréo, além da amostra foram adicionados mais trés volumes de

solugdo conhecida de padrdo de acido ascorbico (adigdes de n mols de AsA). A
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amostra foi diluida completamente em meio aquoso, pH corrigido para 2,0 com acido

sulfurico diluido, e mantida sob protecdo da luz e analisada imediatamente apds esta

etapa de preparo de amostra.

111.3.5.9 Teste de efeito catalitico da superficie biomimética sobre solucao de acido
ascorbico

Uma superficie de ouro foi quimicamente modificada com SAM
MPA-+etilenodiamina+Cu(ll), conforme comumente se prepara o sensor, e este foi
imerso em 10,0 mL de solugdo de acido ascorbico, contudo, sem a aplicacdo de
potencial eletroquimico. O mesmo procedimento foi realizado com um eletrodo de ouro
limpo. Apos 15 minutos foi realizado o doseamento do teor de AsA em um volume de
5,0 mL de cada solucido de AsA em contato com os eletrodos e ainda o doseamento de

uma solucéo de acido ascoérbico que foi disposta como controle.

I11.4. Resultado e discussoes

O processo de modificacdo do eletrodo de ouro pode ser representado pelo

esquema ilustrado na Figura 10.

H

| MNH; MH; Nle
2 I |
RIN-C=H-R (CHp) (Cszg@ (CHa)y
1
0. OH O 0O o N O, N N o
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4 ) o G i\c i ) . Ngom R
[ FBEC | HoMN(CHp),NHp | o | I
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Figura 10. Representacdo esquematica das etapas de construgdo do sensor
biomimético proposto: (a) Formagédo da SAM; (b) Ativagdo dos grupos carboxilicos da
SAM; (c) Reagao com Etilenodiamina que resulta na formacéo de uma ligagdo amida;
(d) Reagao de complexacgao de ions cobre pelos ligantes imobilizados sobre a SAM. Os
grupos Ri e R representam um radical etila e o grupo —[(CH.)sN'(CHz)2]HCI,

respectivamente.
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O reagente EDC é um derivado hidrossoluvel da carbodiimida, composto muito
utilizado na catalise da formagao de ligagées amida entre acidos carboxilicos e aminas.
A construcdo de biossensores enzimaticos com base em monocamadas auto-
organizadas utilizam deste mesmo esquema reacional para realizar a imobilizagado das
enzimas de interesse [185, 8].

Foi descrito na literatura a formagao de um complexo de cobre entre a SAM de
MPA e cobre (llI) [186], portanto, torna-se necessario confirmar a obtencdo do EQM
proposto. Para tanto, foram obtidos os valores de potencial formal (E®’) para o complexo
formado entre MPA e cobre, para o complexo [Cu(en).]Cl, imobilizado sobre a
superficie de um EQM com SAM de MPA e para o complexo formado no sensor
proposto. O potencial formal € caracteristico da espécie eletroativa e € uma forma
ajustada do potencial padréo, pois varia de acordo com os coeficientes de atividade das
espécies presentes na solugdo de medida. Como pode ser verificado na Tabela 3,
devido as diferencas nos valores de E® para cada sistema, ha indicios de que o sensor
em estudo esteja complexando ions cobre de forma diferente daquela existente nos

dois sistemas utilizados para a comparagéo.

Tabela 3. Valores de E® para diferentes complexos formados na superficie de eletrodos
de ouro policristalino. Medidas Voltamétricas realizadas em tampao PIPES 0,1 mol L ‘1,
pH7,0a10mVs™.

Sistema E®/ mV Desvio Padrao relativo
MPA + Cu(ll) 145 13
MPA + [Cu(en);]Cl; 117 4
Sensor proposto 166 3

Uma segunda tentativa de caracterizar o EQM proposto foi realizada valendo-se
da dessorg¢ao redutiva de monocamadas auto-organizadas. O potencial de dessorgao
de monocamadas auto-organizadas de tidis sobre o ouro depende, dentre outros
fatores, do tamanho da cadeia carbbnica e dos grupos funcionais terminais do tiol
imobilizado, portanto, supéem-se que de acordo com o tipo de modificacdo que a

monocamada auto-organizada receber, serdo verificados diferentes potenciais de pico
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de dessorgao redutiva. Este fato pode ser utilizado para verificar algumas propriedades

da modificacao.

s

, —— Au+ SAM+EDS
| —— Au+ SAM+EN
——— Au+SAM+EN+Cu(ll)

-1.2 ' -1.0 ' -0.8 ' —0|.6 ' -OI.4 ' -0.2 ' 0.0 ' 0.2
E/VvsECS
Figura 11. Dessorgdo redutiva de monocamadas de MPA que passaram por
modificagdes quimicas (ou ndo) durante as etapas de constru¢ado do sensor em estudo.
Foi realizada uma varredura de potencial sobre o eletrodo de ouro limpo para efeito de
comparagado. Voltamogramas ciclicos realizados em solugdo de KOH 0,1mol L, a 50

mV s™.

De acordo com Imabayashi et al. [152], o deslocamento do potencial do pico de
dessorcado redutiva para valores mais negativos € caracteristico do aumento da
estabilizacdo de uma monocamada em relagao a interface estudada. Considerando os
picos de dessorgdo redutiva da SAM de MPA sem modificagbes como referéncia,
observa-se um deslocamento catddico dos potenciais dos picos de dessor¢cao da SAM
quando ions cobre sao complexados pelo sistema em estudo.

A interpretagdo tedrica a respeito da presenca de dois picos de dessorgao
redutiva de tidis funcionalizados sobre eletrodos de ouro policristalino ainda esta sendo
investigada. Na literatura alguns artigos iniciam a discussdo, porém existem poucas
informacdes conclusivas. O pico de dessorgdo menos negativo, considerado, na maioria
dos casos, originado pela dessor¢ao de mondmeros da SAM que estdo fracamente

ligados sobre a superficie de ouro, mostra tendéncias de estabilizacdo quando a SAM
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de MPA é modificada com EDC e quando cobre é complexado pelo sistema, mas em

contrapartida, é verificada uma menor estabilizagao do sistema quando ocorre a ligagao
do grupo acido da SAM com a amina do ligante etilenodiamina (Figura 11). E possivel
que possam ocorrer ligagbes de um mesmo ligante etilenodiamina com dois grupos
carboxilicos adjacentes da SAM, isto explicaria, em parte, esta desestabilizagdo
observada.

Tabela 4. Valores de resposta de AE,, lpa . lpalpc € (I 12"
23, Condicgdes: tampéao PIPES 0,1 mol L -1 pH7,0a10 mV s,

Ensaio 1 2 3 AE,/mV la/pA lpa/lpc (12-1'%) / pA

) para o planejamento fatorial

A1 - - - 70,4 0,095 0,8 0,024
A2+ - - 89,9 0,072 0,8 0,008
A3 - o+ - 85,0 0,176 0,9 0,015
A  + + - 69,3 0,058 0,6 0,011
A5 - -+ 80,2 0,053 0,6 0,015
A6 + - + 81,5 0,1638 1,0 0,024
A7 -+ 4+ 88,0 0,058 0,7 0,009
A8 + + + 63,3 0,134 0,8 0,000

A verificacdo das condicbes oOtimas de construcdo do sensor proposto foi
realizada através de dois planejamentos fatoriais. Por meio de um planejamento fatorial
2% sem replicatas avaliou-se o efeito da concentracdo dos reagentes e por meio de um
planejamento 22 sem replicatas determinou-se o pH mais adequado das solucdes de
etilenodiamina e sulfato de cobre que foram utilizados na construgdo do EQM.

Os resultados obtidos com os estudos utilizando planejamento fatorial podem ser
observados nas Tabelas 4 e 5 e nas Figuras 12 e 13.

A andlise dos valores de resposta é facilitada pelo uso de diagramas. No
planejamento fatorial A, se somente os valores de resposta para AE, fossem
considerados, as melhores condi¢gbes estariam localizadas nos niveis superiores de

concentragdo para os fatores 1 e 2 (ensaios A4 e Ag, respectivamente).
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c)Resposta AE, /mV d) Resposta lpa /nA

Figura 12. Graficos cubicos das respostas AEp, lps , ladpe €  (I7-1a'%) para o

planejamento fatorial 2° . A Figura (c) indica a posi¢do dos fatores.

Tabela 5. Valores de resposta de AEy, lpa, lparlpe € (la” -la'”) para o planejamento fatorial
22 . Condigdes: tampdo PIPES 0,1 molL ™", a10 mV s™.

1 2 AE,/mV  La/pA  ballpe  (lLZLT)
Ensaio / pA
A1 - - 69,2 0,1516 0,803 0,003
A2+ - 90,6 0,3553 0,975 0,000
A3 -+ 82,6 0,1058 0,525 0,002
A4+ o+ 83,6 0,0721 1,106 0,206
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Figura 13. Graficos das respostas AEp, lpa , lpadps € (la*-la'>) para o planejamento

fatorial 22 .

Entre os ensaios As e Ag aquele que apresentou maior sinais de lpa . lpadpc ©

melhor estabilidade (1,%-15'"

) foi o ensaio Ag. Desta forma, foi estabelecido que a
condicdo mais adequada, dentre aquelas estudadas, foi aquela que compreende os
niveis + + + para os trés fatores.

O ensaio A, do fatorial 22 mostrou melhor resposta em relacéo a todos os fatores
com excegéao da resposta para AE, portanto, mesmo com este ponto negativo, o ensaio

+ - foi considerado como a condigdo mais adequada a ser seguida.
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As analises experimentais indicaram que o0 sensor deve ser construido com
solugdo de EDC na concentragdo de 15,0 mg mL™, solucéo de etilenodiamina 25 mmol

L™ pH 6,0 e solugdo aquosa de sulfato de cobre 500 umol L™, pH 6,0.

0,2
0,1

0,0

7y

0,1 1

-0,3

0,;)0 ' O,IOS ' O,Il() ' O,IIS ' O,IZO ' 0,I25 ' 0,I30
E/Vvs ECS
Figura 14. Voltamograma ciclico do perfil do EQM estudado nas condigdes otimizadas.

Tamp3ao Pipes 0,1mol L', pH 7,0a 10 mV s™.

A Figura 14 mostra o voltamograma ciclico do complexo formado entre os
ligantes etilenodiamina imobilizados sobre a SAM de MPA e o ion cobre (Il) registrado a
10 mV s em tamp&o Pipes 0,1 mol L™, pH 7,0. As Figuras 22 e 23 apresentam o
comportamento da corrente anddica e catdédica em fungdo da velocidade de varredura
na faixa de 5 a 500 mV s ~'. O grafico de Ipa e l,c em fungéo da velocidade de varredura
revela um comportamento linear, isto se remete ao comportamento de espécies
eletroativas imobilizadas na superficie de eletrodos, como é o caso do presente estudo.

A Figura 16 traz o grafico de |, e l,c em funcdo da raiz da velocidade de
varredura € mostra um comportamento ndo linear, foi inserido como informacéao
complementar, pois confirma o fato de que existem espécies imobilizadas na superficie
do EQM.
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Figura 15. Voltamograma ciclico do perfil do EQM estudado em diferentes velocidades
de varredura. Tampao PIPES 0,1mol L', pH 7,0.
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Figura 16. Grafico da Corrente de pico anddica e catodica versus a velocidade de

varredura. Tampao PIPES 0,1mol L™, pH 7,0. Figura inserida: grafico de lys e lpc em

funcao da raiz da velocidade de varredura, Tampao PIPES 0,1mol L'1, pH 7,0.

O efeito do pH da solugdo na performance do eletrodo de ouro modificado é

mostrado na Figura 17. E observado que existe uma faixa 6tima de pH (entre 7,0 e 8,0)

onde o eletrodo apresenta bom sinal eletroquimico. Outro fato observado é que a
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corrente anddica apresenta maiores sinais de corrente em condicbes acidicas, em

contrapartida, a corrente catodica apresenta maiores sinais de corrente em condigdes

basicas.
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Figura 17. Resposta do EQM em estudo em relagao ao pH da solugédo. Tampao PIPES

0,1mol L'1, a 10 mV s™'. O sinal da corrente anddica foi desconsiderado com a finalidade

de facilitar a compree
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Figura 18. Influéncia do pH da solugéo no potencial formal (E®’) para o EQM em estudo.

Condigdes experimentais: Tamp&o PIPES 0,1mol L', pH 7,0.
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A Figura 18 mostra a influéncia do pH da solugdo no potencial formal do

complexo formado na superficie do eletrodo de ouro. E verificado um deslocamento do
potencial formal para valores mais positivos a medida que o pH aumenta. Isto é um
indicativo de que uma etapa de protonacao/desprotonagao pode estar envolvida no
processo redox. O coeficiente angular da curva E® versus o pH apresenta o valor de
30,1 mV (valor referente a média de duas replicatas), isto pode vir a confirmar a
participacao de dois prétons e um elétron na reacao eletroquimica.

O tipo de eletrdlito de suporte empregado tem uma grande influéncia na
performance do sensor proposto, portanto cinco eletrélitos de suporte foram testados. A
Figura 19 mostra a resposta do sensor em PIPES, HEPES, KNO3, KCl e TRIS (todas as
solucdes apresentam pH 7,0 e concentragdo de 0,1 mol L™'). A ordem de magnitude das
respostas foi a seguinte: PIPES > HEPES > KCI > KNO3; > TRIS.

100 +
80
60

40

Resposta relativa /%

20+

T T T T T T T T T
PIPES HEPES KNO3 KCl1 TRIS
Eletrélito de suporte

Figura 19. Resposta relativa do EQM estudado em diferentes eletrdlitos de suporte.

Concentracéo do eletrdlito de suporte 0,1mol L™, pH 7,02 10 mV s™.
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funcdo do numero de ciclos voltamétricos. Medidas realizadas a 10 mV s'1,
concentrac&o do eletrdlito de suporte 0,1 mol L™, pH 7,0.

O sensor proposto ndo apresentou boa estabilidade nos tampdes TRIS (pkb =
5,94) e HEPES (pkb = 6,52) e nos eletrdlitos KNO3s e KCI, no entanto, apresentou
estabilidade consideravel em tampao PIPES (pkb = 7,24). Entre os tampdes
zwiteridnicos verifica-se que ha uma ordem crescente da forga basica que coincide com
o0 aumento da instabilidade do sensor no meio em questdo. A estabilidade € maior em
meio tamponado com PIPES, onde ha menor tendéncia de competicido dos ions cobre

entre o eletrdlito e os ligantes etilenodiamina da superficie eletrédica.
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Figura 21. Resposta do EQM em estudo em relagdo a concentracdo de eletrdlito.

Tampao PIPES, pH 7,0a 10 mV s™.

A Figura 21 apresenta o efeito da concentragdo do tampé&o PIPES, pH 7,0 na
resposta do EQM em estudo. Verifica-se que ha um deslocamento catddico dos
potenciais de pico quando a concentracao de eletrdlito € diminuida. Isto pode indicar a
ocorréncia de uma interagdo entre o eletrdlito de suporte e o EQM. Talvez a maior
estabilidade do sensor em estudo seja verificada em PIPES devido a este fator. Apesar
de o sensor apresentar maior resposta analitica em meio contendo 0,5 mol L de
tampao PIPES, a fim de evitar possiveis interferéncias futuras com a solugado amostral,
preferiu-se utilizar um solugdo mais diluida de tamp3o, 0,1 mol L™

Tendo em vista os resultados experimentais, foi determinado o uso de tampéao
PIPES na concentragdo de 0,1 mol L', pH 7,0 como condicdo adequada de trabalho
para o EQM em estudo.

O sensor foi testado em relagdo ao seu potencial catalitico frente a alguns
compostos fenodlicos como catecol, orto-cresol, salicilato de sdédio, 2-clorofenol e 2-
aminofenol. Nenhum destes substratos teve sua oxidagao catalisada pelo sensor, no
entanto, houve resposta catalitica para oxidagado de acido ascoérbico como pode ser
observado na Figura 22. O pico de resposta ocorre em 205 mV, desta forma, este

potencial foi utilizado para realizar o estudo cronoamperomeétrico.
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Figura 22. Voltamogramas ciclicos obtidos sobre eletrodo de ouro policristalino a 10 mV

3'1, em tampao PIPES 0,1 mol L-1, pH 7: e apds adicdo de 2,0 10 mol L™ a) eletrodo
quimicamente modificado com SAM de MPA, etilenodiamina e cobre (ll). b) eletrodo

limpo.

A Figura 22 mostra os voltamogramas ciclicos de um eletrodo de ouro limpo e
quimicamente modificado em estudo na presenca e auséncia de acido ascorbico. Como
pode ser visto na Figura 20, o sensor biomimético apresenta as ondas voltamétricas
bem definidas do par redox Cu(l)-Cu(ll) com AE de aproximadamente 50 mV e E° igual
a 166 mv. Apds a adigcao de acido ascorbico, um aumento na corrente de pico anddica
foi observada e a corrente de pico catédico tende a desaparecer. Este € um
comportamento tipico e esperado em oxidacdes mediadas. A corrente de pico anddica
aumenta a medida que ha o aumento da concentragao de acido ascoérbico na solugao e
foi verificado que voltamétricamente a corrente de pico anodica é linearmente
dependente da concentracido de acido ascérbico na solugdo em estudo.

A fim de aferir as propriedades biomiméticas do sensor em estudo alguns testes
foram realizados: a) perfil cinético do sistema, calculo da constante aparente de
Michaelis-Menten; b) aferimento das propriedades cataliticas da superficie sensora sob

a auséncia da aplicacao de potencial eletroquimico.
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Se a reacao catalisada pela superficie sensora modificada se realiza segundo a

cinética de Michaelis-Menten, o K, pode ser calculado por meio da velocidade da
reacao (v) e a concentragdo de substrato [115]. Neste caso, v corresponde a taxa de
consumo de oxigénio, que € na realidade a variagao de corrente (Al) observado no sinal
de resposta do sensor a adicdo de determinada concentracdo de acido ascorbico.
Como o Grafico 30 apresenta essencialmente uma reta (r = 0,9996), a oxidagado do
acido ascérbico pela superficie eletrédica quimicamente modificada segue a cinética de
Michaelis-Menten [115].

A equagdo eletroquimica de Michaelis-Menten utilizada foi, (1/1)=(1/Imax) +

(1/S)(Kn/Imax) [115]; do intercepto e do coeficiente angular foi possivel calcular que na

média Kmépp € aproximadamente 130 pumol L'1 (n=2), estes dados foram obtidos da

Figura 23. A Figura 23 exibe o grafico de Lineweaver-Burk que fornece valores de Kmépp

na situacdo de saturacdo do eletrodo, portanto o grafico de 1/1 vs. 1/S deve ser
construido com base na faixa de saturacdo do eletrodo modificado. Este valor esta
muito préximo daquele calculado por Fernandes et al. para a enzima ascorbato oxidase

extraida de casca de pepino e imobilizada por ligagdo covalente cruzada, com
glutaraldeido, sobre eletrodo de grafite/epdxi, Kmapp igual a 157 umol L'1 [175].

Como se sabe, as enzimas catalisam a reacdo de seus substratos especificos
mesmo sem a aplicagdo de potencial eletroquimico. Foi realizado o doseamento do teor
de AsA em solucdes do composto que foram colocadas em contato com a superficie de
ouro quimicamente modificada, com a superficie de ouro limpa (que foi tomada como
controle). Tentou-se verificar se a superficie biomimética realiza a catalise da oxidagao
de acido ascorbico na auséncia de potencial eletroquimico de fonte externa. Os
resultados da analise indicam que o sensor catalisa a oxidacdo de AsA em circuito
aberto ja que quantificou-se somente 70,9 umol L' de AsA na solugdo contendo a
superficie biomimética, 88,6 umol L™ na solucdo que continha o eletrodo de ouro
(solugdo controle). A solugao inicial apresentava concentragao inicial de 94,7 u mol L™

de acido ascoérbico. Todas as solugdes foram analisadas por iodometria.
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Figura 23. Grafico Eletroquimico de Lineweaver-Burk para o sensor biomimético
desenvolvido. O grafico foi baseado na resposta de corrente correspondente a variagao
de concentragdo de acido ascorbico adicionado em solugdo tamp&o PIPES 0,1 mol L™,

pH 7,0 até a completa saturagao do eletrodo.
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Figura 24. Curva analitica para acido ascoérbico obtida por amperometria com o sensor
biomimético desenvolvido. Tampé&o PIPES, pH 7,0 a 10 mV s™. Eapp: 205 mV.

Cronoamperométricamente foi construida uma curva analitica para acido
ascorbico utilizando o sensor em estudo (Figura 24). Foram realizados incrementos

sucessivos de 50 nanomol de acido ascérbico em solugdo de PIPES 0,1 mol L™, pH 7,0.
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Verificou-se uma faixa de resposta linear entre 1,0 umol L™ e 20,0 umol L™ de acido

ascorbico.

O sensor biomimético apresentou limite de detecgdo de 0,1 umol L'1 (calculado
de acordo com o critério 3s/m, onde m é o coeficiente angular da faixa linear da
respectiva curva de calibragdo e s € o sinal correspondente ao ruido encontrado na
medida) e limite de quantificacdo igual a 0,4 umol L'1 (critério, 10s/m) de acido
ascorbico em tampao PIPES, pH 7,0. A precisdo da medida de 10,0 ymol L™ de acido
ascorbico em pH 7,0 foi de 3,3 % em termos de RSD. A reprodutibilidade de construgéo
do sensor é de 4,9 % (RSD), (n = 3), considerando o coeficiente angular de curvas
analiticas construidas com o sensor. O tempo de resposta € da ordem de 0,5 s, que
indica que o sensor desenvolvido pode ser acoplado a sistemas em fluxo ou ser
utilizado em monitoramento em tempo real. A equacido que descreve o desempenho

analitico do sensor é dada por:

| (NA) = — 1,37 (£0,21) + 2,94 (£0,02) [AA (umol L-1)] onde, r = 0,9996.

A aplicabilidade do sensor para analise de vitamina C em amostras de farmacos
foi avaliada. Um estudo preliminar dos excipientes indicava que a determinagao nao
seria interferida se a amostra fosse solubilizada e diluida até se adequar a faixa de
resposta linear demonstrada para o sensor biomimético, devido a baixa ou nenhuma
atividade eletroquimica dos componentes do medicamento. A determinagdo de acido
ascorbico foi realizada por meio do método da adicdo de padrdo, além da amostra
foram adicionados mais trés volumes de solugdo conhecida de padrdo de acido
ascorbico. A amostra foi diluida completamente em meio aquoso, pH corrigido para 2,0
com acido sulfurico diluido, e mantida sob protecdo da luz e analisada imediatamente
apos esta etapa de preparo de amostra.

A Tabela 6 resume os resultados analiticos obtidos na analise do teor em acido
ascorbico em alguns medicamentos. Os resultados obtidos com o sensor foram
comparados com o do método titulométrico convencional. O RSD (n=3) para amostras
de comprimidos tendo AsA como principio ativo foi menor que 3,0 %, € houve uma
concordancia entre os resultados obtidos com o sensor e o método de referéncia. O

método de referéncia apresenta o inconveniente de produzir grande quantidade de
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rejeito com periculosidade consideravel ao meio ambiente, utilizar grande quantidade
de reagentes, baixa seletividade, no entanto, utiliza um instrumental simples e de
preparacao rapida. O sensor biomimético construido € intrinsecamente mais seletivo,
emprega minimas quantidades de reagentes na sua construgédo e produz quantidades
irrelevantes de residuo nao toxico, no entanto, a preparagcao do eletrodo é laboriosa.
Mesmo que as amostras apresentassem algum tipo de espécie interferente, o efeito
desta seria minimizado devido a diluicdo de no minimo 1250 vezes em solugdo tampao
que era realizado antes de prosseguir a determinacg&o do principio ativo.

Em relacdo a um biossensor construido com ascorbato oxidase trapeada em gel
de poliacrilamida [115], o sensor biomético apresenta vantagens em relagcéo a robustez
e estabilidade. Enquanto o sensor biomimético se mantém em condi¢des de uso por até
3 meses, o biossensor suporta somente 40 dias de armazenamento (sob refrigeracao e
em meio adequado). A faixa de pH de trabalho do biossensor se restringe a pequena
faixa de pH onde a enzima mantém sua estrutura e propriedade catalitica inalteradas e

foi verificado que o sensor biomimético mantém sua resposta 6tima entre pH 7 e 8.

Tabela 6. Resultados obtidos na analise de amostras farmacéuticas de vitamina C com

0 sensor biomimético desenvolvido.

Amostra Valor Nominal Sensor Titulagao/ Desvio
Biomimético  Farmacopéial'®"! Relativo*

#1 500 mg/comprimido 502 +2 500 £ 3 0,4 %

#2 300 mg/ comprimido 303+3 301 £ 1 0,7 %

#3 500 mg/ comprimido 496 + 2 5015 0,9 %

A estimativa do desvio padréo para trés determinacgdes foi realizada em todas as analises. *estimativa do
desvio relativo obtido entre os métodos titulométrico e sensor biomimético.

Também contém na formulagdo das amostras de farmacos:

#1 Acido estearico, celulose microcristalina, estearato de magnésio e croscarmelose sédica (Schering-
Plough - Vitamina C); #2 excipiente q. s. p. (Benegripe); #3 Excipiente g. s. p. (Melhoral C)

O eletrodo proposto para acido ascoérbico baseado em SAM de MPA,
etilenodiamina e ions cobre complexados foi utilizado com bons resultados para a
determinacao de AsA em amostras farmacéuticas, como pode ser observado na Tabela
6. As drogas analisadas contém varios compostos em suas formulagdes, tais como

agucares, sais e conservantes, porém nenhuma interferéncia foi observada. Os
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resultados para determinacdo de acido ascoérbico nestas amostras apresentaram boa
concordancia com o meétodo da titulagdo iodométrica mostrando a aplicabilidade do
sensor proposto. O tempo de restauragdo do sensor foi de alguns minutos em tampao
Pipes 0,1 mol L', pH 7,0. O eletrodo apresentou um tempo de vida util de até 3 dias
apos iniciado seu uso, sendo feito cerca de 40 analises sem decréscimo significativo em
sua resposta, se armazenado em local limpo, temperatura ambiente (aprox. 25°C) e
seco. Esta medida de estabilidade foi realizada alterando a solugdo tampéo a cada 3
medidas. Apds a realizacdo da modificacdo do eletrodo base de ouro o eletrodo
permanece no minimo 3 meses apto ao uso se acondicionado em local seco, isento de

poeiras e a temperatura ambiente.

lll. 5 Conclusao

Este trabalho mostra claramente que a quimica biomimética pode ser tomada
como base na construgdo de um sensor para a detecgao de biomoléculas de interesse
farmacoldgico e que isto € possivel utilizando estruturas moleculares simples. Este
sensor apresentou ampla faixa de resposta, boa repetibilidade e estabilidade suficiente
a realizacao de analises confiaveis.

Ressalta-se ainda que o sensor biomimético aqui descrito resulta em um método
que segue a tendéncia atual da quimica limpa, pois utiliza quantidade minima de
reagentes e gera um pequeno volume de residuo nao téxico, ao contrario do que se
verifica com o método de referéncia. O sensor é construido de forma simples e barata e

seu tempo de vida se estende por alguns meses, se mantido em ambiente limpo.
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CAPITULO IV

CONCLUSOES GERAIS
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A grande vantagem de se empregar sensores biomiméticos ao invés dos
biossensores correspondentes, esta no fato de que aqueles oferecem a possibilidade
de estender as excelentes propriedades dos biossensores relacionadas, principalmente
a seletividade e a catélise reacional, a analise de compostos de interesse presentes em
amostras que se encontram sob condi¢cdes analiticas mais extremas e necessitem de
um instrumental mais robusto para tal. Muitos estudos ainda precisam ser realizados, a
ponto de permitir que se atinja este grau de autonomia na utilizacdo de sensores
biomiméticos e isto se deve, sobretudo, ao fato de o ramo de pesquisa ainda ser muito
recente.

Ao se associar a técnica de modificacdo de superficies por meio de SAM e o
desenho molecular de interfaces para fins biomiméticos vislumbrou-se a grande
necessidade de se aferir as propriedades do substrato para a aquisicao
reprodutibilidade da formacdo da SAM e, conseqlentemente, da resposta do sensor
construido. Neste sentido, um ponto de suma importancia € a caracteristica fisico-
quimica do substrato e, neste estudo, verificou-se que a estratégia de pré-tratamento de
superficie que leva a formagcdo de monocamadas auto-organizadas de tidis com
recobrimento satisfatorio sobre eletrodos de ouro policristalinos €& aquela que
proporciona uma superficie limpa, com baixa rugosidade e menor quantidade de 6xidos.

Em relagao aos resultados obtidos na modificagao de eletrodos de ouro verificou-
se que a estabilidade das estruturas ligadas aos mondbmeros da SAM é bastante
sensivel as variacdes na basicidade do eletrdlito utilizado nas medidas voltamétricas. A
estabilidade da SAM de tidis é indiscutivel, no entanto, € sempre necessario, atestar
com cautela a estabilidade do sistema.

A intensificagdo do estudo relacionado ao desenvolvimento de modelos
enzimaticos a partir da quimica de coordenacdo de complexos metalicos apresenta
possibilidades de avangos em muitas areas do conhecimento, sobretudo, ao
desenvolvimento de aparatos analiticos biomiméticos e até mesmo para outras
finalidades como a utilizagdo da reacdo catalitica para a composicdo de células
combustivel, por exemplo.

O sensor biomimético construido apresentou ampla faixa de resposta, boa
repetibilidade e estabilidade suficiente a realizacdo de analises confiaveis em amostras

de farmacos contendo acido ascorbico como principio ativo.
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CAPITULO V

PERSPECTIVAS FUTURAS
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Das inumeras caracteristicas interessantes de aplicacdo de SAM de tidis, que
foram citadas neste trabalho, a possibilidade de arquitetar novas estruturas
biomiméticas a partir de auto-organizagao molecular que, de forma analoga as enzimas,
permitam o desenvolvimento de aparatos analiticos com propriedades vantajosas em
relacdo aos biossensores ja desenvolvidos, tras grande impulso ao desenvolvimento de
novas técnicas eletroanaliticas mais robustas. Dentro deste contexto, sugere-se o
desenvolvimento de sensores biomiméticos a catalise reacional de diferentes
metaloenzimas com base na quimica de coordenagdo do sitio ativo enzimatico, por
meio do desenho molecular da superficie de eletrodos sélidos com monocamadas de

tidis e da utilizacdo de diferentes complexos inorganicos.
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