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RESUMO

Neste trabalho foram investigados diferentes tipos de modificadores para a
formacdo de monocamadas auto-organizadas sobre a superficie do ouro. As
monocamadas utilizadas foram formadas por diferentes arranjos estruturais,
tamanho da cadeia carbdnica e grupos funcionais. Os tiois utilizados foram: acido 3-
mercaptopropiénico (MPA), acido tiolactico (TLA), cistamina (CYS) e o &cido 11-
mercaptoundecanoico. A eletroatividade dos filmes dos diferentes tiois foi avaliada
pela molécula sonda, [Fe(CN)¢*™. Foi possivel constatar através da técnica de
voltametria ciclica, a formacdo e a organizacdo dos filmes, monitorando o
comportamento do par redox. Os voltamogramas mostraram um decréscimo nas
respostas da corrente faradaica com o aumento do tempo de imersao do substrato
ouro na solucdo etandlica dos tidis, sugerindo que o processo de transferéncia de
elétrons ocorre através dos pinholes da superficie e por tunelamento. Os eletrodos
com as monocamadas de acido 3-mercaptopropionico (MPA) e o &cido tiolactico
(TLA) obtiveram melhor recobrimento da superficie no tempo de imerséao de 3 horas.
Enquanto que o &cido 11-mercaptopropibnico (MUA) e a cistamina (CYS)
necessitaram de maior tempo de imersdo para organizacdo da monocamada, de 24
horas, devido o MUA ser uma molécula de cadeia longa e a CYS devido a quebra da
ligacdo S-S. O tamanho da cadeia do tiol influenciou no empacotamento da
superficie, tidis de cadeia curtas tendem a formar monocamadas com uma
quantidade de defeitos consideravel, levando ao um menor recobrimento na
superficie eletrodica. O MUA que contém um numero elevado de carbonos na cadeia
apresentou um maior recobrimento da superficie, 0 que ocasionou perda da
resposta voltamétrica. A rugosidade e a area ativa dos diferentes eletrodos,
calculadas a partir dos voltamogramas, diminuiram com a formacdo das
monocamadas sobre a superficie do ouro. Com o objetivo de estimar a quantidade
de moléculas imobilizadas sobre a superficie, foram calculados 0s excessos
superficiais (r) por meio da carga voltamétrica obtida da dessorcdo redutiva. Os
valores obtidos foram de r = 1,88x10™° para Au-CYS, 5,03x10™*° para Au-MPA,
1,06x10® para Au-MUA e 1,35x10™° mol.cm™ para o Au-TLA, demonstrando uma
cobertura quase completa dos sitios ativos da superficie. Pela técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica foi possivel determinar os parametros
cinéticos das SAMs, os quais foram consistentes com o0s obtidos pelos
voltamogramas ciclicos. Analisando o desempenho dos sensores para a
determinacdo de dopamina (DA) atraves da VC, verificou que a SAM formada pelo
TLA foi a que apresentou resultados mais satisfatorios quanto a sensibilidade e
seletividade em relacdo a este analito. Estudos em diferentes velocidades de
varredura para os eletrodos Au-MPA, Au-TLA e Au-CYS na presenca do analito
mostraram que a corrente de pico anddica aumenta linearmente com a raiz
guadrada da velocidade de varredura, indicando que o processo de transferéncia de
elétrons é controlado pela difusdo das espécies a superficie do eletrodo. A dopamina
foi quantificada pela técnica de VC e VOQ, na faixa linear de 1,1 a 6,6x10” mol L™
com limites de deteccdo de 1,42x10" mol L™e 4,77x10® mol L™, respectivamente.
Utilizando-se a técnica de VOQ, o eletrodo Au-TLA foi capaz de distinguir o acido
ascorbico (AA) e DA quando presentes na mesma solucdo, com uma diferenca de
potencial de aproximadamente 340 mV.

Palavras-chave: monocamadas auto-organizadas, eletrodo de ouro, tidis,
dopamina.
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ABSTRACT

In this work were studied investigated different types of modifiers for the
formation of self-assembled monolayers on the gold surface. The monolayers used
were formed by different structural arrangements, alkyl chains and functional groups.
The thiols groups used were: 3-mercaptopropionic acid (MPA), thiolactic acid (TLA),
cystamine (CYS) and l1l-mercaptoundecanoic acid. The electroactivity of films of
different thiols was assessed by the probe molecule, [Fe(CN)g]*’*. It was possible to
observe through the cyclic voltammetry technique, the formation and organization of
the films, monitoring the behavior of the redox couple. The voltammograms showed a
decrease in the faradaic current response with the increase of immersion time of the
gold substrate in ethanolic solution of thiols, suggesting that the process of electron
transfer occurs through the pinholes of the electrodes surface and tunneling. The
monolayers of 3-mercaptopropionic acid (MPA) and thiolactic acid (TLA) had a better
coating of the surface in immersion time of 3 hours. While the 11-mercaptopropionic
acid (MUA) and cystamine (CYS) needed more time to organize the monolayer, 24
hours, because the MUA is a long chain molecule and CYS because the cleavage of
S-S. The size of thiol chain influenced the surface organization, short-chain thiols
tend to form monolayers with a considerable amount of defects, leading to a lower
coating on the electrode surface. Indeed, the MUA that contains a high number of
carbons in the chain showed a higher surface coverage, which caused loss of
voltammetric response. The electrode surface roughness and the active area,
calculated by the voltammetric data, showed a decrease with the formation of the
monolayers on gold surface. Aiming to estimate the amount of molecules immobilized
on the surface, it was calculated the superficial excess (I") by voltammetric charge
obtained from the reductive desorption. The obtained values were of '= 1.88x10°
for Au-CYS, 5.03x10™° to Au-MPA, 1.06x10°® for Au-MUA and 1.35x10*° mol.cm™ for
the Au-TLA, demonstrating an almost complete coverage of active sites on the
surface. By the electrochemical impedance spectroscopy technique, it was possible
to determine the kinetic parameters of the SAMs, which were consistent with those
obtained by cyclic voltammetry. Analyzing the performance of sensors for dopamine
determination through the VC, it was found that the SAM formed by TLA presented
the most satisfactory results regarding the sensitivity and selectivity compared to the
analyte DA. Studies at different scan rates for the electrodes, Au-MPA, Au-TLA and
Au-CYS in the presence of the analite showed that the anodic peak current linearly
increases with the square root of scan rate, indicating that the electron transfer
process is controlled by diffusion of species to the electrode surface. Dopamine was
quantified by CV and SWV technique, in the linear range from 1.1 to 6.6x10”7 mol L*
with detection limits of 1,42x107 mol L™ and 4,77x10® mol L*, respectively. Using
the technique of VOQ, TLA-Au electrode was able to distinguish between AA and
DA, when present in the same solution, with a potential difference of approximately
340 mV.

Keywords : self-assembled monolayers, gold electrode, thiols, dopamine
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1.0 INTRODUCAO

1.1 Apresentacéao

Muitos estudos de filmes finos tém sido desenvolvidos nos ultimos anos, pois
estes materiais sdo extensivamente aplicados em diversos setores da industria,
como na fabricagdo de microcircuitos eletrbnicos, dispositivos fotovoltaicos,
sensores, em processos de corrosao, dentre outros [1]. As estruturas nanomeétricas e
o arranjo atbmico se destacam, os quais representam economia do material e baixo
peso molecular. Esses filmes finos determinam novas propriedades fisicas,
quimicas, Oticas e metalurgicas a superficie do substrato [2].

O desenvolvimento deste trabalho descreve o estudo e uso dos sistemas
auto-organizados como elemento base nas modificacdes de eletrodos de ouro
policristalino. Procurou-se investigar as potencialidades da utilizacdo de sistemas
automontados, na construgcdo de ferramentas analiticas com caracteristicas
vantajosas em relacdo as existentes, para a construgdo de um sensor para
determinacdo de compostos de interesse farmacologico.

Inicialmente encontra-se uma introducdo a respeito de monocamadas auto-
organizadas de tidis, sua preparacdo, seu processo de formacdo, sua remocgdo e
aplicacdo como sensor. Dentre os métodos mais empregados, a fim de avaliar a
eficiéncia da formacdo do filme, bem como suas propriedades. Além disso,
descreve-se uma breve abordagem das técnicas relatadas na literatura.

No processo de preparagdo de filmes, procurou-se obter uma superficie livre
de defeitos e impurezas, 0os quais comprometem a aplicacdo deste material, como
posterior sensor. Foram avaliadas diferentes cadeias de tidis para a modificacdo da

superficie, procurando-se obter um sistema organizado, estavel e reprodutivo.



Assim neste trabalho, estudou-se a obtencéo de filmes finos, pela aplicacéao
de moléculas auto-organizadas (SAM) na superficie de ouro. Foram avaliadas as
caracteristicas dos filmes de SAM na presenca de molécula sonda, o [Fe(CN)g]*".

Apos estipuladas as melhores condicdes dos eletrodos, testaram-se 0s mesmos na

presenca de dopamina e acido ascorbico.



1.2 Revisao Bibliogréafica

1.2.1 Eletrodos quimicamente modificados a base de filmes finos

A intensa busca por sensores com melhores caracteristicas, tais como
seletividade, sensibilidade e estabilidade, sdo principalmente devido aos novos
desafios impostos por amostras de interesse industrial, clinico e ambiental [3].
Apesar da grande versatilidade e perspectivas apresentadas pelos sensores
eletroquimicos, a utilizacdo destes, muitas vezes, € limitada. Devido a passivacéo
gradual da superficie, a dificuldade de discriminar entre compostos alvos que
possuam caracteristica redox similares, assim como a sensibilidade de muitos
analitos importantes pode ser prejudicada em funcéo da cinética de transferéncia de
elétrons entre estes compostos e 0s materiais dos eletrodos serem excessivamente
lenta.

A é&rea que oferece grande potencial para minimizar os problemas acima
descritos, e consequentemente aumentar a aplicabilidade e eficiéncia dos sensores
eletroquimicos, € a que compreende o0s chamados eletrodos quimicamente
modificados. A habilidade para controlar e manipular deliberadamente as
propriedades das superficies dos eletrodos proporciona uma variedade de efeitos
atrativos, levando as superficies com caracteristicas que podem contornar
efetivamente muitos dos problemas apresentados pelos sensores eletroguimicos
tradicionais [4].

Desde os trabalhos pioneiros na década de 70 [5, 6], o tema eletrodos
quimicamente modificados (EQM), tem se revelado como uma interessante area de
pesquisa e tem sido objeto de consideravel desenvolvimento [7]. Atualmente €, sem

davida, uma das mais intensas areas da pesquisa em Quimica Eletroanalitica [3].



Isto porque, este tipo de eletrodo se apresenta como uma estratégia, na maioria das
vezes simples, e eficiente, para o desenvolvimento de procedimentos e técnicas
eletroanaliticas em que a sensibilidade e a seletividade séo significativamente
maiores que as obtidas com o emprego dos eletrodos solidos convencionais [8].

As modificacbes incluem adsorcdo irreversivel de certas substancias que
possuem grupos funcionais desejados, ligacdes covalentes de espécies quimicas na
superficie do eletrodo e cobertura deste com filmes poliméricos ou filmes de outras
substancias [9]. No processo de ligacdo covalente, primeiramente a superficie é
oxidada para criar grupos, entdo agentes ligantes, tais como organosilano ou
aminas, sao fixados na superficie antes da introducdo da molécula de interesse.
Filmes poliméricos podem ser preparados a partir de polimeros liquidos
empregando-se técnicas de recobrimento por imersdo (dip coating) [10. 11],
recobrimento através do espalhamento por rotacdo (spin coating) [11, 12],
eletrodeposicao [13] ou ligagdo covalente [14, 15]. Outra classe de EQM sao os
chamados biossensores, 0s quais representam um tipo de eletrodo modificado por
algum elemento de reconhecimento bioldgico tais como enzimas, células, anticorpos,
dentre outros [16, 17]. Estes podem ser preparados por ligagdo covalente [18],
adsorcao [19] ou aprisionamento em gel [20].

Outro método de modificacdo da superficie de eletrodos é a partir da
formacéo de filmes finos. Os filmes finos nanoestruturados tém sido vastamente
explorados em diferentes areas, as quais englobam compostos organicos,
poliméricos [21] e biolégicos, além dos metalicos [22] e inorganicos [23]. A
montagem destes filmes ultrafinos é essencial para o desenvolvimento de
dispositivos moleculares e sensores devido a possibilidade de combinagdo de

diversos materiais. Os métodos mais utilizados para a construgdo de filmes ultrafinos



de materiais organicos e bioloégicos sdo as técnicas de Langmuir-Blodgett (LB) [24],

camada por camada (Layer-by-layer, LbL) [14] e monocamadas auto-organizadas

(self-assembled monolayer, SAM) [25], conforme mostra a Figura 1.
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Figura 1 - Formas de nucleacao dos filmes finos.

A técnica de Langmuir-Blodgett (LB) [24] tem sido a mais utilizada para

construcdo de sistemas de multicamadas com um controle de espessura na ordem

de nan6émetros, além de possibilitar o processamento de filmes com orientacéo e

estruturas moleculares bem definidas. Nesta técnica, um filme monomolecular, é




formado sobre uma superficie de uma subfase aquosa, denominado filme de
Langmuir, e depois transferido para um substrato sélido, através da imersédo e
retirada do substrato, da subfase. A repeticdo desses processos permite a deposi¢cao
de multicamadas, que podem ser altamente organizadas. Os materiais tradicionais
empregados com a técnica LB s&o os anfifilicos, com partes polares e apolares bem
definidas, tais como os acidos graxos, alcoodis, ésteres e fosfolipidios de cadeias
longas [26].

Ressalta-se, poréem, que o método LB é sofisticado e, em muitos casos, a
transferéncia das monocamadas podem apresentar dificuldades e serem bastante
lentas. Outras limitacbes se referem a topologia do substrato, ao equipamento
necessario, além da exigéncia de ambientes de trabalho extremamente limpos e
isolados, o0 que eleva o seu custo [27].

Outra técnica, denominada “Layer-by-layer” (LbL), vem sendo utilizada para o
processamento de filmes finos através da automontagem de multicamadas de
polieletrdlitos [28]. O aparato experimental exigido € mais simples que para a técnica
LB, independe da forma e do tipo de substrato empregado e o0s equipamentos
experimentais sdo muito mais simples o que torna este método barato e com grande
potencial tecnoldgico. A montagem do filme em sua maioria € baseada na interacdo
eletrostatica entre as camadas dos diversos polieletrolitos. A formacgédo de filmes
ultrafinos com multicamadas, diferentemente dos processos de quimissor¢ao, nao
exige a formacdo de ligagcbes quimicas primarias do tipo covalente.
Comparativamente a técnica LB, a vantagem refere-se ao solvente comumente
utilizado, a agua, embora esta caracteristica também limite a gama de polieletrélitos
empregados. S&o caracteristicas desta técnica através do procedimento manual, o

longo periodo de preparo dispensado e a necessidade do intermédio de um



operador, 0 que proporciona a técnica aspectos artesanais de baixa eficiéncia,
diminuindo a reprodutibilidade dos filmes [27]. Outras limitacbes da técnica de
automontagem sdo o menor grau de organizacdo das cadeias e a dificuldade de
obtencdo de monocamadas mais espessas [29].

Um processo mais comum de modificacdo consiste na técnica empregando-
se SAM (do inglés self-assembled monolayers), na qual um hidrocarboneto, com um
grupo tiol em uma das extremidades e um grupo amino, carboxilico ou outra espécie
na outra extremidade, é adicionado sobre a superficie recém-preparada de um
eletrodo de filme metalico [25, 30]. O proprio conjunto de moléculas de
hidrocarbonetos forma um arranjo altamente organizado, onde 0s grupos tidis se
ligam a superficie metalica deixando exposto o outro grupo funcional da molécula
[31]. O arranjo pode ser funcionalizado através de uma ligacao covalente ou por uma
simples adsorcao da espécie molecular de interesse.

Baseado nestas consideracdes serd apresentado uma revisdo bibliografica
com o objetivo de focalizar os principais aspectos relacionados a construcédo e
desenvolvimento de sensores eletroquimicos de ouro utilizando-se a técnica de
SAM, suas vantagens e desvantagens, além das perspectivas futuras de aplicacéo

na area tecnoldgica.



1.2.2 Monocamadas auto-organizadas (SAMS)

A idéia de formar monocamadas auto-organizadas sobre substratos nao é
nova, sendo conhecida desde a década de 40. Nesta época, a auto-organizacao de
moléculas organicas ja tinha sido estudada, utilizando-se as interagdes acido-base
para a adsor¢cao de monocamadas em substratos [32]. Em 1946, Zisman et al [33]
prepararam uma monocamada de um surfactante sobre uma superficie metalica,
utilizando diferentes cadeias alquilas. Em dos seus trabalhos [34], eles relataram os
resultados de estudos sobre varios elementos de uma familia homologa de aminas
primarias de cadeia alquila normal adsorvida a superficie de platina, o0 método foi
proposto como uma possivel abordagem para a andlise de filmes importantes nos
campos de adsorcdo seletiva, flotacdo mineral, inibicdo de corrosdo, e
"conservacao” de metais. Entretanto, as monocamadas auto-organizadas sobre
superficies metalicas foram extensivamente investigadas somente apos os estudos
de Nuzzo e Allara [35] que prepararam monocamadas de alcanotids sobre ouro por
adsorcao em solucdes diluidas de dissulfetos.

O uso de monocamadas auto-organizadas tem crescido intensamente nos
altimos 20 anos, e sua aplicacdo mais freqlente pode ser constatada dentro da
Eletroanalitica, principalmente na modificacdo de superficies eletrodicas para a
construcéo de sensores [36]. As SAMs possuem variadas aplicacbes, em diferentes

areas da ciéncia, conforme é exemplificado esquematicamente na Figura 2.



Aplicacbes das Monocamadas Automontadas

Bioldgicas Fisicas Quimicas
Iqtetagoes Imobilizagdes Otica ndo linear Colb Fendmenos de
biolégicas interface
Modelo de Acompanha - Planei " N teriai T feranci
menera MR ; anejamfgq (o} ovos materiais ralnst eréncia
biolégicas drogas e superficie eletrénica
Biometizacdo Biorreatores Nanotecnologia Catalise Sensores

Fotolitografia

Figura 2 - Organograma das principais aplica¢cdes das monocamadas auto-organizadas adaptado da
ref. [4].

A modificagdo pela técnica de SAM emprega camadas moleculares que
exibem alta organizacdo e que séo formadas espontaneamente como consequéncia
da imersdo de uma superficie solida em uma solucdo constituidas de moléculas
anfoteras [37]. Uma variedade de substratos pode ser utilizada para a formacgéo de
SAM de compostos organossulfurosos, como os metais prata [38], platina [39, 40],
paladio [41] e cobre [42, 43] os semicondutores e Oxidos [44]. Enquanto que a
adsorcdo deste tipo de molécula é devido a afinidade do grupo funcional do
adsorvente, que interage fortemente com o substrato, a forca motriz para a
organizacdo origina-se a partir de interacfes hidrofébicas, do tipo Van der Waals
entre as cadeias carbonicas ligadas ao grupo cabeca [4].

Varias moléculas ou compostos podem ser adsorvidos em metais para formar

monocamadas através de interacdo fisica ou quimica entre o adsorbato e o metal.



10

Alcanotidis sdo os adsorbatos mais relatados para a formacdo de monocamadas
sobre metais, principalmente o ouro, devido a estabilidade e a facil obtencdo das
monocamadas formadas por meio da ligacdo Au-SH, conforme demonstra a Figura
3. Compostos alcanotidis com diferentes caracteristicas sao freqientemente
estudados e incluem: n-alcanotiéis (HS-(CH,),-CHz3) [45]; alcanoditidis (HS-(CH>),-
SH) [46], carboxialcanotidis (HS-(CH,),-COOH) [47]; aminoalcanotidis (HS-(CH2).-

NH,) [48]; tidis aromaticos (HS-Ar) [49].

Interface orgéanica Il

Cadeia carbbnica | ——»
Interface orgéanica |
Grupoligante |

Ali s ,-., ,,:L_( : —'H..-ﬂ"- —*».
Substrato metalico —>-""? ‘c‘ C Iﬂ"‘ '?'L"-\.
'L\_,.!'-\. .d_"t-_ﬂ-\-._,- n 5 n.._p-

Interface metal-enxofre

Figura 3 - Estrutura de uma monocamada auto-organizada sobre o substrato ouro, adaptada da ref.
[25]

Na primeira regido (interface metal-enxofre) encontra-se o enxofre, o grupo
ligante, que apresenta o sitio de adsorcdo com a superficie. A segunda regiao
(interface organica I) normalmente € uma cadeia organica intermediaria constituida,
nos sistemas mais simples, por uma cadeia alquila, atua como barreira fisica e altera
a condutividade eletronica. A energia associada as interacdes intermoleculares entre
as cadeias depende tanto da extensdo como a densidade do empacotamento
destas. Estas interacfes e a estrutura molecular do adsorbato podem induzir a uma
inclinacdo destas moléculas em relacédo a superficie e a presenca de nanoporos [50]

que permitem o0 acesso a superficie. A terceira regido (interface organica II) é
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constituida de um grupo funcional terminal capaz de interagir com espécies
presentes na fase em contato, determinando as propriedades superficiais.

A estabilidade da SAM é uma caracteristica importante que depende da
escolha do composto adsorvente. Segundo Cancino [51] normalmente SAM de
cadeias curtas sdo menos estaveis que as de cadeias longas, pois a formacao da
SAM sobre eletrodos sélidos esta diretamente relacionada com a intensidade das
interacOes intermoleculares entre as cadeias laterais.

As variacdes dos grupos terminais das monocamadas séo responsaveis pelo
comportamento quimico da superficie modificada [52], sendo essencial no projeto de
novas interfaces com maior numero de propriedades interessantes. Grupos terminais
com carater acido ou base, como o acido carboxilico ou grupos amina, sdo 0s mais
utilizados [47, 48]. Estes grupos sdo sensiveis ao pH e permitem controlar a
densidade de carga de superficie da monocamada de acordo com o pH da solucéo
de imerséao [53]. Além disso, essas interfaces carregadas tém sido utilizadas para a
imobilizacdo eletrostatica de enzimas em biossensores [54] e como modelos de
equilibrio 4cido-base em moléculas de suporte sdélido. H& outros grupos terminais,
tais como os alcanos [45] e benzenos [49] que também sdo amplamente utilizados
em reac0Oes para a formacéo de SAM.

Quando sao utilizadas diferentes monocamadas de tidis de variados grupos
terminais, deve-se considerar as forcas intermoleculares, inclinagcdes de angulos,
torsbes, interacbes estéricas, eletrostaticas e forcas de Van der Waals.
Consequentemente, a escolha do tiolato é um passo importante para a construcao
do sensor. Mendes et al [55] verificaram os efeitos das diferentes monocamadas
auto-organizadas, tais como cistamina (CYS), cisteamina (CYSTE), acido 3-

mercaptopropiénico (MPA), acido mercaptobenzoéico (MBA), acido tiolactico (TLA) e
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acido mercaptoundecandico (MUA), testando a estabilidade e as suas propriedades

através do comportamento do par redox, conforme Figura 4.

80 —
{1 —Au
604 —— Au-CYS
i AU-CYSTE
404 — Au-MPA
_ Au-MEA
20 - Au-TA
< 04
= 4
= 20
40
_ﬁ{] ll
=80 -
| | T | T | T | T | T |
=100 0 100 200 300 400
E/mV (vs. SCE)

Figura 4 - Voltamogramas ciclicos para o eletrodo ouro base e os eletrodos modificados com
diferentes SAMs em 5 mmol L™ [Fe(CN)G]'3 em tampéo fosfato 0,1 mol L%, pH 6,5. Velocidade de
varredura 100 mV s™. Varredura anddica [55].

Através dos estudos foi demonstrado que a utilizacdo de eletrodos de ouro
modificados com cadeias curtas entre 2, 3 e 4 carbonos a transferéncia de elétrons
ocorre através da SAM, produzindo perfis voltamétricos muito similares aos
observados com a superficie do ouro sem modificacdo. No caso das cadeias longas,
tal como o MUA a transferéncia de elétrons é totalmente blogueada, ndo fornecendo
perfil voltamétrico.

Shervedani et al [56] estudaram o comportamento eletroquimico da glicose
oxidase (GOx) imobilizada sobre o eletrodo de ouro modificado pela técnica de SAM
por trés tipos de acidos mercaptocarboxilicos, incluindo o é&cido 3-
mercaptopropiénico (MPA), acido 3-mercaptosuccinico (MSA), e acido tiodisuccinico

(TDSA). A GOx foi imobilizada no SAM por rota via anidrido para preparar 0S
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biossensores (Au-MPA-GOx), (Au-MSA-GOx), e (Au-TDSA-GOx). Etapas de
formacado e desempenho analitico dos biossensores preparados foram avaliadas por
voltametria ciclica (VC), cronoamperometria (CA) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE). Calculou-se a cobertura da superficie parcial (8) de ouro pelos
tidis, as quais mostraram a seguinte ordem Au-MPA (6 36%) > Au-MSA (6 30%) >
Au-TDSA (8 24%), efeito inverso foi observado a inclinacédo das curvas de calibracéao
para a determinacéo de glicose com Au-MPA-GOx <Au-MSA-GOx <Au-TDSA-GOXx.
Este comportamento foi explicado com base nas ramificagbes dos 4&cidos
carboxilicos (ou seja, TDSA), que permite a imobilizagdo de uma maior quantidade

da enzima, mesmo com menor cobertura da superficie (24%) por tiois.

1.2.2.1 Preparagao das monocamadas auto-organizadas

A preparacdo da monocamada possui um papel fundamental no desempenho
eletroanalitico do eletrodo modificado. Segundo Carvalhal et al [57] a estrutura da
monocamada depende fortemente do substrato e da sua morfologia, da natureza do
acoplamento e das forgas intermoleculares entre as moléculas e o adsorbato.

A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofrera a
modificacdo, € um aspecto muito importante da preparagcdo de um EQM. Este
substrato deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também ser
adequado para o método de imobilizacao selecionado [8].

O substrato mais utilizado para a construcdo das SAM é o ouro. A
quimissorcao de tiolatos sobre 0 ouro ocorre espontaneamente. Dentre as razfes de
0 ouro ser o metal preferido e a classe mais utilizada para a formacado da SAM a
partir do ponto de vista eletroquimico pode-se citar: sua relativa inércia; a formacao

de monocamadas bem empacotadas; forte interacdo especifica e estabilidade com o
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enxofre, permitindo a formacdo de monocamadas na presenca de muitos outros
grupos funcionais; além de ser um metal facil de ser obtido na forma de coléide ou
filme fino e apto a estudos biolégicos ja que muitas células podem aderir a superficie
aurea sem sofrer riscos de toxidez [58].

Ha, no entanto, um numero de fatores experimentais que podem afetar a
estrutura da monocamada resultante, a reprodutibilidade e a sua taxa de formacéao.
Algumas aplicacbes das SAM exigem o aparecimento de irregularidades na
monocamada construida (denominadas pinholes), porém outras requerem a
otimizacdo das condi¢cdes a fim de minimizar a formacdo de defeitos estruturais,
principalmente em estudos de corrosdo [59]. Nos sensores eletroquimicos estes
defeitos podem ter um efeito pronunciado no comportamento eletroquimico do
eletrodo, que se pode assemelhar a um arranjo de microeletrodos [50]. Dentre os
principais fatores que influenciam no desenvolvimento da SAM destacam-se [60]:

Solventes: O solvente pode interferir na cinética de formacdo e mecanismo
de organizacdo das SAM [43]. O parametro que governa a adsorcdo do tiol esta
relacionada a interagdo solvente-substrato e solvente-adsorbato. Se as moléculas
tioladas possuem mais afinidade pelo solvente que pela superficie metélica, a taxa
de formacdo da SAM sera altamente afetada. Por outro lado, se 0 solvente possuir
grande afinidade pelo substrato pode ocorrer um impedimento da troca das
moléculas do solvente pelas do adsorbato, dificultando a adsorc¢éao do tiol [61].

Na literatura ha relatos do uso do tolueno [62], hexano [63], metanol [59] e
etanol [55] como solventes. Atualmente o etanol € o solvente mais utilizado devido
ao seu baixo custo, baixa toxicidade e alta pureza. Este solvente dissolve uma
variedade de tiocompostos, com diferentes polaridades e tamanho de cadeias

carbdnicas.
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Temperatura: A temperatura influencia na formacdo da monocamada. O
preparo de SAM em temperaturas superiores a 25°C pode melhorar a cinética de
formacéao e reduzir o numero de defeitos produzidos [64]. A quantidade de vacancias
diminui linearmente com o aumento da temperatura, mas em relacdo ao arranjo
estrutural as monocamadas nao variam significativamente. Porém em altas
temperaturas, acima de 80°C as SAMs podem dessorver da superficie metélica. A
temperatura limite abaixo da qual uma monocamada ordenada é formada foi
encontrada em funcdo do comprimento da cadeia carbbnica (cadeias maiores
requerem temperatura limite de 18°C enquanto cadeias menores a temperatura pode
variar a 10°C) [32].

Dentro desse contexto, Paulo et al [65] estudaram como a temperatura afeta o
processo de formacdo da SAM, relacionada a estabilidade termodinamica de uma

monocamada de 5-(4-piridina)-1,3,4-(oxadiazol)-2-tiol (Hpyt) sobre o ouro. A partir da

magnitude da energia livre de adsorgdo (AGags) foi possivel ter uma medida
quantitativa da for¢a de adsorgéo, a qual foi obtida pela equacdo AG_,, =—RTIn S,

permitindo o monitoramento no processo quimico de formacado de monocamada. Os
autores obtiveram boa cobertura da superficie nas monocamadas formadas
variando-se a temperatura de 10 a 50°C, com uma maior imobilizagdo da SAM em
30°C.

Concentragdo e tempo de imersédo: estes dois parametros [60, 66] sao
inversamente proporcionais, ou seja, baixas concentracdes de tidis em solucao
requerem tempos maiores de imersao [67]. SAMs formadas em solu¢cdes bem
diluidas, mesmo ap6s longos tempos de imersédo, em torno de uma semana, néo
exibem as mesmas propriedades fisicas que aquelas formadas em solu¢Bes mais

concentradas. Isto ocorre, pois a quantidade de impurezas ou outros compostos
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produzidos pela oxidacéo de tidis podem complicar o uso de solu¢Bes extremamente
diluidas para formar as monocamadas.

Souza et al [68] estudaram o tempo de imobilizacdo utilizando o eletrodo de
ouro modificado apds diferentes tempos de imersdo em solucdo de 1,4 — ditiano (dt).
Com o aumento do tempo de imersao, foi verificada uma diminuicdo dos valores de
corrente faradaica da molécula sonda redox. A partir destes dados, os autores
sugeriram um mecanismo de adsorcdo que tem um passo lento, responsavel pela
configuracéo final do modificador na superficie, o qual pode atuar como uma barreira
na superficie em relacdo as reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons. A
Figura 5 demonstra que com o aumento do tempo de imersdo maior sera a
organizacdo da molécula e conseqientemente, menor 0 nimero de pinholes e

defeitos encontrados.

I> ): T \ |> S Tempo de imerséo
AR
<| 51 s < (s —
S5 s
i * aumento
| defeito l
i defeito
: trans e gauche
. conformagéao
pinhole

Figura 5 - Organizagdo da monocamada de 1,4-dt sobre a superficie com a parte (a) e (b)
representando respectivamente, a recém preparada SAM 1,4—dt (15 min de imersao) e aquela obtida
apos longo tempo de imerséo (acima de 6 horas) do substrato ouro em solucdo 1,4-dt [68].

Assim, a diminuicdo dos pinholes locais na superficie com um aumento do

7

tempo de imersédo é responsavel pela atenuacdo observada da transferéncia de

-3/-4

elétrons interfacial atribuida ao sistema [Fe(CN)g] ™, conforme pode ser observado

a partir dos voltamogramas da Figura 6.
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Figura 6 - Voltamogramas ciclicos de 8 mmol L* [Fe (CN)6]'3"4 em solucdo aquosa de KCI 0,1 mol L*

em 100 mV s™ para o eletrodo de ouro (linha pontilhada) e para o eletrodo de ouro modificado apés
(a) 30, (b) 60, e (c) 900 min de tempo de imersdo em uma solugéo etandlica de 1,4 —dt [68].

Nos estudos de Raoof et al [69], foram otimizados os parametros de formacao
da SAM estudando-se os efeitos do tempo de imersao de 0 a 150 min, assim como o
efeito da concentragdo do modificador &cido 1,2-naftoquinona-4-sulfénico (NQ)
variando-se de 0,1 a 1 mmol L*, os quais influenciaram na determinagéo
voltamétrica da cisteamina. Através destes estudos os pesquisadores obtiveram 0s
eletrodos Au-Ng com melhores propriedades eletroquimicas no tempo de imersao de
30 min na concentracdo de 0,1 mmol L™. As curvas de calibracdo para determinacéo
da cisteamina apresentaram faixas lineares de concentracdo de 6,0x10™ a 4,5x107
mmol L™ e de 8,0x10° a 5,5x10™* mmol L™ por voltametria ciclica (VC) e voltametria
de pulso diferencial (VPD), respectivamente. O limite de detec¢do de encontado foi
36 umol L™* (VC) e 5,2 umol L™ (VPD).

Limpeza do substrato: este provavelmente seja o fator mais critico para a
obtencdo de SAM reprodutivel e com minimizacdo dos defeitos. Superficies
contendo impurezas diminuem a adsor¢do dos tidis que ocorre por meio de um
processo de troca. As impurezas presentes na superficie sdo dessorvidas e trocadas
pelas moléculas de tiol e, consequentemente, esta taxa de dessorcdo dos

contaminantes afeta a cinética de formacgéo das SAM [55, 60].



18

Na literatura, varias metodologias sdo encontradas para a realizacdo da
limpeza superficial do substrato [55, 70], entretanto ndo existe uma técnica que
garanta a melhor limpeza. A capacidade de fabricar camadas automontadas de boa
qualidade em ouro policristalino depende sensivelmente da remocdo de
contaminantes do ambiente e das superficies, para posterior exposicédo da superficie
de ouro no tiol. Tkac e Davis [71] apresentaram um método simples de reducéo da
camada de oOxido de ouro formada por tratamentos oxidativos extensivos,
comumente utilizado para limpeza da superficie. O método consiste em uma
reducao eletroquimica da superficie do substrato no mesmo eletrélito que o utilizado
para o polimento eletroquimico, o qual é demonstrado tanto para SAM tioladas de
alquilas saturadas e etileno glicol. A remocéo eletroquimica do oxido de ouro foi
conduzida por 10 sucessivas varreduras em solucdo aquosa de H.SO4 0,1 mmol L™
a partir de 0,75 V a 0,2 V na velocidade de varredura de 100 mV s™*. O protocolo é
altamente reprodutivel, e uma forma mais eficaz e rapida de garantir uma alta
densidade molecular de espécies quimissorvidas apés o pré-tratamento quimico.

Carvalhal [61] avaliou trés diferentes técnicas de limpeza para 0 ouro
policristalino, e verificou diferengas significativas para a formacdo da SAM. Na
limpeza mecéanica observou-se que, apenas com este tipo de polimento, a
rugosidade do ouro aumenta significativamente, porém esta pode ser diminuida com
a adicdo do tratamento eletroquimico. Mesmo assim, a superficie ndo se torna livre
de defeitos. A melhor combinacgé&o de técnicas de limpeza observada foi por meio da
oxidacdo quimica com solugdo fortemente oxidante (para otimizar a limpeza e a
ativacdo da superficie do ouro), seguida da limpeza eletroquimica, minimizando a
rugosidade do ouro policristalino e obtendo-se uma maior reprodutibilidade da

superficie exposta para a adsorcdo das moléculas de alcanotiois. Fica evidente que
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estratégias de pré-tratamento de superficie para a formacdo de SAM séo de extrema
importancia para a formacdo de estruturas mais orientadas e organizadas com o
minimo de defeitos possiveis.

A exposicéo prolongada das superficies limpas as condicbes ambientes pode
permitir novamente a adsorcdo de impurezas nos eletrodos e, desta forma, a

formacdo das SAM deve ocorrer imediatamente ap0s a etapa de limpeza superficial.

1.2.2.2 Defeitos na SAM

Apesar destes cuidados no pré-tratamento, muitas vezes torna-se inevitavel
que irregularidades sejam produzidas nas monocamadas e a caracterizacdo dos
defeitos € de extrema importancia, uma vez que 0s mesmos podem prejudicar
algumas aplicacdes que envolvem as SAMs, bem como a transferéncia de elétrons.

As causas para a formacdo de defeitos nas monocamadas podem ser
explicadas por fatores intrinsecos ou extrinsecos: fatores externos, tais como 0s
métodos de preparagdo e de limpeza do substrato, a pureza das solugbes dos
adsorbatos, e por fatores resultantes do simples fato das SAMs se apresentarem
como sistemas dindmicos com comportamento complexo, neste caso com influéncia
principal da estrutura e tamanho das cadeias organicas dos tiocompostos [72].

Um dos tipos de defeitos inerentes a constru¢do da SAM em superficies de
ouro consiste nas vacancias, que consistem em regides da SAM que possuem um
desnivel em relagdo as regides vizinhas, ocasionado pela diminuicdo de atomos de
ouro presentes na superficie em determinados locais. A Figura 7 apresenta alguns

defeitos produzidos em uma superficie recoberta por uma monocamada.
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Figura 7 - Esquema de alguns dos defeitos intrinsecos e extrinsecos encontrados em SAM formadas
em substrato de ouro [60].

As impurezas tanto no filme metalico quanto na superficie, podem ocorrer
facilmente. A acdo destes interferentes, inibindo e mascarando a resposta
eletroquimica da espécie de interesse, pode ser devido, em geral, a um ou mais dos
seguintes fendmenos: passivacao (adsorcdo do interferente a superficie do eletrodo
0 que impede 0 acesso da espécie de interesse, ou reduz a velocidade de troca de
elétrons); competicdo do interferente com a espécie de interesse pelos sitios ligantes
existentes a superficie do eletrodo; impurezas no substrato metélico policristalino [8].
Uma maneira de promover exclusdo, destes interferentes é o pré-tratamento da
superficie para evitar esses tipos de defeitos.

No entanto, defeitos de SAMs, que podem ser ligados a caracteristicas do
substrato (por exemplo, a rugosidade, as ligacdes entre os atomos) e do filme (por
exemplo, comprimento da cadeia alquila e tamanho do grupo terminal), podem
influenciar substancialmente as caracteristicas da camada em nanoescala. Este fato
pode conduzir a pobre reprodutibilidade, e impedir 0 uso desses sistemas para
medidas precisas de andlise, como os requeridos na superficie base para aplicacdo
como sensor [73].

As monocamadas raramente apresentam um empacotamento perfeito

podendo conter pinholes ou outros defeitos. O defeito € um sitio onde moléculas ou
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ions podem se aproximar da superficie do eletrodo em uma distancia mais curta que
a espessura da monocamada, enquanto um pinhole é definido como um sitio ou um
nanoporo no qual a superficie do eletrodo € exposta ao eletrélito [50]. Tanto o
eletrdlito quanto o par redox tém acesso ao substrato através dos pinholes, devido o
resultado de adsorcao imperfeita dos tidis a superficie de ouro durante o passo da
automontagem e/ou perda subsequente do tiol durante a lavagem, armazenamento
ou utilizac&o, a qual pode ser caracterizada por varios métodos eletroquimicos.

As técnicas mais empregadas para avaliar a presenca de defeitos e pinholes
sdo as técnicas eletroquimicas. A fragdo de area total de pinholes pode ser medida
por voltametria ciclica em presenca de acido sulfarico, e também por impedancia

faradaica na presenca de varias moléculas sonda [66].

1.2.2.3 Formacao e remoc¢ao das monocamadas

O processo de formagdo das SAMs é determinado pela energia e cinética de
adsorcdo da molécula sobre o substrato. Por isso, este processo é fortemente
dependente da estrutura do composto organossulfuroso, da concentracdo da
solugéo, da polaridade e estrutura do solvente utilizado.

Pesquisas sobre a formacdo dessas camadas [32] mostram que durante o
processo de imerséo a cinética de adsor¢cdo da SAM sobre a superficie do eletrodo
pode ser descrita em duas etapas, na qual ha uma quimissor¢cdo cadtica inicial,
seguida de uma etapa lenta de organizacéo dependente do tempo. De modo geral,
inicialmente had um crescimento muito rapido na espessura do filme, cerca de 80 a
90% do valor final, em poucos minutos, seguida de um processo lento, onde
adsorcao e organizagdo ocorrem por uma etapa lenta (na ordem de horas) para

maximizar a densidade de moléculas até atingir um elevado grau de compactacgéo e
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minimizar os defeitos da monocamada. Um esquema da cinética da formacao de

monocamadas ao longo do tempo pode ser observado segundo a Figura 8.

"L heiass

Figura 8 - Esquema da cinética de formacao de SAM. As etapas de formacao de uma monocamada:
(a) a etapa inicial é caracterizada pela rapida adsorcdo e crescimento da espessura do filme, seguida
por um processo mais lento (b) de adsor¢éo e organizacdo, até a formacao final (¢) da monocamada
auto-organizada [51].

Na formacdo da SAM, s@o necessarias trés etapas: a quebra da ligacao S-H,
a formac&o da ligacdo Au-S e o destino remanescente do cation H*. O mecanismo
envolvido na reacdo de tidis com ouro (Au9 produz uma espécie tiolato a partir de
um processo de adsor¢do quimica (quimissorcdo) com a liberacdo de H,. A unido do
grupo tiolato a superficie de ouro € muito forte (a forca de ligagdo homolitica € de
aproximadamente 40 kcal mol™) [32].

Baseado em evidéncias eletroquimicas, a reacdo é favorecida, pois a
formacao de H, é termodinamicamente favoravel. Com base nas energias de ligagdo
RS-H, H,, e RS-Au (87, 104 e 40 kcal mol™?, respectivamente), a energia liquida de
adsorcdo de alcanotiolatos em ouro seria -5 Kcal mol™ (exotérmica). Um valor de
-5,5 kcal mol™ foi calculado com base em dados eletroquimicos de Schlenoff [74],
sugerindo que a estimativa de 40 kcal mol* para a forca de ligacdo Au-S é

provavelmente correta.
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O processo fisico-quimico de adsorcéo e dessorcao eletroquimica podem ser

representados pelas seguintes reacgdes.

RSl—l + AU(S) [ - RSAl(IS) +% H2(sol) (adsorgéo)

sol)

RSA[('S) +% H2(sol) [ - RSI—lsoI) + Au(s) (dessorcgéo)

O mecanismo de formacéo e a estrutura das monocamadas por tidis tém sido
estudados em nivel molecular gracas ao substancial avanco de técnicas de
microscopia, tais como microscopia de forca atdmica (AFM) [75] e de tunelamento
(STM) [76, 77]. Resultados de microscopia indicam que as monocamadas
automontadas de alcanotibis, por exemplo, tém a capacidade de organizar-se com
uma periodicidade bidimensional e com um empacotamento geralmente hexagonal e
espacamento médio de 4,9 A entre os sitios de ligacdo dos adsorbatos, ou seja, 0s
atomos de enxofre [32], conforme a Figura 9. Monocamadas formadas por moléculas

mais volumosas apresentam espagcamentos superiores a 4,9 A.
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Figura 9 - Esquema da microscopia de varredura de tunelamento em toda a superficie de um n-
alcanotiolato e a representacdo da organizacdo hexagonal nas monocamadas de alcanotibis
formadas sobre o ouro.

Szefczyk et al [53] propuseram que em uma superficie limpa, plana e livre de

defeitos, as moléculas adsorvidas emparelham-se geralmente com uma inclinacéo
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(\/§ x\/§)R 3 em relacdo ao substrato, que determina a estrutura do conjunto
SAM. A espessura da monocamada ndo é simplesmente igual ao comprimento da
cadeia, ela esta relacionada a inclinagdo deste grupamento como demonstra a

Figura 10.

Figura 10 - Esquema da formacdo da monocamada sobre o substrato. Definicdo do angulo de
inclinacdo (), angulo de preciséo (x) e espessura da monocamada (d). S é o atomo de enxofre e X é
grupo terminal. Os angulos sédo medidos entre o eixo Z e a linha que une enxofre ao grupo terminal
[53].

Estudos envolvendo as contribuicfes de entalpia de formacéo e dinamica das
monocamadas tem sido foco de diversos trabalhos [64, 65]. Além destes, estudos
dos fendbmenos de dessorcdo eletroquimica sdo comumente utilizados para
caracterizar SAM [55].

Cancino [51] descreve trés metodologias empregadas para a dessorcao: o
deslocamento por troca, a foto-oxidagdo e a dessorcdo eletroquimica. O
deslocamento por troca ocorre quando as moléculas que constituem uma SAM sé&o
expostas a solugcdes contendo outras espécies de alcanotidis ou dissulfeto, que
trocam de posicdo gradualmente. Porém este método ndo produz uma monocamada
homogénea e uniforme. A remocdo por foto-oxidagdo baseia-se na oxidacdo das
SAMs da superficie do ouro quando expostas a irradiagcdo ultravioleta (UV), na qual

0S grupos tidis se convertem em sulfatos e a SAM oxidada é facilmente removida da

superficie usando solventes polares. A metodologia mais empregada é a dessorcao
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eletroquimica, pois os tidis sofrem dessorcéo redutiva quando potenciais negativos

sao aplicados em eletrodos metalicos [78], como mostra a Figura 11.
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Figura 11 - Potenciais eletroquimicos para a estabilidade de tidis adsorvidos sobre o eletrodo de
ouro. Adaptado da ref [78].

Tidis se dessorvem redutivamente de uma superficie metalica quando sobre
esta superficie sdo aplicados potenciais suficientemente negativos (entre -800 a
-1200 mV) [56]. O fenbmeno € em geral conduzido em eletrolitos suportes, com pH
basico ou neutro. Apos dessorcao, tanto o tiolato, quanto a superficie se solvatam.
Parte do tiolato solvatado se difunde da superficie, enquanto parte pode ser
readsorvido se o potencial retornar para valores positivos [60].

Conforme demonstra a Figura 11, a faixa ideal para aplicacdo do eletrodo
como sensor, varia entre -800 a 800 mV, pois nestes valores ocorre a estabilidade
da superficie metalica. Nos potenciais positivos (entre 800 a 1200 mV) ocorre a
dessorcdo oxidativa. Esta faixa de potencial é utilizada para ativar a superficie

metalica e para diminuir a rugosidade da superficie, para posterior modificacao.
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1.2.2.4 Aplicacbes das SAMs como sensores eletroqui  micos

Os sensores quimicos sdo dispositivos que transformam uma informacao
qguimica, com a variacdo da concentragcdo de um componente especifico (analito) de
uma amostra em relacdo a composicao total, em um sinal analitico util. Este sistema
contém duas unidades funcionais basicas: um reconhecedor e um transdutor. O
reconhecedor monitorara o desaparecimento de algum reagente ou 0 aparecimento
de algum produto da reacdo do analito de interesse, através de um sinal. Este sinal
pode resultar de uma mudanca da concentracdo de prétons, da liberacdo ou
absorcdo de gases, emissao, absorcao ou reflectancia de luz, emissdo de calor, e
dessa forma, trazer informacdes sobre a reacdo catalisada pelo modificador. O
transdutor converte este sinal em uma resposta mensuravel, tais como corrente
elétrica, diferenca de potencial elétrico, mudanca de temperatura ou absorcéo da luz
atraves de fendbmenos eletroquimicos, térmicos ou opticos. Este sinal pode ser ainda
amplificado, processado ou armazenado para posteriores analises [79].

A obtencdo de informagéo analitica depende essencialmente da capacidade
do filme, em reconhecer a espécie de interesse da maneira seletiva. Um aspecto
relevante associado a esta operacdo envolve a necessidade de acesso a algum
processo quimico, como por exemplo, uma reacdo de oxidacdo-redugcdo que
viabilize a transducédo do sinal para o detector [3].

As aplicacOes destes no monitoramento e controle ambiental, em agricultura,
industria de alimentos, farmacéutica e clinica tém possibilitado analises com
monitoramento continuo e in vivo em tempo real [80].

Sensores eletroquimicos baseados na modificagdo de sua superficie por
monocamadas auto-organizaveis sao muito atrativos, pois combinam alta

sensibilidade dos métodos eletroquimicos tradicionais com as novas possibilidades
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de aumento de seletividade e estabilidade promovidas pelas SAMs. Na Figura 12,
sdo apresentadas algumas vantagens das monocamadas [4] que podem ser

empregadas no desenvolvimento de sensores eletroquimicos.

Ordenamento / Complexacao
Orientacao
Imobilizagéo Atracao
eletrostatica
Eletrocatalise Transferéncia
eletrdnica

Figura 12 - Esquema das principais propriedades das monocamadas auto-organizadas utilizadas no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Adaptado da ref. 4.

Na sequéncia estdo apresentados alguns exemplos da literatura do emprego
das SAM como sensores eletroquimicos para a determinagéo de diversas espécies
de interesse. As SAMs contendo grupos especificos sobre eletrodos de ouro podem
ser utilizadas com éxito para o reconhecimento seletivo de diferentes ions
inorganicos, com grande sensibilidade e seletividade em relagdo a outros eletrodos.
Em um trabalho realizado por Li et al [81], uma monocamada do tiol ciclodextrinas
(MEA-B-CD) foi imobilizada sobre o eletrodo de ouro, para determinacdo de Pb?*
apresentando alta sensibilidade e reprodutibilidade. O limite de detec¢cédo alcancado
foi de 7,1x10° mol L™, o qual é cerca de dez vezes melhor quando comparado aos
outros métodos relatados na literatura para a determinacédo do Pb**.

A maioria das aplicacbes das SAM em eletroquimica consiste nha
determinacdo de espécies organicas de interesse biologico e ambiental. Isto pode

ser atribuido as seguintes razfes: (a) as monocamadas oferecem ambientes
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hidrofobicos, similares aos utilizados em cromatografia de fase reversa, os quais sao
mais adequados para extracdo de moléculas organicas ndo ibnicas; (b) ha uma
grande demanda no mercado de meétodos analiticos simples e rapidos para
determinacdo de substancias organicas; (c) as monocamadas apresentam maior
gama de possiveis interacbes com moléculas organicas comparada aos ions
metalicos, possibilitando um aumento na seletividade [4].

Lee et al [82] desenvolveram eletrodos modificados com SAM com o &cido
ditiobis(4-butilarilamino-m-fenilbordnico) (DTBA-PBA) e aplicaram como sensor para
a deteccdo de monossacarideos (galactose, frutose, manose e glucose). Pela
técnica de plasma de superficie (SPR), verificaram-se o aumento das interacdes
moleculares entre DTBA-PBA-SAM e monossacarideos, o qual resultou em uma
mudanca de excitacdo elétron opticamente induzida na superficie do Au através de
uma mudanca no indice de refracdo da camada de reconhecimento interfacial. Essa
correlacdo entre a excitagdo de elétrons e de interacdo molecular foi mensuravel em
concentracdes muito baixas de monossacarideo (1,0x10™* mol L™). O eletrodo Au-
DTBA-PBA mostrou-se seletivo para a frutose, entre o0s quatros tipos de
monossacarideos, mesmo em um intervalo de baixa concentracao.

Outra estratégia recentemente difundida na literatura consiste na utilizacao de
nanoparticulas, Zhou et al [83] eletrodepositaram nanoparticulas de zirconia sobre a
monocamada de acido 2-mercaptoetanosulfonico de sédio sobre o eletrodo de ouro.
O eletrodo foi desenvolvido para a determinacdo de paration (organofosfato). A
eletroquimica do eletrodo obtido foi estudada utilizando a voltametria ciclica e a
voltametria de onda quadrada. A resposta voltamétrica de adsorgdo foi linear no
intervalo de concentracdo de 0,005 a 1,0 ug mL™ (depois de 2 min de adsorcéo)

obtidos com o0s parametros operacionais otimizados da voltametria de onda
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quadrada. O limite de deteccdo foi de 0,8 ng mL™ (S/N = 3). O eletrodo exibiu
reprodutibilidade aceitavel 4,16% e uma boa estabilidade. O eletrodo foi aplicado
para a determinac&o do paration em amostras reais, e resultados satisfatorios foram
obtidos.

A exploracdo de materiais bioldgicos tem se constituido de um fator positivo
para o0 desenvolvimento da Eletroanalitica. Um biossensor € definido como
dispositivo analitico contendo um elemento bioldgico, tal como enzimas [56],
anticorpos [84] e antigenos [70] os quais sdo capazes de reconhecer determinada
substancia, conectado ou integrado em um transdutor que converte uma resposta
biolégica em um sinal eletrénico ou Optico proporcional a concentracdo do composto
a ser detectado [79]. A Figura 13 representa esquematicamente os componentes de

um tipico biossensor:

| Elementos de um Biossensor
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Figura 13 - Elementos e componentes de um tipico biossensor [79].

Os biossensores eletroquimicos tém demonstrado alta seletividade,

sensibilidade e baixo custo, podendo ser empregados para métodos analiticos
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quase especificos para a determinacdo de compostos alvos [4, 85]. A SAM constitui
um meétodo de imobilizacdo muito promissor para a construcédo de biossensores, pois
permitem orientar as enzimas sobre a superficie dos eletrodos sem desnhaturacao,
além de viabilizar a transferéncia eletronica direta das enzimas para a superficie dos
eletrodos.

A monocamada permite o isolamento eletroquimico da superficie do ouro
(eletrodo de trabalho), e é uma excelente técnica de imobilizacdo de proteinas, as
quais protegem do contato direto com a superficie solida, assim reduzem o risco da
desnaturacao do elemento sensor. Além disso, a utilizacdo de proteinas imobilizadas
por ligagcdo covalente, pode ser exposta a diferentes valores de pH, sendo
regeneradas conduzindo a um sistema reutilizavel. Limbut et al [86] imobilizaram
covalentemente o anticorpo anti-alfafetoproteina (anti-AFP) a uma superficie de ouro
modificado com uma monocamada automontada de tiouréia (TU). O desempenho
das SAM de anticorpos foi comparado com os das camadas similares a base de
acido tiéctico (TC) e acido 3-mercaptopropiénico (MPA), utilizando sistema de
injecdo de fluxo do imunossensor capacitivo. O sistema constituido pela ligacao
covalente do anti-AFP sobre eletrodo de ouro modificado com monocamada de
tiouréia (SATUM) pode ser utilizado para detectar a alfa-fetoproteina com alta
eficiéncia, sensibilidade semelhante, no mesmo intervalo linear (0,01 — 10 pg L) e
limite de deteccéo (10 ng L™), como os obtidos a partir de sensores baseados em
monocamadas de acido tiéctico (SATCM) e monocamada de acido 3-
mercaptopropidnico (SAMPAM). O sistema apresentou-se especifico para a alfa-
fetoproteina, a qual pode ser regenerada e reutilizada até 48 vezes.

Existem varias aplicacbes de biossensores de DNA ou genossensores [87,

88]. A deteccao de seqléncias especificas de bases em acidos nucléicos humanos,
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virais e bacterianos vem crescendo de importancia no diagnostico de doencas. Os
eletrodos modificados com DNA tém sido comumente empregados na analise e
sequenciamento de bases por técnicas de hibridizacdo [89]. No processo de
hibridizacdo, o eletrodo modificado com acido nucléico identifica a sequéncia de
bases complementares por meio da formacdo de dupla hélice hibrida. Esta
identificacdo € eficaz e especifica na presenca de outras sequéncias nao
complementares, como no trabalho desenvolvido por Zhang et al [90] na deteccéo
sensivel de ssDNA com o eletrodo Au-Mercaptobenzotiol. (Au-MBT) A interacéo
seletiva de MBT com dsDNA reflete a extensdo da hibridacdo entre ssDNA sonda e
ssDNA alvo. Combinando com as vantagens da simplicidade e baixo custo, o
biossensor eletroquimico desenvolvido mostrou potencial na deteccdo continua e
qualitativa de ssDNA em amostras bioldgicas.

A utilizacdo de biossensores a base de SAMs utilizando enzimas na area
alimenticia € também bastante ampla. Conzuelo et al [91] aplicaram na
determinacao de lactose no leite e outros alimentos (chocolate, manteiga, margarina,
logurte, queijo e maionese), e os resultados obtidos foram validados por comparacao
com os obtidos por um kit de teste comercial de enzimas. Os eletrodos de ouro
foram modificados com SAM de acido 3-mercaptopropiénico em que as enzimas [3-
galactosidase (B-Gal), glicose oxidase (GOx), peroxidase (HRP) e o mediador
tetratiofulvaleno (TTF) foram co-imobilizados por uma membrana de diélise. A B-Gal
catalisa a hidrélise da lactose, a glicose oxidase produzida catalisa a reacdo da
glicose a acido gluconico e o peroxido de hidrogénio gerado nesta reacao é reduzido
na presenca de HRP. Esta reacdo enzimatica é mediada pelo TTF, e a reducdo da
TTF" em 0,00 V (AgCl / vs Ag) da origem a um sinal amperométrico proporcional a

concentracdo de lactose. O biossensor apresenta uma boa repetibilidade das
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medicdes realizadas com o mesmo biocompdsito, uma boa reprodutibilidade das
respostas obtidas e uma vida util de 28 dias. A curva de calibracéo linear foi obtida
para a lactose na faixa de concentracdo entre 1,5x10° a 1,2x10“ mol L™, com um
limite de deteccdo de 4,6x107 mol L. O efeito de potenciais interferentes foi
avaliado de modo a verificar a estabilidade e seletividade da resposta do biossensor.
Além disso, o biossensor apresentou um desempenho adequado em sistemas de
injecdo em fluxo em conexao com detec¢cdo amperometrica.

Atualmente existem varias possibilidades de aumentar a gama de aplicacdes
dos eletrodos de ouro como sensores eletroquimicos. Varios complexos miméticos
tém sido preparados para produzir um sistema capaz de imitar a catalise enziméatica
e utilizados na construcdo de sensores biomiméticos como relatados na literatura
[92]. A quimica dos sitios ativos das metalo-enzimas pode ser aproveitada para o
desenvolvimento de novos sensores para serem utilizados na analise de um grande
namero de substancias biologicas. Recentemente, Moccelini et al [58] estudaram a
oxidacao catalitica do catecol pelo complexo de niquel (I1) imobilizado no eletrodo de
ouro modificado com MPA. Este eletrodo modificado foi utilizado como sensor para a
determinacdo do catecol em amostras de cha verde. Os resultados obtidos na
determinacdo do catecol em amostras de cha verde utilizando o eletrodo Au-MPA-
complexo de Ni(ll) foram comparados com o método de eletroforese capilar. Este
eletrodo modificado ofereceu vantagens, incluindo uma boa faixa linear de 3,31x10°®
a 2,53x10™° mol L™ com limite de deteccdo de 8,26x10" mol L™, alta estabilidade,
baixo custo e tempo de resposta rapido.

Na Tabela 1 estdo resumidas as caracteristicas de alguns sensores e
biossensores eletroquimicos de ouro modificados com diferentes SAMs, descritos na

literatura.
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Analito Tipo de modificador Descricao Faixa de resposta linear Sensibilidade Limite de Referéncia
deteccao

Acido tidtico, é&cido | Sensor desenvolvido pela ligacdo covalente do

Alfa-fetoproteina | tiéctico, 4acido  3- | anticorpo anti alfa-fetoproteina sobre o eletrodo de 0,01-10 pg L™ _ 10ngL™ 86
mercaptopropidnico ouro modificado pelas SAM.

Catecol Complexo de niquel Sensor amperométrico, formada pela SAM de acido | 3,31x10° — 2,53x10° mol 6,7x10-°mol L™ 8,26x10” mol L* 58

3-mercaptopropiénico e complexo de niquel L*

Cisteamina Acido 1,2- | Sensor amperométrico, formado pela adsor¢cdo do 6,0x10° — 4,5x10'3 mol L™ _ 36 pmol Ltve 69
nafotquinona-4- modificador sobre o Au (cv) 5,2 umol Lt vPD
sulfénico de sédio 8,0x10° — 5,5x10™ mol L™

(VPD)

Octadecanotiol Sensor modificado pela reagdo nitreno do 1-fluoro-2-

Colesterol 1-fluoro-2-nitro-4- nitro-4-azidobenzeno, o qual liga-se covalente com o 50 a 500 mg dL™ _ 50 mg dI* 93
azidobenzeno colesterol oxidase via reagao térmica

Dopamina 3-3"-ditiodipropiénico | Sensor amperométrico 0,35x10° — 1,7x10° mol L* 1,1x10° mol L™ 105

3,4x10° mol L™

Acido Sensor voltamétrico aplicado para determinagéo

Epinefrina mercaptopropidnico, simultdnea de epinefrina e acido ascérbico e Urico 0,1 -700 pmol Lt _ 0,040 pmol Lt 94
nanoparticulas de | em solugdo aquosa
ouro e cistamina

Frutose 4-mercaptotetra- Biossensor eletroquimico 2,0x10°° - 1,4x10 mol L™* 2,7x10 " mol L™? 95
Tiafulvaleno 1,0x10* mol L™*
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Acido 3-
Glicose mercaptopropidnioco, | Sensor amperométrico, o eletrodo de ouro foi 1,0 - 100 mmol L™ _ _ 56
acido 3- | modificado por trés tipos de acidos
mercaptosuccinico, mercaptocarboxilicos e imobilizado a enzima glicose
acido tiodisuccinico oxidase
H20> Cisteamina e HRP Sensor amperométrico, a enzima HRP foi 3-100 umol L™ 8,4 mmol L™ 0,6 umol L™ 55
imobilizada sobre a SAM pelo glutaraldeido
NADH e AA 4-(6-mercapto-purin- Sensor amperométrico, modificagcdo pela reacgdo 0,5 mmol L™ NADH 1,982 pA/mmol L* 100 nmol L™ 96
9-ol)benzeno-1,2-diol | eletroquimica da o-quinona sobre a SAM de 6- 3 mmol L AA NADH e 9,48 NADH e 25 nmol
mercaptopurina pA/mmol L™ AA L AA
O anticorpo anti-micélio do fungo Phakopsora
Ferrugem  de | Cisteamina e | pachyrhizi (agente causador da doenca) foi 0,35-3,5 ug mL%, 292 Qug mL*? 385ng mL™ 97
soja anticorpo anti-micélio | imobilizado em substrato de ouro via formagéo de
Phakopsora monocamadas auto-organizadas de tidis e ligacdes
pachyrhizi covalentes com a biomolécula
Proteina C | Cistamina e anticorpo | Imunosensor, modificado pela interacio do antigeno | 1,15x10°—1.15mgL™" 1,58x10" (VPD) 4,7x107 (CA) 98
reativa anti-PCR PCR com o anticorpo PCR (aPCR) imobilizado 8,60x1072 (CA) 0,38 mg L? (VPD)
sobre a superficie eletrodica
ssDNA 2-mercapto Biossensor, o eletrodo tem a habilidade de distinguir 1,59x10‘8 - 2,6062x10‘8 mol L* 2,38x10'9 mol L 90
benzotiazol ssDNA e dsDNA 2,4x10° mol L
Troponina T | Carboximetildextrano | Imunosensor, sensor SPR formado por SAM de 0,03-6,5ng mi? - 0,01ng mi? 99
cardiaca e estreptavidina estreptavidina terminal
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1.2.2.5 Aplicacbes das SAMs como sensores para a de terminacdo da
Dopamina

A Dopamina (DA) é uma das catecolaminas de ocorréncia natural. E um
composto importante para a transferéncia de impulsos no sistema nervoso central
dos mamiferos. E um neurotransmissor sintetizado por certas células nervosas, que
age em regides do cérebro promovendo, entre outros efeitos, a sensacéo de prazer,
além de desempenhar um papel determinante na regulacdo e controle do
movimento, motivacao e cognicdo. Anormalidades nos seus niveis estdo associadas
a muitas desordens psiquicas, tais como Parkinson [100] e esquizofrenia [101].

A determinacdo quantitativa do farmaco DA em fluidos fisiologicos [102] € de
grande importancia para diagnosticos, clinicos e bioquimicos. Devido a sua atividade
eletroquimica, a DA também pode ser determinada por métodos eletroquimicos. Os
meétodos atuais para a deteccédo de DA séo caros e necessitam preparo da amostra,
ja as técnicas eletroquimicas tém atraido grande interesse em muitos casos, pois
estas apresentam baixo custo, resposta rapida, além de possibilitar a obtencdo de
baixos limites de detecc¢ao [103].

No entanto, um grande problema freqientemente encontrado na deteccgao
eletroquimica de DA é devido a interferéncias graves causadas pelo acido ascorbico
(AA) e acido urico (UA), que existem em fluidos do corpo em concentragbes
relativamente elevadas [104]. A determinacdo da DA em presenca de AA usando
métodos eletroquimicos € importante porque ambas as moléculas tendem a oxidar
em potenciais préximos. O AA esta presente in vivo com concentracbes 10° e 10°
maior que a dopamina. Assim, o desenvolvimento de técnicas de monitoramento

seletivo da dopamina tem sido o foco de muitas pesquisas.
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Monocamadas de acido 3,3-ditiodipropriénico (DTDPA) sobre o eletrodo de
ouro foram utilizadas por Codognoto et al [105] para determinagcdo da dopamina
(DA). Este sensor foi utilizado para determinar quantitativamente a DA em
formulacbes farmacéuticas, apresentando boa faixa linear. A corrente de pico
anodica para DA aumentou linearmente na faixa de 0,35x10™ a 3,4x10° mol L' e o
limite de deteccao foi de 1,1x10°® mol L™. O eletrodo modificado Au-DTDPA mostrou
um comportamento estavel e a presenca de grupos COOH na superficie evitou a
passivacao do eletrodo durante a oxidacdo da dopamina.

Dentro desse contexto, Li et al [106] fabricaram um eletrodo de ouro
modificado com a monocamada de D,L-cisteina, a qual foi imobilizada o acido -
ciclodextrina sulfénico (CIS-B-CD~S0O3;) para investigar 0 comportamento
eletroquimico da dopamina. Os resultados experimentais indicaram que o eletrodo
apresentou resposta eletroquimica seletiva para dopamina, com alta sensibilidade e
excelente tolerdncia de acido ascorbico. A dopamina pode ser determinada com
precisdo na faixa de concentracdo de 1 a 200 pmol L™ na presenca de &cido
ascorbico de 5 mmol L. O desvio padrdo relativo de 1,9% (n = 5) foi obtido na
concentracdo de dopamina, de 5x10° mol L. O sensor proposto foi aplicado com
sucesso na determinacdo de dopamina em amostras de soro sanguineo.

Outra estratégia recentemente difundida na literatura consiste na utilizacéo de
enzimas imobilizadas sobre monocamadas para a determinacdo da dopamina. Um
dos exemplos desta aplicacéo pode ser demonstrado no trabalho de Moccelini et al
[107], os quais imobilizaram a peroxidase do broto de feijdo em um eletrodo de ouro
modificado com SAM de L-cisteina para determinacdo de dopamina em amostras
farmacéuticas usando a voltametria de onda quadrada. No eletrodo Au-SAM-broto

de feijdo, a peroxidase, na presenca de peréxido de hidrogénio catalisa a oxidacéo
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de dopamina para a correspondente quinona, que € eletroquimicamente reduzido
novamente a dopamina. A curva analitica foi linear para as concentracdes de
dopamina de 9,91x10° a 2,21x10™ mol L™ e o limite de deteccao foi de 4,78x10”
mol L. A recuperacéo de dopamina variou 98,0 a 111,8% e desvio padrdo relativo
foi de 3,1% para uma solugéo contendo 1,30x10° mol L™ de dopamina (n = 6). A

vigéncia deste biossensor foi de 15 dias (no minimo 300 determinacgdes).

1.3. Métodos de caracterizacao

As potencialidades eletroanaliticas da voltametria ciclica (VC), voltametria de
onda quadrada (VOQ) e da espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), bem
como a importancia de suas aplicacbes as investigacdes e caracterizacbes de
processos superficiais e interfaciais estdo intimamente ligadas ao desenvolvimento
de métodos confiaveis [108, 109, 110]. Dentre as técnicas eletroquimicas, a EIE tem
sido uma das mais utilizadas para caracterizar estruturas sobre ouro e na maioria
das vezes possibilitando a determinacéo de propriedades gerais do filme fino tais
como resisténcia a transferéncia de elétrons, capacitancia, recobrimento,
eletroatividade.

Neste contexto, o emprego combinado destas técnicas tem sido explorado
com o propésito de fornecer informagBes complementares que possibilitem
interpretacdes seguras sobre o sistema avaliado. A Tabela 2 simplifica as potenciais

aplicaces das técnicas.
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Tabela 2 - Principais parametros e informac8es obtidos em aplicacdes das técnicas VC, VOQ, e EIE

para a caracterizacdo de SAM.

Potenciais aplicacdes das técnicas

Técnica Parametros Informacdes
VC Corrente  anddica (oxidacdo) e | Sistema reversivel, irreversivel ou quase-
catodica (redugdo); irreversivel;
Potenciais anddicos e catodicos; Processo difusional ou ndo difusional;
Potencial de meia onda Estabilidade do eletrodo;
Limite de deteccéo; Determina os potenciais redox da espécie de
Equacao da reta. interesse;
Indicios sobre a formacdo da monocamada
VOQ Potenciais de pico; Sistema reversivel, irreversivel ou quase-
Largura de meia altura da onda; irreversivel
Corrente de pico; Excelente sensibilidade e alta rejeicdo a
Limite de deteccéo; correntes capacitivas;
Equacao da reta. Seletividade;
Mecanismo e a cinética dos processos
eletrédicos de interesse;
Adsorcao de espécies;
EIE Capacitancia da dupla camada,; Passivacédo dos eletrodos;

Resisténcia a transferéncia de carga;
Impedancia de dupla camada,;
Resisténcia ao movimento das
espécies;

Impedancia Warburg.

Adsorcao de espécies;

lonizacao de adsorbatos;

Difusao de ions em membranas;

Estrutura de monocamadas;

Constante de transferéncia de elétrons direta e

reversa.
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1.3.1 Caracterizacdo pelas Técnicas Eletroquimicas

Atualmente, existem diversas técnicas de voltametria que sdo utilizadas pelos
quimicos inorganicos, fisico-quimicos e bioquimicos para fins analiticos. Entre os
exemplos de técnicas voltamétricas, pode-se citar a voltametria ciclica, voltametria
de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada, entre outras.

Nos proximos itens, estdo descritos 0s principios basicos das técnicas
eletroquimicas utilizadas para a caracterizacao das SAMs neste trabalho, sdo elas: a
voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada e a espectroscopia de impedancia

eletroquimica.

1.3.1.1 Voltametria ciclica (VC)

A voltametria ciclica uma das técnicas mais amplamente utilizada para a
aquisicdo de informacOes qualitativas sobre reacbes eletroquimicas envolvendo
SAM. A VC é selecionada como a técnica inicial para investigar um sistema que
envolve espécies eletroativas [111], sendo empregada em diagndsticos e estudos
fundamentais para a obtencdo de informagOes qualitativas de processos
eletroquimicos [81, 112]. A VC fornece rapidamente as informacdes importantes
sobre a termodindmica do processo redox na cinética das reagfes heterogéneas de
transferéncia de elétrons, e juntamente rea¢des quimicas ou processos de adsor¢cao
[113].

Os meétodos voltamétricos baseiam-se na medida da corrente em fungéo do
potencial aplicado a um eletrodo, sob condicdes de completa polarizacdo de
concentracdo [114]. A Figura 14 ilustra a resposta de um par redox reversivel
durante um Unico ciclo de potencial. O grafico de corrente versus o potencial é

chamado de voltamograma ciclico. A partir deste é possivel obter os principais
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parametros de analise, sendo estes os valores de potenciais de pico anodico (Epa) e
catédico (Epc), além das correntes de pico anddica e catédica Ipa e Ipc

respectivamente [113].
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Figura 14 - Voltamograma ciclico tipico de espécies redox em solugdo e os principais parametros
obtidos a partir do mesmao.

A caracterizacdo de defeitos em SAM através da voltametria ciclica é
bastante utilizada, monitorando as mudancas na transferéncia de elétrons das
moléculas sondas redox na presenca da monocamada [115]. Para os estudos
voltamétricos utilizam-se as moléculas sondas, tais como os complexos [Fe(CN)g]*"*
[116], [Ru(NH3)s]*"?* [117] e a metaloproteina citocromo c¢ [118], devido
apresentarem rapida reacdo de transferéncia de elétrons. Utilizando-se como
eletrodos de trabalho os substratos modificados, € possivel deduzir algumas
propriedades quimicas e fisicas dos EQM, por meio de analise dos voltamogramas
na presenca das moléculas sonda, as quais possuem variados tamanhos, carga

ibnica e constante de velocidade heterogénea de transferéncia de elétrons (k9

exatamente determinadas [119].
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A corrente de pico em VC é diretamente proporcional a concentracdo do
analito, apesar disso, ela ndo € normalmente empregada em trabalhos de rotina
analitica devido a sua baixa sensibilidade em relacdo a outras técnicas
voltamétricas, entretanto ocasionalmente € encontrada aplicacdo deste tipo na
literatura cientifica [96]. Um exemplo desta aplicacdo quantitativa da VC consiste na
determinacdo da dopamina pelo eletrodo de ouro modificado com acido tiolactico.
Neste trabalho, a dependéncia da corrente de pico com a concentracdo de DA
apresentou uma relacéo linear na faixa de 4,0x10™ a 8,0x10™ mol L?, e o limite de
deteccéo encontrado foi de 3,0x10° mol L™ [120].

Raoof et al [69] utilizaram a técnica de VC e voltametria de pulso diferencial
(VPD) para a determinacéo da cisteamina utilizando um eletrodo de ouro modificado
com o acido 1,2-naftoquinona-4-sulfénico (Au-Nqg). A corrente de pico anddica
aumentou linearmente com a concentracdo de cisteamina em solucdo sobre a
superficie do eletrodo Au-Ng. Sob condi¢des otimizadas as correntes de pico da VC
e VPD foram linearmente relacionadas com as concentracdes de cisteamina no
intervalo de 6,0x10™° mol L™ a 4,5x10° mol L™ e 8,0x10® mol L™* a 5,5x10™ mol L*,
respectivamente. Os limites de detecc&o foram determinados como 36 pmol L™ e 5,2
pumol L™ por VC e VPD. Recuperacdes aceitaveis e reprodutiveis foram obtidas para
este eletrodo.

Sousa et al [68] utilizaram a VC para a caracterizacado eletroquimica da
formacdo da monocamada sobre a superficie eletrodica, a qual pode ser
acompanhada através dos voltamogramas ciclicos obtidos apos diferentes tempos
de imersdo do eletrodo de ouro na solucdo etandlica de 1,4-ditiano. A partir dos
dados obtidos, verificaram um decréscimo dos parametros cinéticos da molécula

sonda com o0 aumento do tempo de imersdo, sugerindo que o mecanismo de
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adsorcdo para esta molécula ocorre lentamente, o qual é responsavel pela

configuracdo do modificador sobre a superficie.

1.3.1.2 Voltametria de Onda Quadrada

Entre as técnicas voltamétricas de pulso, a voltametria de onda quadrada
(square wave voltammetry) destaca-se pela maior rapidez na andlise, reducdo de
problemas relacionados ao bloqueio da superficie do eletrodo e menor consumo de
espécies eletroativas em relacdo a voltametria de pulso diferencial [121]. Por
apresentar bons limites de deteccdo € comparada as técnicas cromatograficas e
espectroscopicas [122].

Na VOQ uma onda simétrica de potencial de amplitude (AEp ou a — amplitude
de pulsos) sobreposta a uma rampa de potencial em forma de escada caracterizada
pelo potencial de largura (AEs - incremento de varredura de potenciais) e de
duracéo 2t (periodo) é aplicado ao eletrodo de trabalho [108], como representado na
Figura 15. Na curva de potencial-tempo, a largura do pulso (t/2) é chamada t e a
frequéncia de aplicacdo dos pulsos € chamada de f e é dada por (1/t). O
voltamograma resultante consiste da diferenca entre estas duas rampas detacadas

na Figura 15.
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Figura 15 - Forma de aplicacdo do potencial na voltametria de onda quadrada, onde AEp — amplitude
de pulsos, AEs - incremento de varredura de potenciais, f — frequencia, 21 — periodo. [108].

A Figura 16 ilustra o gréfico de corrente versus o potencial aplicado e estédo
representados os principais parametros que podem ser obtidos a partir do mesmo: o
pico da corrente resultante (Ip) que é definido por um méaximo de corrente, onde sao
considerados os potenciais de pico (Ep) no valor do maximo de Ip e a largura de

meia altura da onda de reduc¢ao e/ou oxidagao (AEp/2).
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Figura 26 - Voltamograma de VOQ com seus principais parametros obtidos a partir do pico resultante,

onde Ip — corrente de pico, Ep — potencial de pico e AEp/2 - largura de meia altura da onda de
reducéo e/ou oxidagéo.
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Esta técnica apresenta excelente sensibilidade decorrente da diminuicdo das
correntes capacitivas e aumento das correntes faradaicas, uma vez que as medidas
de corrente séo realizadas ao final do degrau de potencial onde a corrente capacitiva
ja se tornou negligenciavel, melhorando assim a resolucdo dos dados experimentais
e consequentemente a sensibilidade analitica.

As determinacdes analiticas empregando esta técnica podem ser feitas em
concentracdes tdo baixas como 10 nmol L. Por causa desta sensibilidade e rapidez
ela é util para a analise de drogas em suas formas farmacéuticas e amostras
biologicas, devido aos limites de deteccdo baixos e determinacdo em analise de
tracos [123]. Sun [124] et al em seus estudos imobilizaram através de monocamadas
auto-organizadas de 3-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol (TA) sobre eletrodos de ouro.
Este eletrodo foi utilizado para a determinacao de epinefrina, utilizando a técnica de
VOQ obtendo boa relagéo linear entre a Ipc e a concentracéo de epinefrina (EP) nas
faixas de 1,0x107 a 1,0x10™ mol L e 1,0x10° a 6,0x10* mol L™, com limite de
deteccdo de 1,0x10® mol L?, segundo a Figura 17 de modo que o eletrodo é apto

para a determinagcao quantitativa da EP em formulagdes farmacéuticas.
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Figura 17 — VOQ de diferentes concentracdes de EP 0.1, 0.4, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0x10™° mol
L™, utilizando o eletrodo de Au-SAM-TA. Grafico inserido: relagéo linear entre Ip e a concentracédo de
EP.
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1.3.1.3 Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica

A EIE tem sido amplamente aplicada, com os mais variados propdsitos, para
estudos da cinética do eletrodo [125], estudos de dupla camada, processos em
baterias, investigacdo sobre processos de corroséao [126], eletroquimica em estado
sélido, e bioeletroquimica [111, 127].

Esta técnica envolve a aplicacdo de uma perturbacdo de potencial ou de
corrente no sistema sob investigacao. A perturbacdo do sistema é feita mediante a
aplicacdo de um potencial continuo sobre a qual é superimposta uma variacéo
senoidal de potencial com pequena amplitude. Além disto, € possivel perturbar o
sistema usando diferentes valores de frequéncia. Uma vez que a perturbacdo no
sistema sob investigacdo € de pequena amplitude € possivel empregar a técnica
para a analise de etapas de reacao [128].

O conceito de impedancia, originalmente introduzido para descrever a
resposta de sistemas compostos por capacitancias, resisténcias e indutancias,
estendeu-se aos sistemas eletroquimicos, uma vez que inUmeros processos podem
contribuir para a relacédo entre a corrente e o potencial do sistema. A obtencao de
informacdes a partir dos dados de impedancia eletroquimica pode ser conduzida
mediante a utilizagdo de diferentes modelos de medida, como circuitos equivalentes
ou modelos mateméticos. Uma representacdo comum para a impedancia em
sistemas compostos por resistores e capacitores € através de um diagrama de
fasores no qual a impedancia apresenta uma componente real (resistiva) e
imaginaria (capacitiva).

Conforme pode ser observado na Figura 18, na regido de altas freqiiéncias a
componente real da impedancia tende a Rs enquanto que nas regides de baixa

freqléncia tende a Rs + R¢. Ao avaliar este comportamento é possivel inferir como
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obter informacdes sobre a resisténcia da solucdo na regido de altas freqiéncias e na
regido de baixas frequéncias sobre os processos de eletrodo (resisténcia a
transferéncia de carga). Obtém-se a relacdo entre a componente imaginaria e a

componente real da impedancia, conforme apresentado a seguir:

B

Onde Z' — componente real, Z” — componente imaginaria, Rs — resisténcia da
solucéo, R — resisténcia a transferéncia de carga. Pode ser verificado na expresséo
anterior que um grafico de Z" em funcdo de Z' resulta num comportamento circular
com raio de R/2 e centro em Z' = Rs + Ri/2 e Z" = 0. Neste contexto, a
representacdo grafica Z" (componente imaginaria da impedancia) vs Z' (componente
real da impedancia), também denominado diagrama de Nyquist, Argand, Sluyters ou
grafico de Cole-Cole (Figura 18) pode fornecer informacdes sobre as possiveis

naturezas dos elementos que constituem a impedancia total do sistema.

Impedancia
A de Warburg

-Im(Z)/a.u.

Figura 18 - Diagrama de impedéancia (diagrama de Nyquist).
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Adicionalmente, representacdes de log |Z|(]Z] - modulo da impedéancia) e ¢
(dngulo de fase) vs log w (w - freqiéncia), chamadas de curvas de Bode, séo de
grande importancia para a interpretacdo de dados provenientes da EIS, pois as
informacdes obtidas a partir destes graficos podem ser complementares as obtidas
no diagrama de Nyquist.

Desta forma, os efeitos da transferéncia de carga (Rc), da dupla camada
elétrica (C4), bem como os efeitos da solucdo sobre a migracao de ions, podem ser
obtidos mediante a avaliacdo de diagramas de Nyquist e curvas de Bode.
Adicionalmente, nos sistemas que apresentam efeitos significativos da impedéancia a
transferéncia de massa (Zim) a introducdo de um elemento denominado “impedancia
Warburg” € feita com o proposito de simular as caracteristicas do sistema
experimental, tanto em processos que sofrem difusdo linear, esférica ou sob
conveccao forcada [129].

Mendes et al [130] estudaram o comportamento entre tidis de cadeias
carbOnicas com tamanhos diferentes e contendo o grupo terminal COOH na
formacdo de SAM sobre a superficie de eletrodos de ouro (acido mercaptoacético,
MAA; acido 3-mercaptopropionico, MPA; acido mercaptobenzdico, MBA; &cido
mercaptoundecandico, MUA). Utilizando a técnica EIE determinou a variacdo da
resisténcia de transferéncia de carga (Rc) e a constante velocidade aparente (Kapp)
variando o comprimento da cadeia alquila e o pH da solugéo, conforme Figura 19.
Mudancas no pH da solucdo resultaram em variacbes na carga do grupo terminal
das SAM e, consequentemente, em altera¢cdes na interacdo eletrostatica da SAM
com as espécies eletroativas em solugdo. A R aumentou com o tamanho da cadeia
alquila, porque as cadeias longas tornam-se mais espessas. Os autores verificaram

que em pH elevado, o R € maior devido a for¢ca de repulsdo entre o par redox
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Fe(CN)s ** e a monocamada. Para Kgpp 0 efeito é inverso e diminui com o aumento
da cadeia alquila, uma vez que cadeias longas tornam a transferéncia de elétrons
mais dificil. Foi também observado que para 0os compostos aromaticos, tais como o
MBA a transferéncia eletrbnica comparada aos outros tidis foi facilitada devido a

propriedade de ressonancia que estes compostos possuem.
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Figura 19 — Diagrama de Nyquist para 5 mmolL™" de Fe(CN)g ¥ em solucdo KCI 0,1 mol L™ usando
Au-SAM em pH 8,0, freqiiéncia de 0,01 a 10 KHz [130].

Neste contexto de investigacdo de parametros cinéticos e de cobertura de
superficie de cada camada, Ribaut et al [131] relataram, pela primeira vez, uma
estratégia para imobilizar eritrocitos em um transdutor de ouro de uma forma
reprodutivel através da sobreposicdo de camadas ligadas entre si por ligacbes
covalentes ou eletrostaticas. Os eritrocitos foram imobilizados a partir da reticulacéo
de um antigeno/anticorpo com base na colagem de anti-D com o antigeno
correspondente da membrana celular das células vermelhas sanguineas (RBC),

segundo Figura 20.
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Figura 20 - Estratégia para a imobilizacdo das células vermelhas sanguineas sobre os carboxilatos
terminais das SAM sobre o ouro. Adigdo de NHS e carbodiimida EDC sollvel em agua na sobre a
SAM para a formacéo do éster NHS [131].

Cada camada depositada foi caracterizada, primeiramente por uma
microbalancga de cristal de quartzo (MCQ) e entdo medidas de EIE foram efetuadas
para determinar os parametros cinéticos e cobertura da superficie de cada camada
usando um par redox como sonda (Fe(CN)s>'™).

Medidas de EIE e posterior modelagem com circuitos adequados permitiram o
calculo dos valores dos componentes que representam a interface
(eletrodo/filme/solugcéo) em cada etapa do processo de montagem. EIE mostrou que
os valores para os diferentes elementos do circuito equivalente variaram de acordo
com a camada. Assim, este eletrodo modificado pode ser considerado como um
sensor de RBC da interface/solugdo. As células vermelhas do sangue estdo
envolvidas em numerosas doencgas, e este sensor podera fornecer informacao Uteis
sobre 0 seu comportamento em varias situacdes, tais como o stress ou invasao por
agentes patogénicos. Com efeito, apds o estresse, ocorre a liberacdo dos pares
redox (radicais livres, por exemplo) e variagcbes nos processos de transferéncia de

massa e de transferéncia de carga sao esperados. Da mesma forma, as variagbes

na capacitancia podem ser esperadas apoés invasao.
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1.4 Delimitacao do problema

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos desperta grande interesse na
comunidade cientifica, o qual pode ser comprovado pela quantidade crescente de
publicacdes sobre esse tipo de sensor [25]. Estes tém sido aplicados na
determinacao de diversas espécies de interesse farmacologico, ambiental e clinico.
Existem inUmeras vantagens destes eletrodos modificados em relacéo aos eletrodos
convencionais, sendo a principal delas a possibilidade de controlar a natureza fisico-
quimica da interface eletrodo/solucdo, proporcionando uma variedade de efeitos
atrativos e levando os eletrodos com caracteristicas que podem contornar
efetivamente muitos dos problemas apresentados pelos sensores eletroquimicos
tradicionais, tal como a passivacéo da superficie.

A modificacdo pelos filmes finos nanoestruturados tém sido vastamente
explorada em diferentes areas, tais como ambiental, industrial, farmacéutica. A
montagem destes € essencial para o desenvolvimento de dispositivos moleculares e
sensores devido suas caracteristicas importantes, tais como grande area superficial
e reduzido tamanho de particula, caracteristicas que podem beneficiar certas
propriedades ou mesmo modificar o mecanismo de agdo em determinadas
aplicacoes.

O desenvolvimento deste trabalho deu-se pela necessidade de investigar as
potencialidades da utilizacdo de sistemas auto-organizados, visando a melhoria das
propriedades apresentadas por estes materiais, na constru¢cdo de uma ferramenta
analitica com caracteristicas vantajosas em relacdo aquelas existentes aos eletrodos
convencionais, de modo a proporcionar a obtencdo de sensores eletroanaliticos
mais seletivos e sensiveis. A relevancia de sistemas baseados em reagentes

imobilizados reside na minimizacdo da quantidade de reagente necessaria para uma
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analise em particular, o que redunda em custos baixos, metodologias analiticas
simples. Sendo as SAMs superficies com caracteristicas eletroquimicas vantajosas
comparadas ao eletrodo de ouro convencional, esses filmes poderédo ser aplicados

como um possivel sensor para detec¢cdo de espécies, tais como a Dopamina.
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2.0 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral o estudo das melhores condicbes na
preparacao das diferentes monocamadas auto-organizadas sobre eletrodos de ouro
e a sua influéncia na presenca do analito. Para atingir o objetivo proposto as
seguintes etapas serao realizadas:

v' Preparacéo dos eletrodos modificados a partir da formacao de monocamadas
utilizando-se diferentes tidis propostos: acido 3-mercaptopropidnico, MPA;
acido tiolactico, TLA; acido mercaptoundecanoico, MUA e cistamina, CYS.

v" Avaliar as melhores condices para obtencdo das monocamadas, a partir da
determinacdo do melhor tempo de imersdo, pH do meio e velocidade de
varredura.

v' Caracterizar os eletrodos modificados com SAM dos diferentes tidis,
investigar o comportamento eletroquimico do par redox através do bloqueio
da superficie modificada determinando os possiveis defeitos. Neste estudo
sera utilizada como molécula sonda o ferricianeto de potassio Kz[Fe(CN)g
através da técnica de voltametria ciclica e de espectroscopia de impedancia
eletroquimica

v Aplicacdo dos diferentes eletrodos preparados sob condi¢des otimizadas na
deteccdo de espécies de interesse farmacoldgico, tais como a dopamina,

utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada.
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3.0 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes
Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdo de pureza analitica (PA)
e foram utilizados sem purificacdo prévia. Na Tabela 3, sdo apresentadas as

procedéncias dos mesmos e suas respectivas purezas. Todas as solu¢cdes foram

preparadas em agua deionizada ou destilada.

Tabela 3 - Procedéncia e pureza dos reagentes utilizados.

Reagentes Formula quimica Procedéncia Pureza
Acido acético C,H.,0, Vetec 99,7%
Acido borico HsBO4 Vetec 99,5%
Acido L(+) ascorbico CeHgOs Vetec 99,0%
Acido o-fosférico HsPO, Synth 85,0%
Acido 3-mercaptopropidnico HSCH,CH,COOH Sigma-Aldrich 99,0%
Acido 11-|  HS(CH,)1,COOH Aldrich 99,0%
mercaptoundecandico
Acido sulftrico H,SO, Vetec 99,0%
Acido tiolactico CH3CH(SH)COOH Sigma-Aldrich 95,0%
Alcool etilico C,HsO Vetec 99,8%
Cloreto de sodio NacCl F.Maia 99,0%
Dihidrocloreto de Cistamina C4H15N,S,.2HCI Sigma-Aldrich -
Dopamina CsH11NO» Sigma -
Ferricianeto de  potassio Ks[Fe(CN)e) Vetec 99,0%
anidro
Ferrocianeto de potassio K4Fe(CN)e.3H,0 Vetec 98,5%
trihidratado
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Fosfato de sédio dibasico Na,HPO, Vetec 99,0%
anidro
Fosfato de sédio monobasico NaH,PO, Vetec 99,0%
anidro
Hidréxido de sodio NaOH F. Maia 97,0%
Perdxido de hidrogénio H,0, Vetec 30,0%

3.2 Limpeza da superficie do ouro

A limpeza do eletrodo de ouro policristalino é um passo critico e importante
para a formacdo da SAM o qual deve ser acompanhado sistematicamente,
submetido a um protocolo de pré-tratamento. O procedimento de pré-tratamento
mecanico consistiu no polimento manual dos eletrodos de ouro, com solugéo de
alumina 0,5 um até que a superficie adquirisse um aspecto espelhado. Apés, os
eletrodos foram enxaguados e sonicados em agua deionizada e etanol durante 5
minutos para a remocéao de particulas residuais de alumina na superficie.

O pré-tratamento quimico consistiu na imersdo do eletrodo de ouro em
solugao piranha (1:3 mistura de H,O, 30% - H,;SO4), durante 10 minutos. Esta
mistura € extremamente exotérmica e atinge temperaturas proximas a 80C nas
condic¢des utilizadas. Posteriormente os eletrodos foram enxaguados e sonicados
em agua deionizada e etanol durante 1 minuto.

O pré-tratamento eletroquimico foi realizado aplicando-se 100 varreduras
sucessivas entre os potenciais redox do ouro (no intervalo de 0,2 V a 1,6 V vs SCE)
em solucdo aquosa de 0,5 mol L™ de H,SO4 em 50 mV s™. Na etapa final, realizou-
se a imersao do eletrodo de ouro em etanol, durante 30 minutos, para garantir a
reducdo de algum possivel contaminante e assim melhorar a superficie para a

posterior quimissorgao.
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3.3 Formacéao da SAM na superficie eletrodica

A quimissorcdo da SAM é realizada a partir de solucdes alcoodlicas sobre
superficies oxidadas de ouro. Baseando-se nos fatores que influenciam nas
propriedades dos eletrodos de Au modificados, foram realizados os estudos do
tempo de imerséo da solucéo tiol.

A adsorcéao do tiol sobre a superficie eletrddica foi realizada mergulhando-se
o eletrodo de ouro limpo na solugéo recém preparado do respectivo tiol, conforme
Figura 21, com concentracdo 10 mmol L™ em etanol por durante diferentes tempos
de imersdo 10 min, 30 min, 1 h, 3 h e 24 h. Apés este periodo, o eletrodo foi

enxaguado com etanol e 4gua antes de ser usado nos experimentos.

1
F -]
| +
et O]

Figura 21 - Representacdo esquematica da imersado do substrato para formagdo da monocamada.

As seguintes moléculas foram utilizadas para a modificacdo da superficie:
acido 3-mercaptopropionico (MPA), acido 11-mercaptoundecandico (MUA), acido

tiolactico (TLA) e cistamina (CYS), cujas estruturas estdo mostradas na Figura 22.
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O
S NH
HS/\)kOH 2
« 2HCI
Acido 3 - mercaptopropiénico Cistamina
0
HsC 0
’ T)LO H HS/\/\/\/\A)LOH
SH
Acido tioldctico Acido 11 - mercaptoundecandéico

Figura 22 — Moléculas utilizadas no estudo da formacéo das SAMs.

Foi utilizado o programa GAUSSIAN 03 e o MOLEKEL 5.3 para desenhar as
estruturas e os mapas de potencial eletrostaticoss das cadeias de tiois, utilizadas na

preparacao das monocamadas.

3.4 Estudos Eletroquimicos

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em temperatura ambiente,
utilizando uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos: eletrodo de
Platina como contra eletrodo (4rea geométrica = 0,5652 cm?), eletrodo de
calomelano saturado (SCE) como referéncia e o eletrodo de ouro policristalino como
eletrodo de trabalho. A area geométrica do eletrodo de ouro policristalino foi de

0,0401 cm?.

3.4.1 Estudos pela Voltametria ciclica
As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato Palm Sens
conectado a um microcomputador para a aquisicdo dos dados. As respostas

eletroquimicas de potenciais e correntes de pico foram obtidas pela técnica de VC,
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na presenca de 10 mL de ferricianeto de potassio (0,05 mol L) em meio ao eletrélito
suporte (PBS - tampéo fosfato salino 0,1 mol L™, pH = 7,0 e BR - tamp&o Britton-
Ronbinson), contidos na célula eletroquimica.

Para a caracterizacdo dos eletrodos pela VC a faixa de potencial estudada foi
de -0,2 a 0,6 V e velocidade de varredura de 100 mV s™. Para os estudos de
otimizacéo da velocidade, esta foi variada na faixa de 10 a 250 mV s™.

Nos estudos para a determinacdo da area ativa e fator de rugosidade, a faixa
estudada foi de -0,2 a 1,6V, velocidade de varredura 50 mV s em solucao de acido
sulfarico 0,5 mol L™. Para a determinacdo do excesso superficial das diferentes
SAMs a faixa de potencial utilizada foi de -1,4 a 0,2 V, em solucdo NaOH e
velocidade de varredura de 50 mV s™.

Nos estudos qualitativos do comportamento dos eletrodos na presenca do
analito (dopamina 0,01mol L™) foram conduzidos pelas solucées tampdes. A faixa de
potencial estudada foi de -0,2 a 0,6 V e a velocidade de varredura de 100 mV s™. As
solugdes estoques dos analitos foram todas recém preparadas na concentracdo de

1x102 mol L™ para a realizagéio dos estudos eletroquimicos.

3.4.2 Estudos pela Voltametria de onda quadrada

As medidas de VOQ também foram realizadas em um potenciostato Palm
Sens conectado a um microcomputador para a aquisicdo dos dados. Nos estudos
quantitativos utilizou-se apenas o eletrodo Au-TLA para a determinagéo do analito.
Para a realizacdo dessas medidas adicionaram-se 10 mL de eletrélito suporte (PBS),
sob agitacdo, a qual era desligada e apoés registrado o voltamograma. Apéds a

otimizacdo do sistema, as curvas analiticas foram obtidas pela adicdo de aliquotas
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da solucéo padréo na célula eletroquimica, numa faixa de potencial de -0.1 a 0,6 V

vs. SCE na presenca da Dopamina.

3.4.3 Estudos pela Espectroscopia de impedancia ele  troquimica

As medidas de EIE foram realizadas no potenciostato/galvanostato AUTOLAB
PGSTAT, conectado ao um microcomputador e controlado pelo software FRA, o qual
foi utilizado para aquisicéo e analise dos dados de impedancia. Utilizou-se no modo
potenciostéatico, sendo o potencial fixado a 200 mV, a amplitude de voltagem
senoidal de 10 mV, e a faixa de freqiiéncia de 10 KHz a 100 mHz.

Utilizou-se como eletrélito suporte 10 mL de solugéo PBS 0,1 mol L™, ajustado

em pH = 7,0 na presenca do complexo [Fe(CN)s] ¥ (0,008 mol L™).
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de obtencdo das monocamadas ordenadas de compostos a
base de enxofre sobre a superficie do eletrodo de ouro, € de grande interesse, por
razOes fundamentais e praticas [132]. A técnica é simples e ndo requer
equipamentos onerosos, como discutidos anteriormente. A quimissorcao ocorre
espontaneamente quando se adiciona o substrato a solu¢cdo contendo o grupo tiol. A
reacdo quimica que representa a quimissorcdo de um tiol em uma superficie
metalica de ouro é considerada como uma reacao de adicdo oxidativa do grupo tiol
seguido de uma posterior eliminacdo redutiva do hidrogénio, como mostra a

equacéo 2.

R—S—H(Sol)'l'AU(s)D]]—»R—S—AU(S)+}§H2 (eg. 2)

Estas monocamadas mostram, em geral, um bom grau de organizacao,
compactacdo e estabilidade como resultado do grupo cabeca da molécula tiol, o
enxofre, o qual é ligado ao ouro via uma ligacao covalente Au-S extremamente forte
e estavel. Os grupos funcionais na outra extremidade da molécula controlam as
propriedades da superficie do eletrodo [25].

As monocamadas auto-organizadas (SAMs) neste trabalho foram
preparadas por diferentes estruturas de tiéis, variando o tamanho e arranjo da
cadeia carbonica e do grupo terminal. Variagbes dos grupos terminais das
monocamadas determinam o comportamento quimico da superficie modificada, que
€ essencial na determinacdo de novas interfaces com propriedades interessantes.

Foram selecionadas para este trabalho, moléculas derivadas de enxofre,
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freqientemente citadas na literatura [55, 77, 130], tanto com grupos terminais

carboxilicos (MPA, MUA e TLA) como com o grupo amina (CYS).

4.1 Caracterizacao do eletrodo ouro policristalino sem modificacao

A estabilidade e reprodutibilidade das SAMs sdo dependentes das condi¢des
de superficie. Consequientemente, a limpeza da superficie do substrato € um dos
parametros mais importantes na formacdo de monocamadas com alta
reprodutibilidade e com o minimo de defeitos. Portanto, esta deve ser vigorosa para
nao afetar a cinética de formacgao das SAMs.

Seguiu-se inicialmente um protocolo de pré-tratamento proposto por
Carvalhal et al [57], a qual avaliou trés diferentes técnicas de limpeza para o0 ouro
policristalino: mecanica, quimica e eletroquimica. O tratamento mecanico com
alumina remove o0s materiais organicos contaminantes adsorvidos e forma uma
camada de 6xidos de ouro sobre a superficie do metal. O tratamento quimico tem
como objetivo remover a fina camada de 6xidos de ouro ou remover materiais
inorganicos adsorvidos. A etapa de tratamento eletroquimico consiste em diminuir a
rugosidade e/ou ativar a superficie eletrddica. Para intensificar a limpeza da
superficie deixou-se o eletrodo imerso em etanol, o qual tem a finalidade de reduzir
guimicamente possiveis contaminantes que tenham permanecido na superficie do
ouro nas etapas anteriores.

Voltamogramas ciclicos foram obtidos a 50 mV s em solugéo H,SO,
0,5 mol L™ para o eletrodo de ouro limpo como mostra a Figura 23. A varredura
anodica ndo apresenta corrente faradaica até atingir aproximadamente o potencial
1,0 V, mostrando apenas a regido de dupla camada elétrica. A partir deste potencial

encontra-se a regido de formacgéo dos 6xidos de ouro pela incorporagdo do oxigénio
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originado da camada de hidratacéo na faixa de potencial aproximadamente de 1,0 V,
na qual se observa a formacdo de mais de um pico de oxidacao, referente aos
diferentes oxidos de ouro (AuO, Au,0O3). Na varredura catodica, o 0xido de ouro &
reduzido na faixa de potencial de 0,9 V a 0,7 V (em aproximadamente 0,85 V) e,
posteriormente, segue a regido de dupla camada elétrica até o final da varredura

[56].
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Figura 23 - Voltamogramas ciclicos dos diferentes procedimentos de pré-tratamento sobre
superficies de ouro: M — mecénico, Q — quimico, El — eletroquimico e Et — etanol. Eletrélito suporte:
H,S0, 0,5 mol L', velocidade de varredura: 50 mV s™. Gréfico inserido: area de formacao do 6xido de
ouro, utilizada para o céalculo da carga do processo de adsor¢éo.

A eficiéncia de cada pré-tratamento (mecéanico, quimico, eletroquimico e
etanol) foi acompanhada pela oxidacéo e redugédo do ouro em solug¢do &cida, como
mostra a Figura 23. A area eletroquimicamente ativa do eletrodo de ouro pode ser
calculada através da medida baseada na adsor¢do de oxigénio da solucdo, as quais

foram medidas quantitativamente pela area pico de formacgdo do oOxido, conforme
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Figura 23, gréafico inserido. Este método € aplicavel a platina e ouro [9], devido a
regides bem estabelecidas de formacao e reducéo de oxidos.

A carga (Q) do processo de adsorcdo foi obtida da razdo entre a area
referente ao processo de formacao do oxido e a velocidade de varredura. Segundo a

equacéo 3.

_ Area do pico (AV)
Q= g (V S_l) (eq. 3)

Onde, Q a carga (A.s' ou C), area do pico (A.V) e v é a velocidade de
varredura (V s™). Os valores de carga obtidos est&o relacionados com a quantidade
de oxigénio adsorvido. Segundo a literatura [73,133] uma carga de 390 uC
corresponde a uma area de 1,0 cm? do eletrodo policristalino de ouro, para uma
reacdo monoeletronica. Utilizando esta relagdo, encontrou-se o valor para a area
eletroquimicamente ativa (Aaiva) do eletrodo.

Baseando-se neste resultado, o fator de rugosidade fx (equacdo 4)
determinado como a razdo entre as areas eletroquimicamente ativa e geométrica foi
calculado, caracterizando rugosidade microscopica. Este valor esta de acordo com

os trabalhos encontrados na literatura os quais variam entre 1,0 a 4,0 [119].

f

= area eletroquimcamenteativa
areageométrica

(eq. 4)

Os materiais policristalinos apresentam superficie onde a periodicidade da
distribuicdo de atomos pode incluir diferentes defeitos, dependendo do procedimento
empregado na preparacdo da superficie [61]. Deste modo, os resultados

observados, segundo a Tabela 4, se devem a formacdo, durante o polimento
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mecanico, de degraus, buracos e interrupcdes bruscas de planos cristalinos
regulares, que sSao responsaveis por uma area microscopica maior que a area

geométrica exibida pelo eletrodo.

Tabela 4 - Carga, area ativa e fator de rugosidade obtido pela area de adsorcao do oxigénio pelos
diferentes tratamentos de limpeza de superficie.

Pré- Area de pico Carga (C) Area ativa Fator de
tratamento (AV) (cm?) rugosidade fy
M 7.41.107 1,48.10° 0,152 3,78

M+Q 4,64.107 9,28.10° 0,094 2,33
M+Q+E| 4,16.10°" 8,32.10° 0,084 2,08
M+Q+EI+Et 3,95.10” 7,9.10° 0,081 2,01

A determinagdo da area superficial eletroquimicamente ativa bem como o
fator de rugosidade é fundamental para a caracterizacdo, e estdo relacionadas a
limpeza da superficie do eletrodo na resposta do sensor. Observou através dos
dados da Tabela 4, que o eletrodo que recebeu somente o polimento mecanico,
apresentou maior area ativa, no entanto com a menor reprodutibilidade na formacéo
da monocamada, devido impurezas em sua superficie. Aplicando-se os demais
procedimentos, verifica-se que a area ativa diminui gradativamente, tornando a
superficie metélica ativa e livre de impurezas. O decréscimo na rugosidade
microscopica por meio da aplicacdo do procedimento eletroquimico € creditado a
formacao e remocao dos oxidos de ouro da superficie durante o pré-tratamento [57].
Sendo assim, pode-se afirmar que o tratamento de limpeza neste estudo foi efetivo,
pois se obteve uma maior area eletroquimicamente ativa (0,081 cm?) comparada a

area geométrica (0,040 cm?), assim como uma diminuicdo do fator de rugosidade,
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caracterizando rugosidade microscopica [134]. A rugosidade do polimento no
eletrodo decresceu de um fator 1,77 quando o pré-tratamento M+Q+EI+Et foi
utilizado, o que esta de acordo com os dados de Carvalhal et al [57] onde o fator de
decréscimo foi de 1,4. Fica evidente atraves dos dados obtidos pelos voltamogramas
gue o pré-tratamento apresentou boa reprodutibilidade, conforme mostra a Figura 24
na limpeza superficial confirmando a eficiéncia do processo. O desvio padrdao da
resposta da area ativa foi de 2,45% (S/N = 10) sendo de extrema importancia para a
formacdo de estruturas mais orientadas e organizadas com o minimo de defeitos

possiveis na obtencéo do filme SAM.
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Figura 24 — Reprodutilidade da limpeza superficial.

Nos estudos de caracterizacdo do eletrodo é necessario definir a solucéo
eletrolitica, na qual o eletrodo de trabalho apresente o melhor comportamento. O
eletrdlito suporte [135] tem ampla aplicacdo em processos de eletrodo e, a principio,
deve apresentar como propriedades, alta solubilidade, alto grau de ionizacao,

estabilidade quimica e eletroquimica. Com relacdo as suas aplicacdes, verifica-se
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que sdo bastante amplas: mantém os coeficientes de atividade praticamente
constantes, o numero de transporte da espécie eletroativa praticamente igual a zero,
diminui a espessura da dupla camada elétrica, mantém a viscosidade e o coeficiente
de difusdo, além de incrementar a condutividade em meios de solventes polares,
tanto organicos quanto inorganicos [135].

Portanto, cuidados foram adotados na escolha do eletrdlito suporte, na
presenca da molécula sonda [Fe(CN)g]*™. Os eletrélitos foram o tampdo Fosfato
Salino (PBS) 0,1 mol L™ e o tampé&o Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™ na presenca
do [Fe(CN)g>™* 0,05 mol L™, pois estes apresentaram um bom perfil voltamétrico,
boa reprodutibilidade e estabilidade. Desta forma, uma vez determinado o eletrdlito
suporte, verificou-se 0 comportamento voltamétrico da espécie eletroativa
[Fe(CN)g>™* em diferentes valores de pH na solucéo tampao BR, conforme mostra a

Figura 25. Este tampao foi utilizado, pois apresenta ampla faixa de pH (2,0 a 12,0).

l/(nA)

——pH9

04 02 00 02 04 06
E/V (vs. SCE)

Figura 253- Voltamograma ciclico do eletrodo de ouro base em solugdo tampdo BR 0,04 mol L™ com
[Fe(CN)e] 0,05 mol L™ em diferentes valores de pH.
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De acordo com os valores de corrente de pico verificou-se que a corrente
faradaica varia com o pH do meio, assim como o potencial, conforme os dados da

Tabela 5.

Tabela 5 - Valores de Ipa e Epa em diferentes valores de pH.

pH Ipa (LA) Epa (V)
1,0 104,8 0,126
3,0 159,0 0,122
5,0 164,0 0,118
7,0 170,7 0,126
9,0 153,1 0,175

Verificou-se que com o aumento do pH da solucdo, houve um acréscimo na
corrente de pico anddica (do pH 1,0 ao 7,0). No entanto, em solucéo alcalina (pH
9,0) ocorreu uma diminui¢cdo no valor de Ipa, provavelmente devido a diminuicdo da
concentracdo de protons em solucéo dificultando a velocidade de transferéncia de
elétrons. O potencial de pico (Epa) permaneceu praticamente constante na faixa de
pH entre 1,0 a 7,0 deslocando para potenciais mais positivos apenas quando o meio
tornou-se alcalino. Desta forma, optou-se trabalhar com a espécie redox
[Fe(CN)g>™* em pH 7,0 para assegurar que as interacdes eletrostaticas n&o venham
interferir no entendimento da transferéncia eletrbnica das moléculas quando
aplicadas as monocamadas.

Em pH 7,0 obteve-se a maior corrente de pico anddica, onde a relacéo
Ipa/lpc = 1,00 (Ipa= 170,74 YA e Ipc= 169,62 YA). A variacdo entre os potenciais de

pico AEp = |Epa — Epc | = 0,126 V - 0,01 V| = 0,116 V demonstram que a



67

7

oxidacdo eletroquimica do ferricianeto é caracterizada como um sistema quase-
reversivel.

Através da técnica de voltametria ciclica estudou-se as espécies eletroativas

i 3- 1] 4-
do sistema reversivel Fe (CN), /Fe (CN), em diferentes velocidades de varredura

no pH 7,0 (escolhido anteriormente), como mostra a Figura 26. A partir destes dados

pode-se verificar se o processo € difusional ou nao difusional.
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Figura 263 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo de ouro base em solugdo PBS 0,1 mol L™ com

[Fe(CN)e] 0,05 mol L™ em diferentes velocidades de varredura, em pH = 7,0. Graficos inseridos:
Relacéo entre Ipa vs v2e relacdo Ipa vs v.

A corrente de pico varia linearmente com a raiz quadrada da velocidade de
varredura no intervalo de 10 a 250 mV s™ (Coeficiente de correlagdo | vs v'/2, r =
0,9845 e | vs v, r = 0,8872), como pode ser observado na Figura 26. Esse
comportamento € um indicativo que o transporte de massa é controlado pela difusdo
de espécies na superficie eletrédica. Para o ouro sem modificacdo a cinética de

transferéncia de életrons € rapida, portanto para este tipo de eletrodo pode-se
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utilizar velocidade de varredura altas. Adotou-se a velocidade de 100 mV s™ para os
estudos eletroquimicos, pois obteve-se uma resposta rapida da transferéncia
eletrbnica e a relacdo entre a corrente de pico anddica e catddica aproximou-se da

unidade.

4.2 - Diferentes moléculas utilizadas para a modifi  cacéo do eletrodo de ouro.

Estudos experimentais, suportados pela teoria, demonstram que a
velocidade de transferéncia de elétrons pode ser sensivelmente afetada em funcéo
da modificacdo da superficie dos eletrodos [4]. Essa transferéncia esta relacionada
com base no grau de interacdo entre o modificador e a superficie do eletrodo [53].

As SAMs afetam muitas das propriedades de revestimento das superficies.
Na maioria, os desempenhos das suas aplicacdes estdo fortemente ligados a
estrutura da SAM, ou seja, o ambiente de cada molécula, a liberdade de entropia de
seu grupo terminal, a presenca de pinholes ou linha de defeitos, etc [136].

SAMs contendo grupos terminais funcionais (tais como —COOH e grupos -
NH,), que podem ser facilmente formadas pela solucdo eletrolitica, sdo importantes
e tém sido intensamente estudadas [55, 137].

Portanto, neste estudo optou-se por trabalhar com o acido
mercaptopropiénico (HSCH,CH,COOH) [56, 86], acido tiolactico (CH3CH(SH)COOH)
120, 138], acido mercaptoundecandico (HS(CH;);0COOH) [139, 140] e a cistamina
(NH,CH,CH3(S).CH,CH,>NH>) [54,94], ja conhecidos na literatura com o propdsito de
aplicar as monocamadas automontadas formadas no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos.

Uma maneira de visualizar a distribuicdo de carga em uma molécula é a

partir de um mapa de potencial eletrostatico (MPE) [141]. A importancia em se
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estudar o MPE, € que através da visualizacao do perfil do mesmo € possivel prever
como ocorrera a interacdo entre a SAM e um possivel analito de interesse As
regides de uma superficie de densidade eletronica que sdo mais negativas do que
as outras em um MPE sao coloridas de vermelho. Essas regides atrairiam uma
espécie carregada positivamente (ou repeliriam uma carga negativa). As regides no
MPE que sdo menos negativas (ou sao positivas) sdo azuis. As regides azuis sao
mais provaveis de atrair elétrons de outra molécula. As regides no MPE que sao
neutras apresentam coloracdes esverdeadas. O espectro de cores do vermelho para
o azul indica a tendéncia na carga do mais negativo para 0 menos negativo (ou
positivo).

As estruturas das cadeias de tiois, utilizadas na preparacdo das
monocamadas e 0s seus mapas de potencial eletrostaticos, os quais foram obtidos
para prever como ocorrera a interacao entre as SAMs formadas pelos diferentes tidis
e os analitos, foram obtidas pelos programas GAUSSIAN 03 [142] e MOLEKEL 5.3

[143] sendo apresentadas na Figura 27.
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Figura 27 - Representacdo estrutural e mapas eletrostaticos, regides de carga relativamente mais
negativas em vermelho e carga mais positiva em azul: (A) acido mercaptopropidnico - MPA, (B) acido
tiolactico - TLA, (C) acido mercaptoundecandico — MUA, (D) cistamina — CYS. Esquema de cores dos
atomos () enxofre, (®) carbono, (' ) hidrogénio, (®) oxigénio e (®) nitrogénio.

Tanto no MPA, TLA e no MUA, o atomo de oxigénio possui densidade de
carga negativa, o que pode ser confirmado pelo mapa de potencial eletrostatico
(coloracao vermelha). Isso ocorre porque ele é um atomo mais eletronegativo do que
o carbono, atraindo a densidade eletrénica. Além disso, possui dois pares de
elétrons ndo compartilhados, o qual esta relativamente exposto o que lhe confere
carater de base de Lewis (doadora de elétrons) e de base de Bronsted-Lowry (pode
receber prétons). Por isso, esta sujeita aos ataques eletrofilicos. Os carbonos
possuem densidade de carga negativa, pois sdo mais eletronegativos do que os

hidrogénios a que estéo ligados. Entretanto, como a diferenca de eletronegatividade

entre o carbono e o oxigénio é maior do que entre o carbono e o hidrogénio, a
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densidade eletrbnica no carbono é menor (ndo atrai tanto a nuvem eletrénica dos
hidrogénios). Os atomos de hidrogénio possuem densidade positiva, 0 que pode ser
confirmado pelo mapa de potencial eletrostatico (coloracdo azulada). Isso porque
estéo ligados aos atomos de carbono (mais eletronegativos). Dessa forma, possuem
um carater acido, entretanto neste caso, somente podem ser retirados por bases
muito fortes.

Na CYS, o atomo de nitrogénio possui densidade de carga negativa, 0 que
pode ser confirmado pelo mapa de potencial eletrostatico (coloracéo vermelha). Isso
ocorre porque ele é um atomo mais eletronegativo do que o carbono, atraindo a
densidade eletrbnica, além de possuir dois pares de elétrons ndo compartilhados.
Estes elétrons estdo relativamente expostos, o que lhe confere carater de base.
Portanto estad sujeito como os &acidos carboxilicos aos ataques eletrofilicos. Os
carbonos possuem densidade de carga negativa, pois sdo mais eletronegativos do
gue os hidrogénios a que estdo ligados, apresentando 0 mesmo comportamento
descrito anteriormente para os acidos carboxilicos.

O enxofre nestas moléculas esta localizado numa regido neutra das
moléculas, apresentando coloracdo esverdeada nos diferentes tidis. Essa parte
neutra da molécula tiol que é responsavel pela interacdo ao substrato ouro,

formando a ligagédo covalente, forte e estavel (Au-S).

4.3 Caracterizacao dos eletrodos de ouro modificado s pelas diferentes SAMs
pela voltametria ciclica (VC)

As SAMs, como j& se discutiram anteriormente, apresentam uma
metodologia bastante simples de preparacdo. Porém alguns parametros devem ser

previamente estudados com a finalidade de se obter estas de forma reprodutivel.
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O solvente utilizado na formacdo da SAM foi o etanol, devido ao fato de
dissolver com eficiéncia os tidis utilizados neste trabalho, diminui os pinholes da
superficie, além de ser barato e ndo-téxico.

O tempo de imersdo das monocamadas constitui outro fator preponderante
na formacéo e organizacdo das monocamadas [68, 69]. Desta forma, o estudo em
diferentes tempos de imersao (10 min, 30 min, 1, 3 e 24 horas) foi realizado. Apoés a
formacdo das SAM foram realizados estudos de VC, para a caracterizacdo das
monocamadas, com a finalidade de verificar a eficiéncia do processo de adsorcao do
tiol sobre a superficie eletrédica. Tal estudo € importante uma vez que a cinética de
transferéncia de elétrons do par redox em solucéo no eletrodo modificado por SAM
depende da compactacéo e espessura da monocamada [60].

Através das técnicas eletroquimicas, € possivel adquirir informacdes sobre a
transferéncia eletronica de espécies redox [68], o grau de recobrimento [56], 0
excesso superficial [55], as irregularidades superficiais apdés sua formacdo, a
formacao de defeitos e pinholes na monocamada [50], caracterizando os diferentes

eletrodos.

4.3.1 Eletrodo de ouro com SAM de &cido 3-mercaptop  ropidnico (Au-MPA)

O éacido 3-mercaptopropionico, HSCH,CH,COOH é um tiol, que possui
apenas um atomo de enxofre e na sua outra extremidade um grupo carboxilico. E
considerada uma molécula de cadeia curta, pois possui apenas trés atomos de
carbono em sua estrutura. Quando imobilizada em substrato de ouro, rompe a

ligacdo S-H, e adsorve sobre a superficie aurea, conforme Figura 28.



73

@
% @
| o0 ©°
MPA ;' .
Au > Au 3 ‘03
» 3 [ -@3
s .
N

Figura 28 - Representacdo esquematica da formacdo da monocamada de acido mercaptopropidnico,
() enxofre, (®) carbono, () hidrogénio e (®) oxigénio.

MPA forma uma monocamada bidimensional que adota uma estrutura bem
organizada e orientada. A monocamada proporciona uma menor permeabilidade do
reagente através das cadeias na superficie do eletrodo, por causa do seu grupo
funcional COOH, prevenindo a passiva¢éo do ouro [144].

Iniciaram-se os estudos do MPA nos diferentes tempos de imerséo, propostos

anteriormente, a Figura 29 mostra os voltamogramas obtidos.
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-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E/V (vs. SCE)

= Au-MPA 10min
Au-MPA 30min
— Au-MPA 1h
Au-MPA 3h
Au-MPA 24h

Figura 29 - Voltamogramas ciclicos do MPA em diferentes tempos de imobilizacdo em solugédo PBS
3-

0,1 mol L™ com [Fe(CN),] 0,05 mol L™ em pH 7,0. Velocidade de varredura: 100 mV s™.
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De acordo com os voltamogramas ciclicos dos diferentes tempos de imersao

do MPA, determinaram-se o0s parametros eletroanaliticos, segundo a Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros eletroanaliticos da MPA na presenca da molécula sonda.

Eletrodo Ipa (¢A) | Epa (V) | Ipal/lpc | AEp (mV) | Epi2(mV)
Au 149,29 0,24 1,15 160 80
Au-MPA 10min 148,00 0,17 1,13 130 65
Au-MPA 30min 141,47 0,18 1,12 140 70
Au-MPA 1hora 131,08 0,23 1,13 160 80
Au-MPA 3horas 115,15 0,22 1,16 150 75
Au-MPA 24horas 161,26 0,19 1,06 110 55

A partir dos voltamogramas obtidos para a molécula sonda, é possivel
considerar que o processo de quimissor¢ao ocorre rapidamente, j& nos primeiros 10
min. Neste tempo de imersdo pode-se sugerir a existéncias de pinholes no arranjo
inicial da monocamada e pouca organizacao e empacotamento das cadeias, pois a
corrente de pico ndo diminui consideravelmente. A medida que o tempo de imers&o
do eletrodo na solugdo de MPA € aumentado, uma diminuigdo nas correntes de pico
€ observada, exceto na imersdo de 24 horas, indicando uma cinética de
transferéncia de elétrons mais lenta em relacdo ao eletrodo de Au. O aumento nas
correntes de pico, apos o periodo de imersédo de 24 horas, pode ser atribuido a um
processo de dessor¢cdo da monocamada, uma vez que a resposta voltamétrica
apresenta um perfil similar ao eletrodo de Au limpo. Outra possivel explicacdo é que

com o aumento do tempo, a monocamada formada inibe a adsor¢do de impurezas
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ou interferentes na superficie eletrédica tornando-se mais disponivel para a
ocorréncia do processo eletroquimico [151]. Quanto ao processo que ocorre na
superficie do eletrodo, a relacdo Ipa/lpc para as imobilizacbes foi superior a 1 e
valores de AEp acima de 100 mV, o que caracteriza o sistema quase-reversivel.

Baseado nos estudos de imersdo ha um consenso geral de que a formacao
de SAM de tibis ocorre em duas etapas, segundo um processo adsortivo do tipo de
Langmuir: inicialmente um quimissorcdo cadtica, seguida de etapa organizacional
dependente do tempo e do tamanho da cadeia [68]. Coberturas densas do
adsorbato sdo obtidas mais rapidamente a partir de solucbes milimolar em
milisegundos a minutos, mas um processo de reorganizacdo lento requer tempos da
ordem de horas para maximizar a densidade das moléculas e minimizar os defeitos
do SAM. A maioria dos trabalhos tipicos encontrados na literatura para a formacéo
de monocamadas néo utiliza tempos superiores de 12 a 18 horas, fornece SAM com
propriedades convenientes para varias aplicagbes, mesmo em cadeias de tidis
longas que requerem maior tempo [25], para tidis de cadeia curta, o tempo de
imersdo de 2 a 3 horas é o mais utilizado [151].

Tempos maiores de imersdo podem melhorar a reprodutibilidade e a
estabilidade da monocamada. Como o MPA é considerado um &cido de cadeia
curta, este nao requer longo tempo para etapa organizacional, portanto optou-se por
deixar o eletrodo em solugdo, durante 3 horas para garantir a formacédo e
organizacdo total da monocamada. A Figura 30 mostra o comportamento do Au-

MPA em diferentes velocidades de varredura na presenca da molécula sonda.
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Figura 30 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo Au-MPA no tempo de imersdo 3 horas em solugéo
3-

PBS 0,1 mol L™* com [Fe(CN)6] 0,05 mol L™ em diferentes velocidades de varredura, em pH = 7,0;
Gréficos inseridos: Relacao entre Ipa vs vi2e relacdo entre Ipa vs v.

Esses estudos resultaram em uma relacédo linear (r= 0,9959) entre os valores
de corrente de pico anddico e a raiz quadrada da velocidade de varredura,
caracterizando um processo difusional de transferéncia de elétrons na interface
eletrodo-solugéo, o que possibilita a aplicacdo do eletrodo estudado como sensor
eletroquimico. Pelos dados obtidos, optou-se trabalhar em velocidades mais baixas
de varredura, 100 mV s™ pois no eletrodo modificado a cinética de transferéncia de

elétrons é mais lenta.

4.3.2 Eletrodo de ouro com SAM de acido tiolactico (Au-TLA)
A segunda molécula de tiol estudada foi o &cido tiolactico. O TLA
(CH3CH(SH)COOH) possui a mesma quantidade de atomos de carbonos, enxofre e

hidrogénios que o MPA (HSCH,CH,COOH), o que difere entre estas moléculas esta
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na posicado que o enxofre se encontra. No TLA, o enxofre esta ligado ao segundo
carbono, ja no MPA o enxofre encontra-se no carbono terminal.

O TLA possui apenas um atomo de enxofre e na sua outra extremidade um
grupo carboxilico e uma metila. Também é considerada uma molécula de cadeia
curta, pois possui apenas trés atomos de carbono. Quando imobilizada em substrato

de ouro, rompe a ligacdo S-H, e adsorve sobre a superficie aurea, segundo a Figura

31.
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Figura 31 - Representacdo esquematica da formacdo da monocamada de &acido tiolactico; ( )
enxofre, (@) carbono, () hidrogénio e (®) oxigénio.

TLA forma uma monocamada bidimensional que adota uma estrutura bem
organizada e orientada [138]. Esses grupos funcionais terminais tornam a SAM mais
volumosa quando comparada ao MPA. Esta monocamada pode proporcionar uma
maior repulsdo do analito através das cadeias na superficie do eletrodo devido aos
seus grupos funcionais terminais (COOH e CHs) [55, 138].

Utilizando o mesmo procedimento de imobilizacdo, estudou-se o
comportamento do TLA na formagdo da monocamada automontada. Os tempos de

imersao foram avaliados na presenc¢a da molécula sonda, segundo a Figura 32.
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Figura 32 - Voltamogramsas ciclicos do TLA em diferentes tempos de imobilizagdo em solugdo PBS
0,1 mol L com [Fe(CN),] 0,05 mol L pH=7,0. Velocidade de varredura: 100 mV's™.

As SAMs formadas pelo TLA apresentaram comportamento similar a de MPA
nos diferentes tempos de imersdo, a corrente de pico diminuiu com o tempo de
imersdo indicando que a barreira para a transferéncia de elétrons é mais alta
comparada ao eletrodo sem modificacdo e também modificado com o MPA. A

Tabela 7 apresenta os parametros medidos nos voltamogramas ciclicos para TLA.
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Tabela 7 - Parametros eletroanaliticos do TLA na presenca da molécula sonda.

Eletrodo Ipa (uA) | Epa (V) | Ipal/lpc | AEp (mV) | Epiz(mV)
Au 149,29 0,24 1,15 160 80
Au-TLA 10min 141,08 0,24 1,06 170 85
Au-TLA 30min 127,02 0,22 1,15 190 95
Au-TLA 1hora 126,29 0,22 1,10 180 90
Au-TLA 3horas 105,83 0,23 1,07 180 90
Au-TLA 24horas 123,84 0,22 1,17 200 100

A partir dos voltamogramas do Au-TLA obtidos para a molécula sonda, pode-
se considerar que o processo de quimissorcao inicia-se como no Au-MPA ja nos
primeiros 10 min, onde se observa que a corrente de pico diminui comparadamente
ao eletrodo de ouro sem modificagédo. A medida que o tempo de imers&o na solucéo
de TLA é superior a 10 min a imobilizacdo é aumentada, pois ocorre a etapa
organizacional, conferindo maior estabilizacdo da monocamada. Uma diminuic&o
nas correntes de pico e um deslocamento do potencial para regides mais negativas
podem ser verificados pelos voltamogramas. Neste caso a relacdo Ipa/lpc também
foi superior a 1 e com AE em torno de 180 mV, para todos os tempos de
imobilizacéo indicando que o sistema € considerado quase-reversivel.

Similarmente a Au-MPA, verificou-se um aumento na corrente de pico no
tempo de imobilizagdo de 24 horas. Como o TLA também é considerado um &cido
de cadeia curta, ndo requer longo tempo para etapa organizacional. Portanto optou-
se deixar o eletrodo em solucao por 3 horas para que a etapa organizacional da

monocamada fosse efetiva e homogénea. A Figura 33 mostra o comportamento do
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Au-TLA (3 horas) em diferentes velocidades de varredura na presenca da molécula

sonda.
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Figura 33 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo Au-TLA no tempo de imersdo 3 horas em solugéo
3-

PBS 0,1 mol L™* com [Fe(CN)6] 0,05 mol L™ em diferentes velocidades de varredura, em pH = 7,0;
Gréfico inserido: Relacdo entre Ipa e vi?2e relacdo entre Ipa e v.

Esses estudos do TLA também resultaram em uma relacao linear (r = 0,9877 )
entre os valores de corrente de pico anddico e a raiz quadrada da velocidade de
varredura, o que caracteriza um processo difusional de transferéncia de elétrons na
interface eletrodo-solugdo. Também neste caso, escolheu-se trabalhar na velocidade
de varredura em 100 mV s™, pois no eletrodo modificado a cinética de transferéncia

de elétrons é mais lenta.

4.3.3 Eletrodo de ouro com SAM de &cido 11-mercapto  undecandico (Au-MUA)
O MUA possui a cadeia mais longa dos tidis analisados, com uma cadeia

carbdnica contendo 11 atomos de carbono, um atomo de enxofre e na sua outra
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extremidade um grupo carboxilico. Esta molécula quando imobilizada em substrato

de ouro, rompe a ligagdo S-H, e adsorve sobre a superficie aurea, segundo a Figura

34.
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Figura 34 - Representacdo esquematica da formagdo da monocamada de acido 11-

mercaptoundecandico; () enxofre, (®) carbono, () hidrogénio e (®) oxigénio.

Estudou-se o comportamento do MUA na formacdo da monocamada
automontada. Os tempos de imersdo foram avaliados na presenca da molécula

sonda, segundo a Figura 35.
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Figura 35 - Voltamogramas3 ciclicos do MUA em diferentes tempos de imobilizagdo em solugdo PBS

0,1 mol L™ com [Fe(CN)] 0,05 mol L* em pH 7. Velocidade de varredura: 100 mVs™. Grafico
inserido: comparacao do perfil do eletrodo sem modificagdo e com MUA.
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Para esta monocamada ndo foi possivel determinar os parametros
eletroanaliticos pela molécula sonda (ndo apresentou picos de oxidacéao e reducéo
em todos os tempos de imersdo estudados). Pode ser observado pelos
voltamogramas obtidos que ocorreu uma passivacdo da superficie do Au com a
formacdo da monocamada, provavelmente devido ao alto recobrimento superficial, o
que dificulta a transferéncia de elétrons entre as espécies e a superficie metalica.
Isto mostra que a imobilizacdo pode ser eficiente. Este fato era esperado, uma vez
que tidis de cadeia longa produzem SAM com poucos defeitos e,
consequentemente, alto grau de empacotamento da monocamada [78, 140]. Como
cadeias longas requerem maior tempo para sua organizacao e orientacado sobre a
superficie metalica, optou-se deixar o eletrodo imerso durante 24 horas [145].
Seguindo o mesmo procedimento proposto para as demais monocamadas, a Figura
36 mostra o comportamento do Au-MUA (24 horas) em diferentes velocidades de
varredura na presenca da molécula sonda. Pode ser constatado que as diferentes
velocidades de varredura, ndo interferiram no perfil voltamétrico do eletrodo Au-

MUA.
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Figura 36 - Voltamogramas cicgl)icos do eletrodo Au-MUA no tempo de imerséo 24 horas em solucdo

PBS 0,1 mol L™* com [Fe(CN)B] 0,05 mol L™ em diferentes velocidades de varredura, em pH =7,0.
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4.3.4 Eletrodo de ouro com SAM de cistamina (Au-CYS )

A molécula de CYS € um dissulfito a qual possui dois atomos de enxofre em
sua cadeia. Um aspecto interessante ocorre quando ha interagcdo com o substrato
ouro. Neste caso, para que haja a formacdo da monocamada é necessario que a
molécula de cistamina sofra uma quebra entre seus atomos de enxofre, segundo

esquema mostrado na Figura 37.
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Figura 37 - Representacao esquematica da quebra da molécula de cistamina entre os atomos de
enxofre e a interagdo com a superficie de ouro, na formacdo da monocamada, ( ) enxofre, (@)
carbono, () hidrogénio e (®) nitrogénio.

Como cada molécula de cistamina da origem a dois tidis apds a quebra da
ligagdo S-S [146] a probabilidade de ter dois &tomos de enxofre posicionados
relativamente proximos uns dos outros sobre a superficie de ouro deve ser maior
para cistamina que para as outras monocamadas.

Os mesmos estudos realizados anteriormente para foram adotados para
avaliar a adsorcdo da monocamada. A Figura 38 demonstra o comportamento do

Au-CYS em diferentes tempos de imerséo.
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Figura 38 - Voltamogramass ciclicos da CYS em diferentes tempos de imobilizacdo em solugdo PBS
0,1 mol L com [Fe(CN),] 0,05 mol L™ em pH = 7,0. Velocidade de varredura: 100 mV s™.

De acordo com a literatura [78] é relatado que na formacdo da SAM usando
um dissulfeto ocorre uma divisdo da ligagdo S-S, diminuindo o tamanho da cadeia e
a espessura da monocamada, ocasionando um atraso no primeiro estagio de
formacao da SAM.

Verifica-se que a monocamada formada pela CYS deve apresentar um baixo
recobrimento superficial, pois a sua formacéo bloqueia muito pouco os processos de
oxidacdo e reducdo quando comparados ao eletrodo de ouro limpo. Os
voltamogramas ciclicos dos eletrodos modificados com CYS mostraram valores de
correntes de pico préximos em relacdo ao ouro sem modificacéo, pois em pH menor
ou igual a 7,0 a superficie amino esté carregada positivamente [147] atraindo o Fe**
facilitando a transferéncia eletronica. A Tabela 8 apresenta os parametros medidos

nos voltamogramas ciclicos para CYS.
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Tabela 8 - Parametros eletroanaliticos da CYS na presenca da molécula sonda.

Eletrodo Ipa (LA) | Epa (V) | Ipal/lpc | AEp (mV) | Epiz(mV)
Au 149,29 0,24 1,15 160 80
Au-CYS 10min 157,59 0,19 1,23 150 75
Au-CYS 30min 156,17 0,20 1,14 150 75
Au-CYS lhora 156,16 0,19 1,16 130 65
Au-CYS 3horas 156,15 0,19 1,2 140 70
Au-CYS 24horas 152,03 0,22 1,13 130 65

Os comprimentos de cadeia cistamina sdo semelhantes a escala de rugosidade
da topografia Au e a transferéncia eletrdnica ocorre através das moléculas por
tunelamento direto, devido a pequena distancia dos ions a superficie metalica.

Verificou-se a partir dos dados obtidos que o tempo de imobilizagcdo néo
interfere significativamente no perfil voltamétrico das monocamadas da cistamina
sobre o eletrodo de ouro. Pode-se verificar que ocorreu a formacdo da SAM pela
CYS nos primeiros tempos de imerséo, pois houve um deslocamento do potencial
para regibes menos positivas 0 que € uma indicagdo da formacado da monocamada.
Tal deslocamento pode ser atribuido a maior facilidade no processo de transferéncia
de carga pelo eletrodo Au-CYS em relagéo ao eletrodo de Au limpo. A etapa cadtica
da CYS mostrou-se rapida ja nos primeiros tempos de imersdo, ndo sofrendo
mudancas significativas na corrente de pico anodica. Para garantir que a total
quebra dos &tomos de enxofre da molécula de cistamina, a organizacdo e orientacéo
da monocamada ocorra efetivamente, optou-se deixar o eletrodo um maior tempo
imerso na solucéo do tiol. Acredita-se que a etapa organizacional ocorreu somente

no tempo de imersao de 24 horas, onde ocorreu uma pequena diminuicdo da
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corrente de pico quando comparada as CYS de 30min, 1 e 3 horas. Portanto para a
molécula de CYS estipulou-se o tempo de imersdo de 24 horas, garantindo a
formacdo efetiva e estavel da monocamada. A Figura 39 mostra 0 comportamento
do Au-CYS em diferentes velocidades de varredura na presenca da molécula sonda

no tempo escolhido.

——10mvs™
2004 2w ///' ——>50mvs™
100mvs™
1™ 7 —150mVs’
5w == 200mVs"
1004 = 250mVs’”
R =0,9808

0- v 12 mvs-1 é
-100 - < -
2004 - r=0,8784

V (mVs 1)
-0,2 0,0 0,2 0, 4 0,6
E/V (vs. SCE)

Figura 39 - Voltamogramas cice!icos do eletrodo Au-CYS no tempo de imersédo 24 horas em solucéo

PBS 0,1 mol L™ com [Fe(CN)G] 0,05 mol L™* em diferentes velocidades de varredura, em pH = 7,0;
Gréficos inseridos: Relacdo entre Ipa e vi2 e relacdo Ipa e v.

Como os outros tiois, os estudos da CYS resultaram em uma relagéo linear (r
= 0,9808) entre os valores de corrente de pico anédico e a raiz quadrada da
velocidade de varredura, o que caracteriza um processo difusional de transferéncia
de elétrons na interface eletrodo-soluc&o. Estipulou-se a velocidade de 100 mV s™

para os demais estudos.
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4.4 Comportamento dos diferentes eletrodos modifica dos comparados ao
eletrodo de ouro

A partir dos estudos de tempo de imersdo, estipulou-se o tempo de
imobilizacdo das monocamadas de acidos carboxilicos de cadeias curtas para 3
horas e do acido mercaptoundecandico e da cistamina para 24 horas. Todos 0s
voltamogramas dos eletrodos modificados apresentaram um deslocamento do
potencial para regides de valores menos positivos, indicando que as imobilizacbes
das moléculas ocorreram, porém provavelmente com a formacao de alguns pinholes

conforme Figura 40.

100 -
< 01
=
—
-100-
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-200 . , . . . : , : :
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E/V (vs. SCE)

Figura 40 - Voltamogramas ciclicos do Au, Au-MPA e Au-TLA tempo de imersédo 3 hors'as, e Au-MUA

e Au-CYS tempo de imersédo 24 horas, em solu¢do PBS 0,1 mol L™* com [Fe(CN)G] 0,05 mol L™
(pH=7,0). Velocidade de varredura 100 mV s™.

As SAMs formadas com moléculas de cadeia curta sdo relativamente mais
desordenadas, o que torna o acesso a superficie do eletrodo mais facil, devido a

pequena distancia dos ions a superficie metalica, pois estdo menos passivadas em
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relacdo as modificadas com moléculas de cadeia mais longa. Desta forma, as
reacoes transferéncia de carga foram menos inibidas, resultando em maiores valores

de corrente, segundo a Tabela 9.

Tabela 9 - Parametros eletroquimicos das diferentes monocamadas.

Eletrodo Ipa (LA) | Epa (V) | Ipal/lpc | AEp (mV) | Epi2(mV)
Au 149,29 0,24 1,15 160 80
Au-CYS 24horas 152,03 0,22 1,13 130 65
Au-MPA 3horas 115,15 0,22 1,16 150 75

Au-MUA 24horas - - - - i

Au-TLA 3horas 106,83 0,23 1,07 180 90

O eletrodo modificado com CYS mostrou maiores valores de correntes de pico
um pouco maiores em relagdo ao ouro sem modificacdo. O aumento nas correntes
pode estar relacionado a maior disponibilidade da superficie, devido aos
comprimentos da cadeia de cistamina serem semelhantes a escala de rugosidade da
topografia Au e também, em meio neutro 0S grupos aminos encontram-se
carregados positivamente facilitando a transferéncia eletrénica entre a molécula
sonda [147].

A molécula de MPA proporcionou uma diminuigcdo nas correntes de pico do
processo redox do [Fe(CN)g]*, indicando a formacéo e organizacéo de sua camada.
Como a transferéncia de elétrons do complexo hexacianoferrato ocorre por
tunelamento e também meio dos pinholes, pode-se verificar que a presenca destes é
maior na MPA comparada ao TLA, ja que a reducdo destes dificulta o acesso destas

moléculas a superficie modificada. No caso do TLA, a deposicdo da monocamada
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proporcionou uma diminuicdo dos picos de corrente anddica, indicando que sua
barreira na transferéncia de elétrons é mais elevada quando comparada as demais
monocamadas. Devido sua maior ramificacdo dos grupos terminais, estes devem
dificultar o acesso das moléculas do ferricianeto a superficie metalica, o que justifica
o decréscimo maior da corrente.

O MUA por apresentar a cadeia carbdnica mais longa, a sua sensibilidade
frente a molécula sonda € baixo, pois seu comprimento dificulta o processo de
transferéncia de elétrons, diminuindo este processo, passivando a superficie
eletrodica.

As SAMs formadas por grupos terminais carboxilicos sédo de interesse devido
a sua estabilidade e natureza ionizavel. O controle sobre interacdes intermoleculares
em uma superficie pode resultar em monocamadas quimicamente sensiveis que
podem ser utilizados no reconhecimento molecular baseado em sensores quimicos.
Os grupos terminais formados por aminas também constituem uma interessante
classe de espécies modificadoras que tem sido sistematicamente estudada devido

ao grande potencial de aplicacdo em atividades bioldgicas [65].

4.4.1 Determinacgédo da area eletroquimicamente ativa  das monocamadas

O emprego de SAMs para fins analiticos vém se tornando possivel gracas aos
esforcos para o controle da formagéao e do surgimento de irregularidades e defeitos
nas monocamadas. Neste contexto, € igualmente possivel controlar o grau de
ordenamento, avaliando a influéncia dos diferentes modificadores na rugosidade
superficial dos eletrodos. Com esta finalidade, a medida da adsor¢cao de oxigénio foi
escolhida, por ser um método bastante confiavel e adequado para obtencdo da area

microscépica exibida por superficies de ouro [134]. A determinacdo da area
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eletroquimica dos eletrodos modificados foi realizada através da integracdo da area
de pico de oxidacdo da curva voltamétrica do ouro, obtidas segundo a Figura 41,

utilizando as equacdes 3 e 4.
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Figura 41 - Voltamogramas ciclicos das diferentes modificadores sobre superficies de eletrodos de
ouro. Eletrolito suporte: H,SO,4 0,5 mol L™, velocidade de varredura: 50 mV s™.

Geralmente, os valores de &rea eletroquimicamente ativa podem ser
expressos como fator de rugosidade, que é simplesmente o valor de area
eletroquimicamente ativa expresso por unidade de area geométrica superficial,

conforme Tabela 10.

Tabela 10 - Determinagédo da area ativa e fator de rugosidade das monocamadas.

SAM Area ativa (cm ?) Fator de rugosidade, f «
Au 0,081 2,01
Au-CYS 0,048 1,19
Au-MPA 0,056 1,42
Au-MUA 0,031 0,77
Au-TLA 0,058 1,44
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Em geral, a melhora das respostas eletroquimicas nao pode ser
exclusivamente atribuida ao aumento da area superficial eletrédica, mas também, ao
estado quimico e fisico em que se encontra a superficie. Apesar de 0 ouro
apresentar maior area, a utilizacdo destes muitas vezes € limitada devido a sua
passivacao de superficie.

Os resultados indicam que a composicao e a topografia da superficie de ouro
mudam apds a modificacdo com os diferentes tidis. As SAMs de cadeias curtas
apresentam a area do eletrodo aproximadamente 60% de superficie ativa em
relacdo ao eletrodo de ouro, enquanto a molécula de MUA reduz essa area para
38%. Monocamadas de tiois sobre ouro com cadeia longa sao livres de defeitos e
pinholes mensuraveis, portanto possuem menor area ativa. Esse fato ocorre
principalmente as fortes interacdes intermoleculares laterais da molécula de MUA,

mantendo uma estrutura com barreira a transferéncia eletronica efetiva [148].

4.4.2 Dessorcao eletroguimica

Os ti6is sofrem dessorcdo redutiva quando potenciais mais negativos séo
aplicados em eletrodos modificados. Os estudos do mecanismo deste processo
sugerem que a dessorcao ocorre primeiramente nas regides de defeitos das SAMs
para prosseguir para regiées com maior organizagdo e mais empacotadas. A carga
de dessorcdo pode ser empregada para determinacdo da quantidade de moléculas

adsorvidas sobre a superficie eletrddica, segundo a Figura 42.
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Figura 42 - Dessorcao redutiva das diferentes monocamadas, realizados em solucdo de NaOH 0,5
mol L*a50 mv s™.

Todas as monocamadas de tidis estudadas apresentam mais de um pico de
reducdo. A presenca desses picos de dessor¢cdo € motivo de especulacdes e
controvérsia na literatura, porque segundo a teoria da reducéo dessortiva [149], este
fenbmeno é realizado via um processo monoeletrdnico, o que ndo explica o
aparecimento de mais de um pico de reducdo. O surgimento de outros picos pode
ser atribuido tanto aos diferentes dominios cristalinos na superficie do ouro
policristalino, quanto a presenca de moléculas de alcanotidis fracamente ligadas a
superficie eletrddica, presentes nas regides de irregularidades das SAMs.

A partir do perfil da dessor¢cdo eletroquimica das SAMs foi possivel
caracterizar as monocamadas, com relacdo ao excesso superficial, a partir dos
voltamogramas ciclicos (Figura 42) para os diferentes modificadores medidos pela

integral da carga (Q) do pico catddico de dessor¢cdo localizado em potenciais

(aproximadamente 1,1 V) mais anddicos do tiol e por meio da equacéo 5:

[ = &
nFA (€45
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Onde I é o excesso superficial (mol.cm™), Q é a carga, F é a constante de
Faraday, n € o numero de elétrons e A é a &rea eletroativa do eletrodo. Os valores

obtidos do excesso superficial encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores dos excessos superficiais [ obtidos a partir da primeira varredura redutiva, do
eletrodo de ouro recoberto com as diferentes monocamadas.

SAMs Excesso superficial ( I
Au-CYS 1,88x10™"% mol.cm™
Au-MPA 5,03x10"° mol.cm™
Au-MUA 1,06x10°® mol.cm™
Au-TLA 1,35x10™"° mol.cm™

A diferenca entre a quantidade e a magnitude dos picos para as superficies
modificadas com as diferentes SAMs pode ser atribuida a diferengas na estrutura da
cadeia carbbnica dos distintos tidis. Estas diferencas nas monocamadas podem
acarretar em distingbes no empacotamento das SAMs formadas por estes tidis,
como é o caso do MPA e do TLA.

Segundo o trabalho de Kakiuchi et al [150] a voltametria de dessorcao
redutiva é uma ferramenta valiosa para diagnosticar o estado das SAMs, refletindo
equilibrio, como interagBes intermoleculares, a energia de Gibbs de adsorgcédo e
formacao de agregados. Cuidados devem ser tomados para avaliar a quantidade
adsorvida de tiolatos da area sob o pico da dessor¢édo redutiva, embora seja uma
medida Util de adsorc¢éo.

Observa-se que a partir dos dados de carga de dessorcdo obtidos das
monocamadas auto-organizadas dos diferentes tidis, os valores de I' estdo de

acordo com os relatados na literatura [51, 151], os quais estdo préximos de
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1x10™*° mol.cm?. Por exemplo, Mendes et al [60] obteve um excesso superficial de
7,4x10° mol.cm™ para MPA, 2,3x10® mol.cm™ para o MUA e 4,2x10° mol.cm™ para
a CYS, valores proximos ao obtido neste estudo. Estes valores demonstram uma
cobertura dos sitios ativos da superficie, o que justifica perda na resposta

eletroquimica, comparada ao ouro sem modificacao.

4.4.3 Estudo da estabilidade e reprodutibilidade da s diferentes monocamadas

O estudo da estabilidade das monocamadas pode ser conduzido por meio de
sucessivas varreduras de potencial pela técnica de voltametria. Neste caso
observou-se, com sucessivos ciclos um pequeno decréscimo no valor das correntes
de picos das monocamadas na presenca da molécula sonda, o que é associado a
perda de massa e atividade eletroquimica do material depositado. A Tabela 12

demonstra as porcentagens de perda da resposta eletroquimica.

Tabela 12 - Porcentagens de perda de resposta voltamétrica apds 100 ciclos de varredura para os
eletrodos de ouro modificados com SAM na presenca de ferricianeto de potassio 0,05 mol L™.

Eletrodos Perda da resposta voltamétrica
Au-CYS 1,92%
Au-MPA 0,65%
Au-MUA -
Au-TLA 1,58%

O perfil voltamétrico dos eletrodos foi avaliado em relacdo a estabilidade das
correntes de pico anddica. O gréafico de Ipa versus numeros de ciclos dos diferentes

eletrodos estudados ¢€ ilustrado na Figura 43.
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Figura 43 - Correlacdo entre a corrente de pico anddica e o nimero de ciclos para os diferentes
3-

eletrodos. Eletrolito suporte: tampdo PBS 0,1 mol L* com [Fe(CN)e] 0,05 mol L, em pH = 7,0.
Velocidade de varredura: 100 mV s™.

As monocamadas apresentaram razoavel estabilidade por um periodo longo
de tempo, permitindo que sejam utilizadas para a realizacdo de um grande numero
de medidas, sem perda significativa da resposta eletroquimica.

A Tabela 13 apresenta os dados obtidos de reprodutibilidade do preparo dos
diferentes eletrodos modificados. Estes valores de corrente de pico foram obtidos
usando o desvio padrao relativo através de 5 medidas (n = 5) em solucédo tampao

PBS 0,1 mol L™ na presenca da molécula sonda.
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Tabela 13 — Paradmetros da corrente de pico estimados através do desvio padrédo relativo obtidos para
0s eletrogos apos cada preparo das diferentes SAMs pela VC em PBS, pH 7,0, na presenca de

[Fe(CN)] 0,05 mol L™ .Velocidade de varredura: 100 mV's™.

Eletrodos Ipa (LA)
Au-CYS 152,03 £ 0,427
Au-MPA 114,86 + 0,916
Au-MUA -
Au-TLA 106,57 +£1,018

Obteve-se para as monocamadas de CYS, MPA e TLA boa reprodutibilidade
do filme sobre a superficie metdlica, caracterizando como sistemas bem organizados
e estaveis. Nao foi possivel estimar a reprodutibilidade para o MUA, pois este

eletrodo ndo apresentou as correntes de picos em sua resposta voltamétrica.

4.5 Caracterizacao pela Espectroscopia de Impedanci  a Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica envolve a aplicacdo de uma
perturbacdo de pequena amplitude no sinal sinusoidal do potencial de célula
eletroquimica, medindo sua resposta. O espectro de impedéancia resultante
corresponde a dependéncia dos valores imaginérios (Z”), em funcdo dos valores
reais (Z), contendo informagfes sobre a transferéncia de elétrons numa reacdo na
interface eletrodo-solucéo.

Os espectros de impedancia, geralmente apresentam uma regidao semicircular
seguida de uma reta. O semicirculo (freqiéncias mais altas) corresponde ao
processo de transferéncia de elétron, enquanto a reta (freqiéncias mais baixas)

representa o processo de difusdo. O ponto em que o semicirculo intercepta o eixo de
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Z’ corresponde ao valor da resisténcia da solucéo eletrolitica (Rs) e o diametro do

semicirculo corresponde a resisténcia elétrica para a transferéncia de elétrons (Rct).
A Figura 44 apresenta os diagramas de impedancia obtidos para os eletrodos

de Au modificados com as diferentes monocamadas de tiois na presenca da solucéo

de [Fe(CN)s]®*, os quais foram obtidos a 200 mV.
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Figura 44 - Diagramas de Nyquist de 0,008 mol L* [Fe(CN)e]'sl'4 em PBS 0,1 mol L™ para o eletrodo
de ouro limpo e modificado com a monocamada, Eac = 10 mV, Edc = 200 mV e faixa de frequéncia
de 10 KHz a 100 mHz

Os diagramas obtidos para as monocamadas de cadeias curtas (Au-CYS, Au-
MPA e Au-TLA) sdo semelhantes em formato, mas apresentam diferencas nos
valores de Rct. No caso do eletrodo de ouro sem modificacdo e do Au-CYS, o
processo de transferéncia de elétrons (elétron e contra-ion) através das interfaces &
muito rapido, pois os espectros de impedancia destes eletrodos se apresentam

praticamente na forma de uma reta. Diferentemente, no Au-MPA, Au-MUA e no Au-
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TLA, 0 processo torna-se mais lento, sendo caracterizado pela presenca de uma
regido semicircular grande.

A partir desses diagramas obtiveram-se valores das propriedades elétricas do
sistema estudado, como resisténcias, capacitancia, e freqiéncia maxima do
semicirculo. Os parametros obtidos para os eletrodos modificados estao listados na

Tabela 14.

Tabela 14 - Parametros obtidos a partir dos dados de impedancia (Diagramas de Nyquist) dos
diferentes eletrodos.

Eletrodo Rs (Qcm?) Rct (Qcm*) Wmnax (H2)
Au 104,42 276,9 2,47.10°
Au-CYS 102,10 172,6 3,61.10°
Au-MPA 98,4 1736,2 215,4
Au-MUA 104,08 1,45.10% 112,3.10°°
Au-TLA 117,35 2030,1 170

*Rs — resisténcia da solu¢do; Rct - resisténcia transferéncia de carga; Wmax - frequiéncia maxima.

Como esperado, os valores de Rs sdo muito similares para os eletrodos
estudados, mas apresentam diferencas nos valores de Rct. De acordo com o0s
resultados obtidos o eletrodo Au-MUA possui a maior resisténcia de transferéncia de
carga comparada as outras SAMs. Este fato esta de acordo com a literatura, como
no trabalho de Kissling et al [148] o efeito de bloqueio induzido pelo MUA se
manifestou por um aumento de mais de 3 ordens de magnitude em Rct comparada
ao eletrodo sem modificagdo. Confirmando que monocamadas formadas por
moléculas de cadeias longas, bloqueiam e dificultam a transferéncia de elétrons. O

eletrodo Au-TLA apresentou a segunda maior resisténcia, seguida do Au-MPA, do
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Au e o menor valor apresentado foi o Au-CYS. A modificacdo com CYS facilitou a
resposta eletroquimica, pois sua resisténcia de transferéncia de carga foi menor que
a apresentada pelo ouro sem modificacdo, indicando que o modificador é mais
sensivel a este processo.

No caso das resisténcias faz-se uma extrapolacdo do semicirculo para o eixo
real (Z’), enquanto a capacitancia é obtida relacionando-se a freqiéncia no maximo
do semicirculo com a resisténcia de transferéncia de carga. A partir destes dados

obtidos, calculou-se a capacitancia através da seguinte equacao 6 [152].

1
277-1:m:51x Rct (9. 6)

Onde C é a capacitancia (F), fnmax OU wmax corresponde a freqiiéncia no ponto
méximo (Hz) do arco capacitivo e Rct é a resisténcia de transferéncia de carga os
dados obtidos estdo apresentados na Tabela 15. Adicionalmente, os experimentos
de EIE permitem avaliar a influéncia das SAMs sobre a constante aparente de
velocidade do par redox [Fe(CN)s] . Considerando que a reacéo eletroquimica
estd em equilibrio ea concentracdo do oxidante e redutor sdo iguais, a constante

aparente de velocidade (Kapp) pode ser expressa como equacéao 7 [130, 153].

K = RT
app F 2Rc C (eq.7)
t

Onde C é a concentracdo (mol L) do complexo [Fe(CN)s]®™* Rct é a

resisténcia de transferéncia de carga, R € a constante fisica dos gases, T € a
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temperatura e F é a constante de faraday, os dados obtidos estdo apresentados na

Tabela 15.

Tabela 15 — Estimativa da capacitancia e da constate aparente de velocidade dos diferentes
eletrodos modificados.

Eletrodo C (UF cm™) Kapp (cms ™)
Au-CYS 25,6 1,93.107
Au-MPA 42,6 1,92.10°
Au-MUA 97,8 2,29.10"
Au-TLA 46,1 1,63.10°

A capacitancia do filme SAM representa a soma em série das capacitancias
do filme e das duplas camadas nas interfaces subtrato/filme e filme/solu¢cdo. Os
valores obtidos para as SAMs, sdo da ordem de 25,6 a 97,8 pF cm™, nota-se que 0s
valores de capacitancia aumentam enquanto os valores de resisténcia de
transferéncia de carga dos filmes SAMs diminuem. Esse fato indica que as SAMs
formaram um filme protetor sobre a superficie do ouro, dificultando o processo de
transferéncia de carga na interface metal/meio.

Como apresentado na Tabela 15, o eletrodo Au-CYS apresentou o maior
valor na constante aparente de velocidade, ou seja, as propriedades eletrocataliticas
que surgiram com a imobilizacdo da CYS sobre o eletrodo de ouro fez com que
diminuissem a resisténcia de transferéncia de carga, acelerando a velocidade da
reacao redox. Esse aumento no valor de Kapp estd em concordancia com 0s
experimentos de voltametria ciclica, que mostraram que o Au-CYS melhora a
reversibilidade, aumenta as correntes de pico, e desloca para valores mais

negativos.
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O eletrodo que apresentou maior recobrimento da superficie foi o0 Au-MUA, o
qual possui uma cobertura bastante densa e homogénea, sendo assim sua
constante aparente de velocidade torna-se bastante baixa, comparada aos outros
eletrodos, 0 que € esperado para as monocamadas de cadeias longas [130] Os
eletrodos Au-MPA e o Au-TLA apresentaram valores proximos de recobrimento e de
velocidade de transferéncia de elétrons. Em concordancia ao observado na
voltametria ciclica, a transferéncia de elétrons é um pouco mais facilitada no MPA
(Kapp = 1,92x10® cm s™), o qual apresenta carater mais reversivel que o TLA
(Kapp= 1,63x10® cm s™). Os espectros de impedancia eletroquimica confirmam os

resultados obtidos pela voltametria ciclica.

4.6 Caracterizacao dos eletrodos de ouro modificado s na presenca do analito

4.6.1 Deteccédo da Dopamina

A utilizagdo de eletrodos de ouro modificados com SAMs oferece vantagens
em funcdo de suas propriedades. A dimensdo da monocamada, que se situa em
escala molecular, evita uma difusdo lenta das espécies eletroativas para a
superficie, principalmente quando comparada com a cinética apresentada pelos
eletrodos modificados com filmes poliméricos finos ou por compoésitos. A
possibilidade de se obter uma estrutura molecular ordenada, orientada, faz com que
seja possivel otimizar processos de transferéncia de elétrons que sdo fundamentais
no desenvolvimento de sensores quimicos.

De modo geral, as respostas dos eletrodos foram atribuidas & oxidacédo da
dopamina para dopaminaquinona, na varredura para potencial anddico. Esse

processo redox € bastante descrito na literatura [154] e é caracterizado por
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apresentar dois elétrons e dois protons envolvidos na reacéo, como representado na

Figura 45.

NH, OH NH, 0
=

w@i -— w@ + 2HY o+ 2e
OH 0

Figura 45 — Representacao esquematica da oxidacdo da dopamina para dopaminaquinona.

Neste contexto, as SAMs obtidas foram utilizadas para avaliar a influéncia dos
grupos carboxilicos (MPA, MUA e TLA) e dos grupos amina (CYS) para

determinacao da dopamina, conforme Figura 46.
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Figura 46 - Voltamogramas ciclicos dos diferentes eletrodos na presenca de dopamina 0,1 mmol L™,
em solucdo PBS 0,1 mol L™, pH 7,0. Velocidade de varredura: 100 mV s™.

Os produtos da oxidag¢ao da dopamina (dopaminaquinona) tendem a adsorver
sobre a superficie do ouro causando passivacdo do mesmo, diminuindo a
seletividade e sensibilidade. No entanto, a adicdo das SAMs sobre a superficie pode

produzir uma melhora significativa no comportamento eletroquimico da DA, evitando
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a passivacao e aumentando a sensibilidade do eletrodo. Através dos voltamogramas
obtidos para as diferentes SAM na presenca da dopamina, foi possivel estimar

alguns parametros eletroanaliticos, mostrados na Tabela 16.

Tabela 16 — Valores de correntes, potenciais e AEp para oxidagcdo da dopamina.

SAM Epa (V) Ipa (HA) AEp(mV)
Au 0,49 2,18 433
Au-MUA 0,67 1,03 840
Au-CYS 0,38 2,84 376
Au-MPA 0,56 2,57 576
Au-TLA 0,34 5,00 260

Os eletrodos Au-CYS, Au-MPA e Au-TLA formam monocamadas menos
densas, ordenadas e estaveis sobre o ouro, as quais sdo muito curtas para
efetivamente bloquear a transferéncia de elétrons em sua superficie. Verificou-se
qgue estas facilitaram a transferéncia de elétrons, aumentando a corrente de pico
anodica em relacdo ao eletrodo de ouro. Uma excec¢édo foi a SAM Au-MUA, sobre a
qual a DA apresentou um oxidagdo praticamente irreversivel e um Epa bastante
positivo (Epa= 0,670 V). Tal comportamento é atribuido, como ja discutido
anteriormente, ao maior tamanho da cadeia do MUA, o qual bloqueia a transferéncia
eletrénica, diminuindo significativamente a corrente de pico e consequentemente a
sensibilidade do eletrodo, provavelmente devido ao alto grau de recobrimento da
superficie.

O voltamograma do ouro sem modificacdo na presenca da dopamina

apresentou um pico de oxidacao praticamente irreversivel com AEp de 433 mV. No
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entanto, um par de picos redox bem definido referente a oxidacdo da DA é
observada no Au-TLA, com o AEp de 260 mV, o qual apresentou a maior corrente
de pico anddica, aléem da DA oxidar em um potencial menos positivo em relagdo aos
demais eletrodos. Os resultados acima sugerem que o Au-TLA promoveu uma

reacao eletroquimica da dopamina mais efetiva e reversivel.

4.6.2 Deteccado do Acido ascorbico

O &cido ascorbico esta presente nos seres vivos, € uma vitamina essencial na
dieta humana, além de ser muito popular por suas propriedades antioxidantes,
sendo utilizada para a prevencao e tratamento de diversas doencas [155]. Este se
encontra presente nos fluidos biolégicos em uma concentracdo 1000 vezes maior
que a dopamina. O AA € um problema na determinacdo do neurotransmissor DA,
devido a similaridades dos potenciais de oxidacdo de ambas as espécies em pH

fisiologico. A reagdo de oxidacdo do AA esté representada na Figura 47 abaixo.

O O
HO O /
o) — (@] + 2HY + 2e°
HO O/
OH OH
OH OH

Figura 47 - Processo de oxidacao do acido ascérbico

Neste contexto, as SAMs obtidas também serdo utilizadas para avaliar a
influéncia dos grupos carboxilicos (MPA, MUA e TLA) e dos grupos amina (CYS)

para determinacgao do acido ascorbico, conforme Figura 48.
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Figura 48 - Voltamogramas ciclicos dos diferentes eletrodos na presenca de &cido ascérbico 0,1
mmol L™, em solucdo PBS 0,1 mol LY, pH 7,0. Velocidade de varredura: 100 mvs™.

De acordo com os voltamogramas apresentados nas figuras, pode-se
constatar que os eletrodos modificados com as diferentes SAMs, ndo sdo sensiveis
a este tipo de farmaco, uma vez que ndo apresentaram picos de corrente definidos
referentes aos processos de oxidacdo e reducdo do AA, diferentemente do
observado para a DA.

Estas monocamadas auto-organizadas sobre a superficie do ouro bloqueiam
a resposta da eletro-oxidagcdo do AA. Elas formam uma camada compacta a qual
previne a transferéncia de elétrons entre 0 AA e o eletrodo. Tal fato pode ser
explicado em fungéo do pka do AA e das diferentes SAMs. Em pH maiores que 5
tanto a superficie SAM como o0 acido ascoOrbico (na forma de ascorbato) estéo
carregados negativamente. A repulsdo eletrostatica entre a carga negativa da
monocamada [156] e AA (pKa = 4,2) [157] conduz a diminui¢do da transferéncia de

elétrons.
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Como era esperado o Au-MUA apresentou menor resposta voltamétrica
comparada aos diferentes eletrodos de cadeias curtas, devido ao tamanho de sua
cadeia carbonica. Os eletrodos Au-CYS, Au-MPA e o Au-TLA apresentaram um
comportamento bastante similar na deteccdo do AA, pois suas estruturas séo
parecidas e o bloqueio da superficie ocorre de forma uniforme nas diferentes SAMSs.

Além disso, diferentes concentracbes de AA foram adicionadas, conforme
Figura 49, para verificar e investigar o comportamento do eletrodo modificado.
Sendo utilizada neste estudo a monocamada que apresentou melhor resposta

eletroquimica na presenca da dopamina, a SAM de acido tiolactico (Au-TLA).

44
4
R
24
r=0,9977
<§_ 27 00 5,0x10° 1,0x10”
= AA/mol L
0
'2 T T T T T T T
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9

E/V (vs. SCE)

Figura 49 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo Au-TLA com adi¢6es de AA (branco, 1x10?, 9 x107,
8 x107%, 7 X107, 6 X102, 5 x10?, 4 x10%, 3 x107, 2 x10? a 1x10”° mol L™ de AA) em solucdo Tampao
PBS 0,1 mol L, pH 7,0. Velocidade de varredura: 100 mV s™. Gréfico inserido: Relacéo entre a Ipa
em funcdo da concentracédo de DA.

N&o ha evidéncias dos picos de oxidacdo conforme demonstra a Figura 49 do

eletrodo Au-TLA com o aumento da concentracdo do AA. Verificou-se um aumento
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linear (r = 0,9977) da corrente anddica com o aumento da concentracdo de AA, a

partir de 0,5 V, provavelmente devido ao aumento das espécies em solucao.

4.6.3 Aplicacéo do eletrodo Au-TLA como possivel se  nsor para dopamina

Dentre as monocamadas analisadas, a SAM formada pelo &cido tiolactico
(Au-TLA) foi a que apresentou resultados mais satisfatorios quanto a sensibilidade e
seletividade em relacdo ao analito DA. Este resultado foi surpreendente, pois o TLA
nao & muito utilizado em outros trabalhos. Em um dos trabalhos descritos na
literatura, Wang et al [138] utilizaram o TLA para a formacdo da monocamada sobre
a superficie do ouro, o qual catalisa a reacdo eletroquimica da norepinefrina (NE)
pela voltametria ciclica. Um par de picos redox bem definidos foram obtidos e a
constante de velocidade padréo foi calculada (Ks) foi de 5,11x10° cm.s™ no eletrodo
modificado com a SAM. A corrente de pico apresentou-se linear com a concentracao
de NE na faixa de 4,0x10® a 2.0x10™ mol L™, com um limite de deteccdo é de
2,0x10® mol L™. Por espectroscopia de impedancia ac a constante aparente de
velocidade de elétrons (Kapp) de Fe(CN)*/Fe(CN)* na eletrodo Au-TLA foi calculada
de 2,5x10®° cm.s™.

A estrutura quimica do composto DA tem trés prétons com atividade acida
(pKal = 8,61, pKa2 = 9,95, pKa3 = 12,03). DA é sensivel ao oxigénio e a luz de
acordo com uma funcdo do pH sobre o processo de oxidacdo DA. Os grupos
fendlicos em DA séo facilmente oxidavel em um forma quinona e, portanto, DA livres
deterioram-se em meio alcalino [158]. Desta forma, com o intuito de se otimizar as
condi¢cdes mais propicias para a determinagédo de DA neste eletrodo, primeiramente
realizou-se um estudo em diferentes pH do meio na presenca deste analito, pois

este € um fator significativo.
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Em geral, ao analisar os voltamogramas apresentados na Figura 50, verifica-
se que os potenciais de pico deslocaram-se para valores menos positivos com o

aumento do pH.

10
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——pH9,0
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02 00 02 04 06 08
E/V (vs.SCE)

Figura 50 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo Au-TLA em solucdo tampdo BR na presenca de
dopamina 0,1 mmol L™ em diferentes valores de pH. Velocidade de varredura 100 mV s™.

De acordo com os valores de corrente de pico verificou-se que a corrente
faradaica, assim como o potencial variam com o pH indicando que a transferéncia

eletrbnica é dependente da concentracédo hidrogeniénica do meio demonstrados na

Figura 51.
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Figura 51 — Relacéo entre Epa vs pH e a Ipa vs pH, em tampéo PBS 0,1 mol L™ contendo dopamina
0,1 mmol L™

Analisando os resultados apresentados na Figura 51, pode ser observado que
no pH 3,0 o eletrodo apresentou maior corrente de pico, no entanto o potencial de
pico de oxidagdo encontra-se em um valor muito positivo, e apresenta uma variagao
dos potenciais grande, tornando a reagcdo menos reversivel. As correntes de pico
anddica e catddica apresentaram um decaimento progressivo com o aumento do pH.
Tal decréscimo foi mais pronunciado em meio basico, no pH 9,0 indicando a
desprotonacao da DA, uma vez que em solugdo, os valores de pKa de molécula sdo
8,61 (pKa,) e 9,95 (pKa,), este efeito proporcionou um aumento da repulsdo da SAM
pelas moléculas de DA. Além disso, moléculas de DA livres sdo pouco estaveis em
meio alcalino [158].

Desta forma, a faixa de pH entre pH 5,0 a 7,0, sdo mais indicadas para fins
analiticos devido deslocarem os potenciais para valores mais negativos e a reacao
redox da DA ser mais reversivel, facilitando a resposta eletroquimica do sensor Au-

TLA.
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Analisando o comportamento do eletrodo Au-TLA na faixa de 1,0x107 a
1,0x10° mol L em meio de tamp&do PBS 0,1 mol L™ em pH 7,0 verifica-se que a
variacdo das correntes de pico € linear com o0 aumento da concentracdo da

dopamina (Figura 52).
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Figura 52 — Voltamogramas ciclicos do eletrodo Au-TLA na presenca de DA em diferentes
concentracdes (1,07x107, 1,98x107, 2,94x10”, 3,88x107, 4,80x10”, 5,7x107, 6,6x10", 7,47x107,
8,33x107, 9,17x10" mol. L'l) em Tampéo PBS 0,1 mol LY, pH 7,0. Velocidade de varredura 100
mV s™. Gréfico inserido: Relacdo entre a Ipa em funcéo da concentracdo de DA.

A Figura 52 inserida mostra a curva analitica obtida pela relacdo de Ipa vs
[DA] onde verifica-se que a corrente aumenta linearmente com a concentracédo da
dopamina. Para a determinacao do limite de deteccéo utilizou-se o desvio padrao da
média aritmética das correntes obtidas de dez voltamogramas de brancos, no

mesmo potencial do pico de oxidacdo da dopamina, e a relacéo:

L :% (eq.8)
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onde Sg € o0 desvio padrdo da média aritmética das correntes obtidas dos brancos e
b o valor do coeficiente angular da curva analitica.

O limite de quantificacdo (LQ) foi calculado a partir da média aritmética de 10
voltamogramas do branco, seguindo os mesmos critérios do LD, para a seguinte
relacéo:

L:ﬁ

b (eq. 9)

Os parametros analiticos obtidos a partir da curva estao descritos na Tabela

17.

Tabela 17 — Parametros analiticos obtidos pela técnica de voltametria ciclica em meio a DA na faixa
de concentracdo de 1,0x10" a 1,0x10° mol L™,

Sensibilidade LD (limite de LQ (limite de
Equacéo da reta r
HA/molL * deteccgéao) quantificacéo)

Y =0,0199 + 0,1267 x | 0,9994 0,1267 1,42x107 molL™? | 4,74x107 molL?

4.6.4 Aplicacao analitica

Visando a determinacdo de baixas concentracbes de DA, foi necessario
inicialmente estudar as melhores condi¢cdes operacionais para sua determinacao por
voltametria de onda quadrada. De acordo com os dados obtidos pela voltametria
ciclica, optou-se trabalhar com o eletrélito suporte em torno do pH 7,0 pois a DA
apresenta melhor comportamento voltamétrico nesta faixa. Assim testes de
eletroatividade em diferentes eletrélitos suporte foram realizados neste valor de pH
visando selecionar aquele onde uma resposta 6tima de corrente e potencial de pico
fosse obtida, conforme Figura 53. Os eletrélitos suporte utilizados foram: tampéo BR,

tampao PBS, tampéao acido-borico, tampao acido citrico-fosfato e KCI. Dentre todos
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eletrolitos obteve-se uma melhor resposta voltamétrica em solucdo tampéao fosfato
salino pH 7,0. Portanto, essas condicbes foram utilizadas em experimentos

posteriores.

Tampé&o acido boérico
Tampao éacido citrico-fosfato
60 - Tampé&o Britton-Robinson
———KClI
Tampé&o fosfato salino
45 +
S 30
=
15+
04 =
T T T T T T

01 00 01 02 03 04 05
E/V (vs. SCE)

Figura 53 — Voltamogramas de onda quadrada do eletrodo Au-TLA em diferentes eletrolitos suporte.
(AEs = 2 mV, a =50 mV e freqiiéncia de 100 Hz, [DA] = 1,0x10°mol L™)

No desenvolvimento de um meétodo eletroanalitico faz-se necessario a
otimizacado dos parametros eletroanaliticos pela voltametria de onda quadrada, de
forma a melhorar significativamente a resposta voltamétrica. Os parametros que
podem influenciar séo a frequéncia de pulsos de potencial (f), amplitude de pulso de
potencial (a) e o incremento de varredura de potencial (AES).

O primeiro parametro selecionado para a otimizacdo foi o incremento de
varredura de potencial do sinal analitico, variado no intervalo de 1 a 8 mV,
mantendo-se os demais parametros nos valores padrées de amplitude de potencial

(50 mV) e frequiéncia (100 Hz), conforme Figura 54.
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Figura 54 - Variacdo do incremento da varredura de potencial na presenca da DA 1x10®° mol L™ em
tamp&o PBS 0,1 mol L™ (a = 50 mV, f = 100Hz), utilizando-se o eletrodo Au-TLA. Gréfico inserido:
dependéncia da corrente de pico com o incremento da varredura de potencial.

O incremento de potencial € um dos responsaveis pela definicdo da
velocidade de varredura de potenciais, jA que esta é dada pelo produto do
incremento de potencial pela frequéncia de aplicagéo dos pulsos de potencial [159].

Através dos voltamogramas obtidos, observa-se um aumento da magnitude
da corrente de pico com o aumento do incremento da varredura do potencial,
melhorando a sensibilidade da analise, e um leve deslocamento dos potenciais de
pico a partir do AEs de 5 mV para valores mais positivos. No gréfico de corrente
versus o incremento (Figura inserida), observa-se que a corrente variou com o
incremento linearmente até 4 mV, apresentando uma segunda faixa linear de 5 a 8
mV. Dessa forma, optou-se em trabalhar com um menor valor de incremento da
varredura de potencial sendo de 4 mV.

O préximo parametro estudado foi a influéncia da amplitude de pulso de

potencial na corrente de pico para a deteccdo da DA sobre o eletrodo de Au-TLA, no
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intervalo de 5 a 80 mV, mantendo ja o melhor valor de incremento da velocidade de

potencial (AES) de 4 mV e a freqiiéncia de 100 Hz, conforme Figura 55.
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Figura 55 - Variacdo da amplitude de pulso de potencial na presenca de DA 1x10®° mol L™ em
tamp&o PBS 0,1 mol L™ (AEs = 4 mV, f = 100 Hz), utilizando-se o eletrodo Au-TLA. Grafico inserido:
Dependéncia da corrente de pico com a amplitude de pulso de potencial.

A Figura 55 mostra os voltamogramas obtidos para a oxidagdo da DA em
diferentes valores de amplitude de pulso de potencial. Observa-se um aumento
linear da amplitude, onde ocorre um pequeno deslocamento no valor de potencial de
pico para valores menos positivos na faixa de 5 a 40 mV e acima destes ocorre um
deslocamento para potenciais mais positivos. O menor valor de Epy,, encontrado foi
para a amplitude de 40 mV onde o processo apresenta-se mais seletivo. A amplitude
selecionada para os préximos estudos foi de 40 mV.

Por fim, o ultimo pardmetro a ser estudo foi o efeito da frequéncia no sinal
analitico, pois ela determina a intensidade do pico e melhora a sensibilidade da
analise. Foi variado os valores de frequéncia de 10 a 100 Hz, com o incremento da
velocidade de potencial de 4 mV e a amplitude de pulso de 40 mV. Os resultados

obtidos para esse estudo sao apresentados na Figura 56.
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Figura 56 - Variacdo da frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial na presenca da [DA] =
1x10™° mol L™ em tamp&o PBS 0,1 mol L™ (a = 40 mV, AEs = 4 mV), utilizando-se o eletrodo Au-TLA.
Gréfico inserido: Dependéncia da corrente de pico com a freqliiéncia de aplicagdo dos pulsos de
potencial.

Observa-se um aumento de magnitude da corrente de pico com o aumento da
frequéncia no intervalo de 10 a 70 Hz. No entanto a partir desta frequéncia de 70 Hz
a corrente de pico deixa de ser linear, a apresenta uma nova inclinacao na faixa de
80 a 100 Hz. Ocorreu um leve deslocamento dos potenciais de pico para valores
mais positivos a partir da frequiéncia de 60 Hz, portanto optou-se em trabalhar neste
valor, pois o potencial de pico encontra-se em um valor mais negativo e a sua
corrente de pico apresenta um bom sinal analitico ndo sofrendo alargamento e nem
distorcdo de pico.

Para a dopamina o aumento da frequéncia de aplicacdo de pulsos de
potencial ndo promoveu um aumento linear da corrente de pico em funcgéo da raiz
guadrada da frequéncia. Este comportamento € caracteristico de sistemas quase-
reversiveis, de acordo com os critérios de diagndstico da técnica [159].

Com a finalidade de \verificar a reversibilidade do comportamento

eletroquimico da dopamina observado pela técnica de voltametria ciclica, utilizou-se
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a técnica de voltametria de onda quadrada para comprovar este efeito. Foi realizado
um voltamograma de onda quadrada em tampdo PBS contendo 1,0x10“ mol L™ de
dopamina, utilizando-se os parametros anteriormente otimizados. Na Figura 57 esta

apresentada a separagdo das componentes de corrente.
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Figura 57 - Voltamogramas de onda quadrada do eletrodo Au-TLA na presenca de [DA] = 1x107° mol
L™ em meio de PBS 0,1 mol L™ com a=40 mV, AEs =4 mV, f=60s™ e pH 7,0 com a separacéo das
componentes de corrente direta, reversa e resultante

O pico de oxidacdo da DA mostrou boa definicdo nas curvas, apresentando
separacao das componentes de corrente direta, reversa e resultante. Também pode
ser observado que a corrente resultante € maior que a corrente direta, enquanto a
corrente reversa apresenta um pico de menor intensidade. Esse comportamento é
esperado para um sistema quase-reversivel, onde a corrente direta apresenta um
sinal 50% maior que a corrente reversa [122].

ApoOs otimizacdo das melhores condi¢cdes de trabalho e dos parametros que
envolvem a técnica, a curva analitica foi construida. Realizaram-se medidas

voltamétricas no intervalo de -0,1 a 0,5 V versus SCE em diferentes concentracdes
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de DA, de 1,07 a 6,6x10”" mol L™ em tamp&o PBS, empregando o eletrodo Au-TLA,

conforme Figura 58.

3,0

2,54
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1,54

0,1 0,2 03 04 05 0,6 0,7
[DA)/10 *mol.L ™
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-0,1 0,0 ' 0:1 ' 0:2 ' OI,3 ' 0,4 0,5
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Figura 58 — Voltamogramas de onda quadrada do eletrodo Au-TLA na presenca de DA em diferentes
concentracdes (1,07x107, 1,98x107, 2,94x107, 3,88x10”, 4,80x10”, 5,7x10”, 6,6x10" mol. L™).
Parametros utilizados: AEs =4 mV, a=40 mV e f = 60 Hz.

A curva de calibracdo obtida por regressao linear para o eletrodo na presenca
de DA e sua respectiva equacéao da reta, coeficiente de correlagdo (r), sensibilidade,
limite de detecc¢éo (LD) e de quantificacéo (LQ), sdo mostrados na Tabela 18.

Para a determinagédo do limite de detecgéo utilizou-se o desvio padrdo da
média aritmética das correntes obtidas de dez voltamogramas de brancos, no
mesmo potencial do pico de oxidacdo da dopamina, segundo a equagao 8. O limite
de quantificacdo (LQ) foi calculado a partir da média aritmética de 10 voltamogramas

do branco, seguindo os mesmos critérios do LD, conforme a equacéao 9.
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Tabela 18 — Pardmetros analiticos obtidos pela técnica de voltametria de onda quadrada em meio a
DA na faixa de concentragéo de 1,07x10” a 6,6x10" mol L.

Sensibilidade LD (limite de LQ (limite de
Equacéao da reta r
pA/molL * detecc&o) quantificac&o)

Y =0,591 + 3,233x | 0,9948 3,233 4,77x10% mol L | 1,59x107 mol L*

O valor calculado para o limite de deteccdo da dopamina (4,77x10® molL™)
utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada foi menor e mais sensivel
comparado a VC (1,42x10" mol L™). No entanto a VC apresentou melhor coeficiente
de correlacao (0,9994) comparada a VOQ.

O valor de LD corresponde a menor quantidade de um analito que pode ser
detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor exato. Na
pratica, isto significa que esta € a menor concentracdo do analito que pode ser
diferenciada do ruido do aparelho com seguranca [160]. Portanto conforme os dados
obtidos, a VOQ apresentou um LD menor comparada a técnica VC. Isso representa
que o eletrodo Au-TLA proporciona melhor sensibilidade e melhores condicbes para

aplicacdo como sensor, quando utiliza a técnica de VOQ.

4.6.5 Estudo da deteccdo de DA na presenca de AA

A DA e o AA coexistem no fluido extracelular do sistema nervoso central e no
soro, 0S quais possuem potenciais de oxidacdo similares em eletrodos solidos
convencionais. Quando se utiliza o eletrodo de ouro sem modificacdo para
determinacao do acido ascorbico (AA) e da dopamina (DA), os potenciais de pico de
oxidacdo do destas espécies sdo muito proximos uns dos outros e, portanto, torna-

se dificil separar estes compostos nestas condicoes.
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Ao utilizar a Au-TLA, a principio este problema pode ser minimizado, uma vez
gue o filme de acido tiolactico (pKa = 4,5), em pH 7,0 estd em sua forma anidnica na
superficie do eletrodo de trabalho, podendo atrair moléculas de DA, que estédo
principalmente na sua forma catibnica neste pH (pKa= 8,9). Por outro lado, nestas
mesmas condi¢cdes a molécula de AA esta na forma anibnica (pKa =4,2), assim
como o acido tiolactico, podendo sofrer uma repulsdo eletrostatica pela
monocamada, impossibilitando a sua chegada a superficie do eletrodo .

A Figura 59 mostra uma comparacgéo entre o voltamograma ciclico do Au-TLA

na presenca da DA e outro na presenca do AA.

I/uA
2

e

— AU-TLA
DA 1,0x10™ molL™
—— AA 1,0x10" molL™

-0,2 0,0 | O:2 | O:4 | O:6 | O:8
E/V (vs. SCE)

Figura 59 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo Au-TLA em solugdo Tampao PBS 0,1mol L em pH
7,0, velocidade de varredura 100 mV s™, na presenca de AA e DA.

Analisando estes voltamogramas pode-se concluir que a presenca de AA nao
interfere significativamente na determinacdo de dopamina, pois 0 voltamograma do
branco (resposta do eletrdlito) ndo apresentou diferenca significativa na sua resposta

eletroquimica quando adicionado o AA, na concentracéo de 1x10™“ molL™.
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Os resultados mostraram que o eletrodo Au-TLA € um eficiente sensor para a
deteccdo da DA e nao apresenta resposta relevante para o AA, o que desperta
interesse na investigacdo da seletividade e sensibilidade do eletrodo para a
determinacao da DA sem a interferéncia do AA.

A separacdo das respostas eletroquimicas dessas espécies € um desafio
devido aos seus sinais sobrepostos, quando utiliza-se a técnica de voltametria
ciclica. Para obter correntes de pico bem definidas e em alta velocidade de
varredura detectou a DA em meio de AA através da técnica de voltametria de onda

quadrada, segundo a Figura 60.

9 DA
2,94x10°mol.L™
6 1,0x10°mol.L™"
<
3
=
3 .
. AA
1x10” mol.L™
O .
T T T T

-0,2 | 0,0 | 0:2 | 0:4 | 0,6 0,8
E/V (vs. SCE)

Figura 60 — Voltamogramas de onda quadrada da DA (na faixa de 1,0 a 2,94x10° moIL'l) na
presenca de AA (1,0x10'2 mol L™ - concentracao fixa). ParAmetros utilizados: AEs =4 mV, a = 40 mV
ef=60Hz.

Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para o eletrodo Au-TLA
demonstraram a separacdo das respostas eletroquimicas do AA e DA quando

adicionados simultaneamente. Foram observados dois picos de oxidacdo, em 150
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mV e 490 mV (de menor intensidade) relacionados com as reacdes redox de DA e
AA, respectivamente. Esses resultados possibilitam a deteccdo da DA sem
interferéncia do AA, uma vez que oxidam em potenciais diferentes, com uma
separacao de pico de 340 mV, esses valores estdo de acordo com a literatura. [104,
155].

O éacido ascérbico sofreu um grande deslocamento de potencial de oxidacao
comparado ao seu comportamento na literatura [155], no qual o pico caracteristico
do AA é encontrado em potenciais mais negativos que os da DA. Esse fato ocorre
devido as repulsdes sofridas pelo AA e a monocamada de acido tiolactico que estéo

carregadas negativamente, tornando o processo cinético mais lento.
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5.0 CONCLUSAO

Neste trabalho, verificou-se a influéncia do tipo de SAM utilizada na confeccao
do eletrodo de ouro modificado. Os eletrodos modificados com monocamadas auto-
organizadas do acido 3-mercaptopropionico, acido mercaptoundecandico, acido
tiolactico e da cistamina foram caracterizados por métodos eletroquimicos. Os
eletrodos Au-MPA e o Au-TLA obtiveram melhor recobrimento da superficie no
tempo de imersdo de 3 horas, enquanto o Au-MUA e o Au-CYS necessitaram de
maior tempo de imersao, de 24 horas, devido o MUA ser uma molécula de cadeia
longa e a CYS devido a sua imobilizacao envolver a quebra da ligacao S-S.

As SAMs de cadeias curtas apresentaram uma area de eletrodo de
aproximadamente 60% de superficie ativa em relacdo ao eletrodo de ouro sem
modificacdo, enquanto a molécula de MUA reduz essa area para 38%, devido a sua
cadeia longa, o que a torna livre de defeitos e pinholes mensuraveis.

Uma relagéo importante foi observada nos estudos de dessor¢ao redutiva das
SAMs por meio dos valores de excesso superficial obtidos, os quais foram da ordem
de 10® a 10™° mol.cm? onde foi possivel comprovar a existéncia das monocamadas.
N&o foram observadas perdas de respostas durante as determinacées e 0s
eletrodos se mostraram reprodutiveis em todos os casos. Apesar da renovacao da
superficie, estes apresentaram relativa estabilidade na escala de tempo dos
experimentos realizados.

Através da técnica de EIE, pode-se comprovar que para o eletrodo de ouro
sem modificacdo e do Au-CYS, o processo de transferéncia de elétrons ocorre de
maneira rapida, diferentemente, no Au-MPA, Au-MUA e no Au-TLA, onde 0 processo

torna-se mais lento.
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Estes eletrodos foram utilizados para deteccdo do farmaco dopamina na
presenca do acido ascorbico através da voltametria ciclica. O processo redox da
molécula de dopamina, sobre todos os eletrodos modificados com SAMs, foi quase-
reversivel. No entanto, dentre os sistemas estudados, a SAM Au-TLA foi a que
apresentou o par de picos redox mais bem definido, com um AEp de 260 mV, além
da DA oxidar em um potencial menos positivo em relacdo aos demais eletrodos.
Este resultado foi bastante surpreendente uma vez que o acido tiolactico ndo € muito
aplicado em sensores nos trabalhos descritos da literatura.

A partir de estudos de pH na presenca de DA, observou-se que a melhor faixa
para se detectar este analito sobre a Au-TLA sem a interferéncia do AA € em pH 7,0
uma vez que o filme de acido tiolactico (pKa = 4,5), neste pH encontra-se em sua
forma anibnica na superficie do Au, podendo atrair moléculas de DA, que estéao
principalmente na sua forma catibnica neste pH (pKa= 8,9). Por outro lado, nestas
mesmas condigcbes a molécula de AA estd na forma anibnica (pKa= 4,2), assim
como o0 acido tiolactico, podendo sofrer uma repulsdo eletrostatica pela
monocamada, impossibilitando a sua chegada a superficie do eletrodo .

Medidas de voltametria de onda quadrada utilizando-se o0 Au-TLA,
possibilitaram a determinacdo de DA com limites de deteccdo na ordem de 10®
molL™. A partir desta técnica, pode ser observado que este eletrodo apresentou um
comportamento seletivo, distinguindo os picos de oxidacao para DA (Epa= 150 mV)
e AA (Epa= 490 mV), com uma separacao de potencial de 340 mV. Tais resultados
indicam que o Au-TLA pode ser aplicado como um possivel sensor para a
determinacao simultinea dessas espécies.

Finalmente, a possibilidade de se vislumbrar as propriedades da superficie

modificada é muito importante, pois se torna possivel prever ou até mesmo estimar
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quais espécies podem ser analisadas ou quais processos de imobilizacdo de

complexos ou biomoléculas podem se tornar mais eficiente para determinada SAM.



125

6.0 PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados obtidos, alguns pontos ainda merecem ser estudados
com maior profundidade, além de permitir novas possibilidades de continuacéo deste
trabalho:
- Estudos mais aprofundados de Espectroscopia de Impedéancia eletroquimica na
presenca do analito DA,
- Caracterizacdo morfolégica das monocamadas por Microscopia de Forca Atdémica
(AFM) e/ou Microscopia de Tunelamento (STM).
- Aplicacao deste eletrodo em amostras reais (farmacos e plasma sanguineo);
- Modificacdo da superficie da superficie SAM com complexos metélicos e/ou
enzimas com o intuito de aumentar a seletividade e sensibilidade dos eletrodos
desenvolvidos;
- Uma das perspectivas futuras para continuacdo deste trabalho se concentra em
explorar sua aplicacdo analitica, na determinacdo simultdnea destes farmacos que

possuam estruturas similares.
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