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RESUMO

O emprego das técnicas de eletroquimica, microbalanca de cristal quartzo (QCM — Quartz Crystal
Microbalance) e ressonancia de plasmons de superficie (SPR — Surface Plasmon Resonance)
mostram que as espécies 1,4-ditiano (1,4-dt), 4-mercaptopiridina (pyS), 5-(4-piridil)-1,3,4-
oxadiazol-2-tiol (Hpyt), tionicotinamida (TNA) e isotionicotinamida (iTNA) experimentam
adsorcdo espontanea formando SAMs (Self-Assembled Monolayers) como resultado da imersdo de
substratos de ouro em solugdo contendo estas espécies. As imagens obtidas por microscopia de
varredura por tunelamento (STM — Scanning Tunneling Microscopy) indicam um arranjo proximo
do hexagonal com excecdo da iTNA cujas imagens nao foram conclusivas. Adicionalmente, as
imagens indicam a existéncia de defeitos nas SAMs mesmo ap6s longos periodos de imerséo (24
h). Os estudos termodinamicos e cinéticos dos processos de adsor¢do foram realizados por
desorcéo redutiva em meio alcalino e QCM. Os valores dos potenciais de desorc¢ao redutiva, Eg,
foram observados em —0,9, —0,8 e —0,5 V vs. Ag/AgCI/CI" para a desorcéo de iTNA, TNA e Hpyt,
respectivamente. Comparativamente as espécies 1,4-dt (0,8 V) e pyS (-0,5 V), o valor de Eq da
SAM de Hpyt indica uma interacdo o ao passo que aqueles observados para iTNA e TNA sugerem
uma contribuigdo = adicional. Os valores de quantidade de material adsorvido (/) e da taxa de
recobrimento da superficie (0), calculados por desor¢do redutiva e impedancia eletroquimica,
respectivamente, foram consistentes com as imagens de STM. Comparativamente aos resultados de
desorcdo, os maiores valores de 77 determinados por QCM foram atribuidos a presenga de
moléculas de agua co-adsorvidas visto que foi observada uma relagdo linear entre 0 excesso de
massa e 0 momento de dipolo das espécies modificadoras. As curvas de desor¢do obtidas para pyS
indicam a decomposi¢cdo da monocamada ndo possibilitando, portanto, a determinacdo dos
parametros termodindmicos e cinéticos de adsor¢do. A correlagdo com os resultados obtidos apds
imersdo do eletrodo de ouro em solucdo de Na,S sugere que este processo esta associado a quebra
da ligagao C—S com formagdo de uma camada de enxofre atdmico e/ou oligomérico. As isotermas
de adsorcdo obtidas para os processos de formagdo das SAMs de Hpyt, TNA e iTNA, adequaram-
se a0 modelo de Langmuir permitindo a determinacdo da variacdo da energia livre de adsorcdo,
AGags, como —35,9, —38,5 ¢ —34,9 kI mol *, respectivamente. Estes valores so indicativos de
interacdo forte sendo caracteristicos de processos de quimissor¢do. Para 0 modelo de Frumkin, os
dados apresentaram melhores correlacdes quando o pardmetro de interagdo (g) foi fixado em —0,45,
-0,30 ¢ —0,10, respectivamente, para as SAMs de Hpyt, TNA e iTNA indicando interacGes
repulsivas entre as moléculas adjacentes. Os valores de pKa das SAMs de Hpyt (4,2), TNA (5,0 e
8,5) e iTNA (4,5 e 7,9) foi determinado por voltametria utilizando-se o fon complexo [Fe(CN)s]*".
Neste estudo, foram sugeridas modificacdes, uma vez que o método proposto na literatura dificulta
a determinacdo de mais de um valor de pKa como observado para as moléculas de TNA e iTNA.
As reacdes de transferéncia de elétrons (TE) das metaloproteinas citocromo ¢ (cyt ¢) e mioglobina
(Mb) foram estudadas utilizando-se as SAMs de Hpyt, TNA, iTNA, pyS e 1,4-dt. Para as SAMs de
TNA e iTNA, o deslocamento positivo de 0,2V no valor do potencial de meia-onda do cyt ¢
(pH~7,0) em relacdo a forma nativa, foi atribuido & densidade de carga positiva resultante da
protonacao do grupo NH, (pKa ~ 8,0). Resultados de QCM e SPR indicaram que h& a formagéo de
uma monocamada de cyt ¢ sobre as SAMs estudadas. Esta monocamada, embora ndo sendo redox
ativa, permite o estudo da reacdo de TE das moléculas de cyt ¢ em solucdo sugerindo que este
processo pode envolver os orbitais das moléculas modificadoras. Para a metaloproteina Mb,
utilizou-se uma SAM formada pelo aminoéacido L-cisteina (cys), uma vez que nenhuma das SAMs
estudadas acessou a reacdo de TE. O processo redox foi observado em 0,086 V 0 que sugere a
forma nativa. Os dados de QCM e SPR indicaram, também, a formag&o de uma monocamada sobre
a SAM de cys (Au/cys/Mb). Valores de —49,67 kJ mol—" e —0,15 para AGag € g, respectivamente,
foram calculados para a formacdo da monocamada de Mb sobre a SAM de cys. O eletrodo
Au/cys/Mb apresentou atividade catalitica em relacéo a reacdo de oxidacao do acido ascérbico com
uma diminuicdo de 400 mV no sobrepotencial e uma reacdo cineticamente controlada com uma
constante de velocidade, k;, de ~2,0 x 10* L mol™* s™.



ABSTRACT

Electrochemical techniques, quartz crystal microbalance (QCM) and surface plasmons resonance
(SPR) were used to study the formation of self-assembled monolayers (SAMs) of 1,4-ditiano (1,4-
dt), 4-mercaptopyridine (pyS), 5-(4-piridinyl)-1,3,4-oxadiazole-2-thiol (Hpyt), thionicotinamide
(TNA) and thioisonicotinamide (iTNA) as a result of the immersion of gold substrates into the
respective solutions. STM (Scanning Tunneling Microscopy) images indicate the sulfur atom as the
adsorption site of these molecules and a hexagonal conformation on surface. For the iTNA
molecule, the images were not conclusive. In addition, the images indicated the existence of
defects even after longer immersion times (24 h). Thermodynamic and Kinetic aspects of the
adsorption process were evaluated by reductive desorption in alkaline media and QCM. The
reductive desorption potentials, Eg4, were observed at —0.9, —0.8, and —0.5 V vs. Ag/AgCI for the
desorption of iTNA, TNA and Hpyt, respectively. In comparison to 1,4-dt (—0.8 V) and pyS (0.5
V) species, the E4 value of Hpyt indicates a o interaction whereas those of iTNA and TNA
indicate an additional = contribution. The values of the concentration of adsorbed material, 7; and
fractional coverage (6 ~ 0.9), determined, respectively, by reductive desorption and impedance are
consistent with the STM images. In comparison to the desorption data, the higher values of I”
calculated by QCM were assigned to the presence of water molecules since a linear relation was
observed between the dipole moment and the mass change calculated by QCM. The desorption
curves acquired for the pyS SAM indicated the decomposition of the monolayer thus not allowing
the determination of the thermodynamic and kinetic parameters of adsorption. In comparison with
the results obtained for the electrode modified after immersion in Na,S solution, it was suggested
that this process is associated to the cleavage of the C—S bond which results in the formation of an
adlayer composed of atomic and/or oligomeric sulfur species. The adsorption isotherms for Hpyt,
TNA and iTNA fitted the Langmuir model of adsorption allowing the determination of the free
energy of adsorption, AG,4, as —35.9, —38.5 and —34,9 kJ/mol, respectively. These values are
indicative of strong interaction being typical of chemisorption. For the Frumkin model, the best
correlation was found when the interaction parameter, g, was established as —0.45, —0.20 and —0.10
for Hpyt, TNA and iTNA, respectively, indicating repulsive interactions between the adjacent
molecules. Cyclic voltammetry was used to determinate the pKa of the SAMs of Hpyt (4.2), TNA
(5.0 and 8.5) and iTNA (4.5 and 7.9) by using [Fe(CN)¢]’~ as a probe molecule. For this study,
some changes were suggested since in the method proposed in the literature the existence of more
than one protonation site was not considered thus not allowing the determination of more than one
pKa value as was observed for TNA and iTNA molecules. Electron transfer reactions (TE) of
cytochrome ¢ (cyt ¢) and myoglobin (Mb) metalloproteins were studied by using the SAMs of
Hpyt, TNA, iTNA, pyS and 1,4-dt. For the SAMs formed with TNA and iTNA, the positive shift
of 0.2V on the half-wave potential of cyt ¢ in relation to that of the native protein, was assigned to
the positive charge density on surface in consequence of the protonation of NH, groups (pKa~8.0)
since these measurements were carried out in physiological medium. QCM and SPR data indicated
the formation of a monolayer of cyt ¢ on the studied SAMSs. This monolayer, although not being
electroactive, allows the study of the TE reaction of the cyt ¢ molecules in solution suggesting that
this process involves the orbitals of the modifier molecules. For the Mb metalloprotein, a SAM of
L-cysteine amino acid was used since none of the studied sulfur molecules was able to access the
TE reaction. The redox process was observed at 0.086 V suggesting the native form of Mb. QCM
and SPR data indicated, also, the formation of a monolayer of Mb on the cys SAM (Au/cys/Mb).
Values of —49.67 kJ mol-* and —0.15 for 4G, and 0, respectively, were calculated for the
formation of the monolayer of Mb on the cys SAM. The electrode Au/cys/Mb presented catalytic
activity toward the oxidation reaction of ascorbic acid presenting a decrease of 400 mV in the
overpotential and a kinetic controlled with a rate constant, k;, of 2.0 x 10* L mol™ s™.
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1 - Introducio

1. INTRODUCAO

1.1 Monocamadas Automontadas

Monocamadas automontadas (SAMs — “Self-Assembled Monolayers”)* sdo
definidas como agregados moleculares formados espontaneamente sobre uma superficie
solida por adsor¢do de moléculas que apresentam uma regido com forte afinidade a
superficie e outra que apresenta fraca ou nenhuma afinidade. Do ponto de vista
energético, as monocamadas automontadas s&o constituidas por trés regides®, conforme é

ilustrado na Figura 1.1.

Nanoporos
F“\--‘
> Grupo
Funcional
Terminal
Sitio de
Adsorc¢ao

Superficie Solida

Figura 1.1 - Modelo esquematico de uma monocamada automontada sobre uma superficie sélida.

A primeira regido (X) € o "grupo cabeca” que apresenta o sitio de adsor¢do com a
superficie. A segunda regido normalmente € uma cadeia organica intermediaria
constituida, nos sistemas mais simples, por uma cadeia alquila. A energia associada as
interagdes intermoleculares entre as cadeias depende tanto da extensdo como da
densidade do empacotamento destas. Estas interacdes e a estrutura molecular do

adsorbato podem induzir a uma dada inclinacdo (Z) em relacdo a superficie e a presenca

1
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de nanoporos que podem permitir o acesso a superficie. A terceira regido (Y) é
constituida de um grupo funcional terminal capaz de interagir com espécies presentes na

fase em contato.

O primeiro exemplo de monocamada automontada foi atribuido a preparacdo de
uma monocamada de um surfactante sobre uma superficie metalica por Zisman e
colaboradores® em 1946. Em 1982, Taniguchi e colaboradores® utilizaram eletrodos de
ouro modificados com bis(4-piridil)dissulfeto (pySSpy) e bis(4-piridil)sulfeto (pySpy)
para estudar a reacdo de transferéncia de elétrons (TE) do citocromo ¢ (cyt c). Entretanto,
0 inicio da investigacdo dos sistemas de monocamadas automontadas sobre superficies
metalicas é, geralmente, atribuido® ao estudo de Nuzzo e Allara®(1983) que prepararam
monocamadas de compostos sulfurados sobre ouro por adsor¢do em soluc@es diluidas de
dissulfetos.

O estudo sobre monocamadas tem focado varios sistemas, incluindo &cidos graxos
em 6xidos metalicos®, derivados de organosilanos em superficie hidroxilada’ e compostos

sulfurados em superficies metélicas®®%

. O Ultimo desses sistemas é amplamente
estudado devido & combinacdo de alta ordenacéo estrutural’®, diversidade de grupos
terminais e facilidade de preparacdo e analise. Além disso, o ouro é o substrato mais

utilizado devido, fundamentalmente, aos aspectos listados abaixo:
(1) facilidade de obtengéo;

(2) inércia quimica em relacdo as reacdes de oxidacdo por oxigénio da atmosfera e as
reacGes com a maioria dos reagentes quimicos, exceto com aqueles que possuem enxofre,

neste caso a reacdo é altamente espontanea'";

(3) emprego como substrato em varias técnicas, tais como: Ressonancia de Plasmons de
superficie (SPR — “Surface Plasmon Resonance”), Microbalanga de Cristal de Quartzo
(QCM — “Quartz Crystal Microbalance”), Espalhamento Raman Intensificado pela
Superficie (SERS — “Surface-Enhanced Raman Scattering™), Microscopia de Varredura
por Tunelamento (STM — “Scanning Tunneling Microscope™) e Espectroscopia de
Impedancia Eletroquimica, EIE, (EIS — “Electrochemical Impedance Spectroscopy”);

(4) compatibilidade celular, ou seja, permite o estudo do comportamento celular sem

apresentar toxicidade.
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O procedimento vastamente empregado para formac&o™®** de monocamadas
automontadas sobre superficies metalicas é a imersdo desses substratos limpos em uma
solucdo contendo um composto capaz de experimentar adsor¢do. Embora existam ddvidas

22326 \iam  tentando

relacionadas a interacdo adsorbato/substrato, diversos estudos
descrever essa interacdo, principalmente de compostos sulfurados em superficie de ouro.

6

Alguns modelos®® s3o utilizados na investigacdo teérica da interacdo Au-S,

conforme ilustrado na Figura 1.2.

on-top bridge fce hcp
1.09 H
09 H— -t
H 109.0 |1.88
) 180.0
258/ |1.97
S leAu
Au Au Auié&
i TAu
Au Au ®

2a camada de ouro
Visdo superior

\

@a [

Figura 1.2— Representacio das geometrias® utilizadas nos calculos tedricos para quimissorcéo de
enxofre sobre estrutura monocristalina hexagonal (V3xV3R30°) de ouro. Comprimentos de ligacdo

estdo em A e angulos de ligacao estdo em grau. A distancia Au-Au é fixada em 2,884 A.

De acordo com a figura acima, o enxofre pode interagir de diferentes maneiras com

a superficie hexagonal (V3xV3R30°) de ouro monocristalino. A adsorcio pode ocorrer na
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camada de ouro mais externa envolvendo um atomo do metal, on-top, ou entre dois
atomos do metal, bridge. A adsorcdo, também, pode ocorrer em uma regido entre trés
atomos da camada mais externa da superficie podendo ser rede cubica de face centrada
(fcc “face-centered cubic”) ou rede hexagonal fechada (hcp “hexagonal close-packed”).
A diferenca entre ffc e hcp é a presenca de um atomo da segunda camada de ouro logo

abaixo do sitio de adsorcéo.

Sellers e colaboradores? utilizaram, pela primeira vez, o método ab initio para
otimizar a geometria de —SH e —SCH3 sobre modelos de superficie de ouro monocristalino
(Au(111)). De acordo com os autores, para a adsorcdo em sitios on-top, a ligacédo entre a
superficie e o enxofre tem, principalmente, cardter c com uma pequena contribui¢do .
Esta ligacdo € concentrada, basicamente, sobre um Gnico 4&tomo do metal e o enxofre
apresentando uma hibridizaco sp® comum angulo de 109° para Au-S-R. Considerando o
eiXxo z como eixo internuclear, a ligacdo o € realizada principalmente pelos orbitais p, do
enxofre e 0 6s do ouro, com contribuicdes significativas dos orbitais 6p, e 5d,> do metal.
Os orbitais p perpendiculares a superficie também podem contribuir para a ligagdo.
Sellers® sugere que a ligacdo do 4tomo de enxofre a essas superficies envolve vérios
atomos do metal e ndo pode ser interpretada em termos de um atomo de metal individual.
A adsorcdo é mais estavel quando o 4&tomo de enxofre assume uma hibridizacdo sp com
um angulo de 188° (Au-S-R) e penetra entre os espagos vazios na estrutura do metal.
Dessa forma, o enxofre interage com varios atomos de ouro incluindo &tomos da segunda

camada mais externa.

De acordo com Hoffmann e colaboradores®®, a intera¢do o é dominante no modelo
on-top. Para os modelos de bridge, ffc e hcp (Figura 1.3) a contribui¢cdo m € considerada
corroborando 0s resultados teéricos de Sellers. Para Hoffmann?® a interagio m ¢ mais
intensa para a adsor¢cdo nos modelos ffc e hcp sendo maximizada quando o &ngulo Au-S-
CHs é de 180°. Hoffmann® determinou, também, que a adsorcédo seguindo os modelos fcc
e hcp séo energicamente equivalentes indicando que a segunda camada de Au tem pouca
influéncia. Dessa forma, foi sugerido que preferéncia para a adsorcdo de —SCHj3 segue a

seguinte ordem: (fcc e hcp)>bridge>on-top.
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. G5l Au)
tipo 10
z 3p,(S) 3s(S)
/k 6p.(AL)
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Gs(AL) 1 B, Au)
tipo tpo O

Figura 1.3 — Representacdo esquematica das interacdes entre SCH; e superficies para diferentes

modelos de adsorc¢do. Adaptado da referéncia 26.

Compostos alcanotiois com diferentes caracteristicas tém sido frequentemente
estudados e incluem: n-alcanotiois (HS—(CH;),—CHjs); alcanoditiéis (HS—(CH,),—SH);
hidroxialcanotidis (HS—(CHy),—OH); carboxialcanotiois  (HS—(CH;),—COOH);
aminoalcanotiéis (HS—(CH),—NH). Quando n > 9, estas monocamadas apresentam
elevado grau de ordenagdo com distribuicdo molecular hexagonal®” (V3xV3R30°) e
empacotamento com inclinacdo de 30° em relagdo ao plano da superficie. Para cadeias
curtas®®, as monocamadas apresentam menor grau de ordenacdo demostrando a
importancia® das forcas de Van der Waals entre as cadeias paralelas. Dois modos de

ligacdo tém sido atribuido a adsor¢do de alcanotidis sobre Au (111), um com angulo (Au-
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S-C) em torno de 180° (sp) e outro de 109° (sp®). Desta forma, as interacdes laterais

podem determinar o angulo final (Au-S-C).

Monocamadas automontadas de tiéis aromaticos®® também tém sido estudadas para
modificar superficies metalicas para uma variedade de aplicacdes®***°. A adsorcdo de
tidis aromaticos inclui: tiofendis, benzenotidis e mercaptopiridinas dentre outros. Esses

tiois sdo interessantes por diversas razfes, podendo—se citar:

— as moléculas sdo altamente anisotropicas permitindo interacGes intermoleculares mais
fortes do que entre alcanotidis, e pode levar a diferentes empacotamentos

31,32

moleculares O empilhamento =n-n, por exemplo, favorece o alinhamento das

moléculas de maneira semelhante a cadeias de polimeros;

— Os eléetrons sdo mais deslocalizados do que nas cadeias de alcanos, o que significa uma

maior condutancia elétrica;

— Vaérios grupos funcionais podem ser introduzidos na extremidade oposta, que tém sido
utilizadas para modificar as propriedades da superficie do eletrodo. Apesar do fato que
varias monocamadas de compostos aromaticos tenham sido utilizadas, estas sdo menos

compreendidas que aquelas formadas por alcanotidis.

Monocamadas podem ser utilizadas em diversas aplica¢fes técnicas. A modulacéo
de monocamadas permite desde a protecdo da superficie contra corrosdo até o uso como
elemento ativo em sensores. Em todos os casos, o entendimento da formacgédo e da
estrutura da monocamada € um pré-requisito para 0 uso bem sucedido em aplicacdes

técnicas. Dentre as aplicacGes mais importantes, estdo inclusas:
(1) protecdo de superficie, como evitar corrosao e prote¢cdo mecanica;
(2) ancoragéo de biomoléculas, adsorgéo seletiva e biocompatibilidade;

(3) modelo de superficies quimicas, como modulacdo de superficie com finalidades

especificas para o controle de reacdes quimicas;

(4) propriedades eletrdnicas, como transferéncia de elétrons através de moléculas e

eletrénica molecular;
(5) desenvolvimento de sensores especificos e seletivos.

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos é uma das areas de maior e mais

rapido crescimento dentro da Quimica Analitica. Isto é atribuido, principalmente, aos
6
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novos desafios impostos por amostras de interesse industrial, clinico, bioldgico e
ambiental que tém levado a uma crescente busca por sensores com melhores
caracteristicas, tais como: alta sensibilidade, seletividade e estabilidade®*. Alguns
sensores atuais, entretanto, ainda apresentam limitaces em relacdo a seletividade e
tamanho. Sensores eletroquimicos baseados em monocamadas automontadas sdo bastante
atrativos, pois podem combinar a alta sensibilidade dos métodos eletroquimicos
tradicionais com as novas possibilidades do aumento da seletividade e estabilidade das
monocamadas. Muitas das limitagdes atuais dos sensores eletroquimicos podem ser
superadas pela modificacdo/planejamento das superficies em escala molecular,
adequando-se, desta forma, as necessidades especificas em funcdo de sua aplicacao.
Assim, as monocamadas podem, também, contribuir para prover um ambiente favoravel
para a analise de compostos alvos, tornando o sensor menos susceptivel as condi¢des das
amostras. Manipulagbes da arquitetura molecular superficial dos eletrodos podem
oferecer novos niveis de reatividade e aplicabilidade. Esta manipulacdo permite a
confeccédo de eletrodos mais seletivos e sensiveis para o estudo da transferéncia eletronica
direta entre materiais biocataliticos e eletrodos além de proporcionar uma melhor
compreensdo dos mecanismos de inumeros processos quimicos e bioldgicos. Dentre estes
podem se citar o estudo eletroquimico das metaloproteinas citocromo c¢ (cyt c) e
mioglobina (Mb) as quais exercem papéis fundamentais, respectivamente, de
transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria e no armazenamento de oxigénio no tecido

muscular.

1.2 Citocromo ¢

O citocromo ¢ (cyt c) € uma metaloproteina mitocondrial evolutivamente
conservada e largamente distribuidas nos organismos. O cyt ¢ € uma das proteinas mais
importante e extensivamente estudada, parcialmente devido a sua alta solubilidade em
agua em relacéo as outras metaloproteinas. A primeira estrutura dessa proteina, extraida
de coragdo cavalo na forma oxidada, foi determinada® no final de década de 60 via
Cristalografia de Raios-X com uma resolucdo de 4 A. Estruturas em alta resolucio foram
subsequentemente publicadas® permitindo, desta forma, uma visdo mais detalhada das

propriedades estruturais basicas (Figural.4). Do ponto de vista estrutural, o cyt ¢ € uma
7
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proteina relativamente simples, constituida por apenas 104 aminoacidos e com massa
molecular de 12384 Da. Apresenta, além disso, elevada densidade de carga positiva com

carga liquida +8 em pH neutro e ponto isoelétrico (pl) de 9,6.

A B N
%,/N\/CH\ c//o
! o H,C \f
His-18
N S
\ /N/\ Cys1d k % /N—cu—c—§
Hzc\ N lHZ Cys-17

S,

H
g—C—CH—N—é

° Grupo Heme

Figura 1.4 — (A) Estrutura tridimensional do cyt ¢ de coragdo de cavalo®. (B) Estrutura quimica
detalhada do grupo heme.

O grupo heme do cyt c, tanto no estado oxidado Fe(ll1) como no reduzido Fe(ll),
apresenta uma configuracdo hexacoordenada complexada por quatro atomos de
nitrogénio do anel porfirinico no plano equatorial, enquanto os amino&cidos histidina
(His-18) e metionina (Met-80) atuam como ligantes axiais. Esse grupo é covalentemente
ligado a cadeia peptidica por meio de ligacdes tioéter com os residuos de cisteina (Cys-14
e Cys-17). A presenca de aminoacidos alifaticos e aromaticos nas cadeias laterais da
proteina fornece um ambiente hidrofébico nas vizinhancas do grupo heme. De modo que
somente 7,5% deste grupo encontra-se exposto ao solvente®. Nessa regido,

35,36

possivelmente, encontra-se o sitio®>*® onde ocorre a transferéncia de elétrons (TE) para o

citocromo ¢ oxidase (CCO) durante o processo de respiracdo celular.
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O cyt ¢ é uma proteina multifuncional®” que esta envolvida nas decisdes de vida e
morte celular. In vivo, esta proteina transfere um elétron do complexo Il para o complexo
IV, componentes da cadeia transportadora de elétrons na membrana mitocondrial, durante
a respiracdo celular. Sendo, portanto, uma parte indispensavel do processo de producao
de energia. A deteccéo de quatro sitios*®“° de fosforilacdo no cyt ¢ sugere que as fungdes
sdo reguladas por vias de sinalizacdo celular. Esse efeito tem um papel essencial no
controle da quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células com condicGes
saudéveis. Durante estresse celular, em contra partida, o cyt ¢ torna-se desfosforilado® e
tem funcdo na morte celular programada, apoptose. O conhecimento das vias especificas
gue operam estes mecanismos de regulacao e os seus efeitos podem se tornar um caminho
importante®” para o direcionamento terapéutico de vérias doencas humanas, incluindo

doencas neurodegenerativas, insuficiéncia cardiaca congestiva e cancer.

1.3 Estudos Eletroquimicos do cyt ¢

Os primeiros estudos do cyt ¢ aplicando técnicas eletroquimicas convencionais

obtiveram sucesso limitado. A reducdo eletroquimica do cyt ¢ (Fe(lll)) de coracdo de

41,42

cavalo utilizando eletrodos de mercurio e de platina®, por exemplo, apresentaram

uma TE lenta com potencial de reducdo em aproximadamente —1,0V vs. Ag/AgCI/CI'.
Resultados publicados posteriormente sugerem que 0s estudos eletroquimicos de
proteinas sdo dificultados em parte, devido ao fato do grupo heme estar protegido pela

superficie da proteina e, também, a forte adsorcdo em Pt, Hg, Au, Ag e outros eletrodos
metalicos™®*.

No final da decada de 70, a eletroquimica direta do cyt ¢ foi obtida por Yeh e

Kuwana** utilizando eletrodo de estanho dopado com indio (ITO) e por Hill e

13,14

colaboradores™ " utilizando eletrodos de ouro e introduzindo 4,4'-bipiridina (4,4’-bpy) ou

1,2-bis(4-piridil)etileno & solucdo da proteina. De acordo com Hill*>*

, €ssas espeécies
podem formar filmes moleculares condutores sobre a superficie de ouro. Visto que estas
apresentam propriedades de condugdo via sistema de conjugacdo de elétrons m em

33,34

complexos polinucleares de metais de transicdo®’. Esses autores observaram que as

espécies 1,2-bis(4-piridil)etileno e 4,4'-bpy promovem a TE enquanto as espécies 1,2-

9
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bis(4-piridil)etano, piridina, pirazina e 4-fenilpiridina ndo sdo efetivas. Desta forma,
sugerem que a presenca de uma monocamada condutora € importante para a TE entre o
cyt ¢ e a superficie de ouro. Neste contexto, a pirazina também deveria ser efetiva. Este
fato, todavia, ndo é bem justificado pelos autores. O potencial formal, E;/,, para a reagdo
de TE utilizando promotores efetivos foi determinado em aproximadamente 0,05 V vs.
Ag/AgCI/CI" com comportamento de sistema quasi-revesivel controlado por difusdo
(coeficiente de difusdo, D = 9,4 x 107 cm? s'). O acompanhamento espectroeletroquimico
da reducgdo e oxidagdo indica que a proteina se mantém na sua forma nativa e que as
espécies 4,4'-bpy e 1,2-bis(4-piridil)etileno ndo coordenam-se diretamente ao grupo

heme.

No inicio da década de 80, Hill e colaboradores® utilizaram as técnicas de eletrodo
de disco rotatorio (RDE) e eletrodo de disco-anel rotatério (RRDE) para estudar a
oxidacdo e reducdo do cyt ¢ utilizando monocamada de 4,4’-bpy sobre ouro. A partir dos
resultados obtidos, os autores concluiram que a corrente limite (i) ndo € controlada
exclusivamente por difusdo indicando uma etapa de adsor¢do. Esta interacdo é atribuida
as ligacdes de hidrogénio entre residuos de lisina positivamente carregados e os pares de
elétrons do nitrogénio piridinico da 4,4-bpy similarmente ao que é sugerido para a reacao
de TE entre o cyt c e CCO®.

Em 1982, Taniguchi e colaboradores’ introduziram as espécies bis(4-
piridil)dissulfeto (pySSpy) e bis(4-piridil)sulfeto (pySpy) como modificadores de
eletrodos de ouro. Estas espécies, em relacdo a 4,4'-bpy, sdo mais interessantes, uma vez
que apresentam uma interacdo significantemente maior com a superficie de ouro
formando monocamadas (SAM®) espontaneamente com elevado grau de organizagdo e
estabilidade mecénica. O valor de Ej, do cyt ¢ utilizando eletrodo de ouro modificado
com pySSpy ou pySpy foi determinado como 0,05V vs. Ag/AgCI/CIT com
comportamento de sistema quasi-revesivel controlado por difusdo (D = 6,5-10,2 x 10~
cm?® s™1). Os resultados obtidos apresentaram grande concordancia com o0s previamente

publicados por Hill*? (Figura 1.5).

De acordo com Taniguchi?, a adic&o destas espécies sulfuradas em solucéo de cyt ¢
ndo apresentaram alteragdes significativas no espectro eletrénico indicando que estas néo
se coordenam ao atomo de ferro do grupo heme. Entretanto, um aumento relativo na
reversibilidade das reacbes de TE foi observado quando o eletrodo de ouro foi

10



1 - Introducio

previamente imerso em uma solucdo contendo o modificador para a formacdo da

monocamada.

A partir do trabalho de Taniguchi, compostos sulfurados tém sido os sistemas mais
utilizados para modificar eletrodo com o intuito de estudar o processo de TE do cyt c.

@w |

Figura 1.5 — Voltamogramas ciclicos para o eletrodo de ouro na presenca de (A) 4,4’-bpy e (B)
pySSpy em NaClO, 0,1 mol L™ e tamp&o fosfato 0,02 mol L™ pH 7 contendo cyt ¢ 0,40 mmol L™.
Potencial em V vs. SCE (eletrodo de calomelano saturado - “saturated calomel electrode™) e
velocidade de varredura (v): (A) [a] 20, [b] 50 e [c] 100 mV s™ e (B) [a] 50, [b] 100, [c] 200 mV
s, Gréficos obtidos das referéncias 4 e 46.

1.4 Efeito da Monocamada na TE do cytc

Bond e colaboradores® estudaram a atividade redox do cyt ¢ em eletrodos rotatérios
e ultramicroeletrodos de ouro com e sem presenca de pySSpy como modificador. Os
autores sugerem que os dados sdo consistentes com uma ligagdo especifica entre o cyt c e
pySSpy. Além disso, sugerem que a adsor¢do do modificador também pode desbloquear
partes da superficie do eletrodo através do deslocamento de proteina adsorvida
fornecendo, assim, regides adequadas para a TE. Uma terceira possibilidade envolveria,

ainda, a ocorréncia simultanea dos dois processos.

11
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Sziics™ e colaboradores analisaram, por elipsometria, a adsorcdo de cyt ¢ sobre
ouro, na presenca e auséncia de pySSpy. Os autores concluiram que a proteina adsorve
irreversivelmente tanto no ouro limpo como modificado. O grau de desdobramento do cyt
c em ambas as superficies, todavia, foi completamente diferente. As medidas
elipsométricas indicam que a espessura do filme de cyt ¢ sobre a superficie modificada foi
de 38 +3 A, conforme esperado para o cyt ¢ na forma nativa. Para a adsorcdo na
superficie ndo modificada, a espessura foi de apenas 20 +2 A. Este fato é consistente a
forma desnaturada da proteina. Baseado em medidas de voltametria ciclica realizadas na
auséncia de cyt ¢ apos 120 min de imersédo do eletrodo de ouro em solucdo contendo cyt ¢
e pySSpy os autores observaram uma cobertura parcial de apenas 20% sugerindo que o
modificador previne a desnaturacdo da proteina. Sziics™ observou que a camada de
proteina desnaturada favorece a reducdo do cyt ¢ em solu¢do com a oxidacdo, porém,
sendo totalmente inexistente. A camada de proteina com mudancas conformacionais ou
na forma nativa torna-se, assim, um mediador para TE entre o metal e a proteina em
solugdo. Sziics e colaboradores® concluiram, também, que o Ey, da proteina desnaturada
desloca cerca de 400 mV para potenciais mais negativos em relacdo a forma nativa.
Ressaltando-se que a proteina adsorvida continua ativa como mediador da TE para a
reducdo do cyt c. Esta conclusdo contradiz o modelo de Bond e colaboradores™ que
considera o cyt ¢ desnaturado como inibidor da TE entre as moléculas desta proteina em
solucdo e a superficie do eletrodo. O estudo de Bond™ sugere que a TE controlada por
difusdo pode ser observado mesmo em eletrodo de ouro ndo modificado. Os
voltamogramas devem, contudo, ser registrados imediatamente apds o eletrodo entrar em
contato com a solucdo. A corrente de pico diminui rapidamente ao longo do tempo até
torna-se indistinguivel daquela observada somente na presenca do eletrolito. Para que a
resposta se mantenha ao longo do tempo, Bond®? indica a necessidade de modificadores
que apresentam um sitio de interacdo especifica com o cyt ¢ ou sejam condutores

conforme sugerido por Hill*®,

Alguns modificadores*® que inicialmente acreditou-se ndo preencher os requisitos

gerais de um promotor*®*°

, tais como 2,2'-bipiridina (2,2’-bpy) e pirazina, apresentaram
atividades quando adsorvidos sobre eletrodos rugosos apés longo tempo de imers&o™.
Neste caso, ndo se deve considerar a interacdo eletrostatica entre residuos protonados de

lisina do cyt c. De acordo com estes autores, a diferenca no comportamento de facilitar a

12
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TE parece resultar principalmente das diferentes forcas de adsorcdo que exige maiores
tempo para formacdo das monocamadas. Por outro lado, monocamadas com grupos
terminais fenila® e fendlico®, cujas imagens de STM revelam um grande recobrimento
da superficie do eletrodo ouro, ndo promovem a TE do cyt c. Para a espécie tiofenol®,
por exemplo, ndo existe razdo Gbvia para que este ndo funcione como um promotor.
Outros autores® acessaram a TE do cyt c utilizando alcanoti6is. Dessa forma,
contrariamente ao que foi sugerido nos primeiros trabalhos, a monocamada néo precisa
ser condutora para promover a TE entre a proteina e uma superficie metélica. Entretanto,
a monocamada precisa interagir com o cyt ¢ de forma que iniba a desnaturacéo e facilite

uma orientacdo da proteina adequada para que a reacdo de TE ocorra.

Whitesides e colaboradores® estudaram a TE do cyt ¢ utilizando monocamadas
automontadas com diferentes grupos terminais com o objetivo de compreender a relacéo
entre a estrutura destas e a tendéncia de adsorver a proteina. Conforme ilustrado na Figura
1.6, os autores utilizaram 0s grupos terminais —N"(CHs)s e —SO3 para superficies
carregadas, —COOH e —NH, para superficies cujas cargas dependem do estado de
protonagéo e os grupos —CH3 e fenila para superficies hidrofébicas. O grupo terminal tris-

etilenoglicol (—(EG)OH) foi utilizado como controle, devido ndo adsorver a proteina.

Os voltamogramas indicam que o cyt ¢ foi imobilizado nas monocamadas de
S(CH2)11N"(CH3); (curva a), S(CH2)1COOH (curva b), S(CH,)1;CHs (curva c)
S(CH2)11(CsH4)(CsHs) (curva e) e S(CH,);3:NH, (curva g).

As monocamadas constituidas pelas espécies hidrofobicas S(CH;)11CHs(curva ¢) e
S(CH,)11(CsH4)(CeHs) (curva e) adsorvem uma camada de cyt ¢ cujos os valores do Ejp,
foram 400 mV mais negativo do que aquele determinado para a forma nativa®. Este
deslocamento indica estas monocamadas propiciam a desnaturagdo da proteina. A
monocamada com grupo terminal NH, imobilizou, também, o cyt ¢ causando a
desnaturacdo com um valor da diferenga entre os potenciais de oxidacdo e redugdo em

aproximadamente 1,0 V (curva g).

As SAMs formadas por S(CH,)11N"(CHs)s (curva a) e S(CH,)1oCOOH (curva b)
imobilizam o cyt ¢ na sua forma nativa, Os processos apresentaram um comportamento
quasi-reversivel com Ey, de 0,04 e 0,13 V vs. Ag/AgCI/CI', respectivamente. Para a

monocamada de S(CH>)1:N*(CHz)s é observado um deslocamento positivo do valor de

13
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Eur em relacdo & forma nativa. De acordo com os autores®’, este deslocamento é devido &

presenca de grupos da monocamada positivamente carregados proximo ao grupo heme.

As SAMs de S(CH,)11SO3 e S(CH,)11(EG)3sOH nédo apresentaram resposta

eletroquimica para o cyt c.
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Figura 1.6 - Voltamogramas ciclicos para o eletrodo Au/SR na presenga em tampéo fosfato 1,0

mmol L™ pH 7, obtidos apés 30 min de imersdo em solugdo contendo cyt ¢ 0,10 mmol L™. Onde,
SR Corresponde: (a) S(CH2)11N+(CH3)3, (b) S(CHz)mCOOH, (C) S(CH2)11CH3, (d) S(CH2)11803_,
(e) S(CH,)(CgHy)-(CeHs), (f) S(CHy)11(OCH,CH,)30H, e (g) S(CH,)13:NH,. v = 0,1 Vs'emafe
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1,0 Vs* em g. Linha tracejada: voltamogramas ciclicos para o eletrodo modificado com as

respectivas monocamadas antes da imersao em solucdo de cyt c. Obtido da referéncia 57.

Whitesides e colaboradores® utilizaram, também, a técnica de ressonancia de
plasmons de superficie, SPR, para avaliar a adsorcdo de cyt ¢ sobre essas monocamadas.
A técnica de SPR baseia-se nas propriedades Opticas e pode ser empregada para estudos
de fenbmenos de superficie, monitorando a medida da mudanca do indice de refracéo, 0,
devido, por exemplo, a adsorcdo de uma monocamada sobre a superficie do metal. Para a
determinacdo da massa de cyt c irreversivelmente adsorvida por unidade de &rea 0s
autores utilizaram a relagdo abaixo, considerando 10 ARU = 1,0 m6.

120 m6 = 1,0 ng mm™ (1.1)

Os autores assumem que ARU de 2000 (200 m6) corresponde & cobertura da
superficie méxima tedrica de uma monocamada de cyt c. Este valor corresponde a uma
quantidade de moléculas adsorvidas (7) de 14,5 pmol cm™. Este valor foi observado para
a adsorc&o do cyt ¢ sobre as SAMs de S(CH,)11N"(CHs)3 e S(CH>)1:CH3 (Figura 1.7).

tampao cyt ¢ em tampdo fosfato tampao
Fosfato Fosfato

Figura 1.7 — Sensorgramas para a relagdo entre a variagdo do angulo SPR (ARU) e o tempo de
imersdo do eletrodo de ouro modificada com: S(CH,)1;N*(CHs)s, S(CH,)1:CH3, S(CH,)1:S05 e
S(CH,)11(EG);0H na presenca de cyt ¢ 0,10 mmol L™ em tamp&o fosfato 1,0 mmol L™ pH 7.

Gréfico adaptado da referéncia 57.
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Entretanto, para a monocamada de S(CH,);1CHj3 o valor de 7; calculado a partir das areas
dos processos voltamétricos, foi de apenas 3,0 pmol cm™. Desta forma, somente 20% da
monocamada de cyt ¢ é eletroativa. Os autores®’ sugerem que a proteina desnaturada
adsorve com uma orientacdo aleatdria em relacdo a superficie do eletrodo. Sendo que,
somente em algumas orientacfes, 0 grupo heme encontra-se préximo a superficie

permitindo, assim, a TE.

Os dados de SPR indicam que o cyt ¢ ndo adsorve S(CH»)11(EG)3OH, desta forma, a
auséncia de resposta eletroquimica. Por outo lado, um valor de ARU de 4000 indica a
adsor¢do de uma bicamada de cyt ¢ sobre a monocamada de S(CH;)1:SO3;. Embora,
nenhum processo redox tenha sido observado. A adsorcdo do cyt ¢ com uma orientacdo
exclusivamente desfavordvel a TE foi a justificativa encontrada para explicar a

inatividade eletroquimica da grande quantidade de massa adsorvida.

Outro ponto de interesse € 0 mecanismo de TE entre a superficie e o &tomo de ferro
no interior da proteina. O elétron precisa atravessar a monocamada, a camada de
moléculas do solvente e, finalmente, ser transferido através do esqueleto peptidico para
alcancar o 4&tomo de Fe. Uma questdo importante neste sentido é o efeito da distancia
entre doador e receptor na cinética de TE considerando o processo de tunelamento.
Esforcos tém sido realizados para induzir a adsor¢do de proteinas em eletrodos
modificados de modo a preservar as propriedades nativas e proporcionar um ambiente
bem definido para que a TE ou caracteristicas espectrais possam ser estudadas. Miller>®
utilizou alcanotidis com grupo terminal hidroxila para modificar a superficie de ouro e
descobriu que o valor da constante de velocidade da reacdo heterogénea de TE, ko, pode
ser controlado pela espessura da monocamada (sem proteina adsorvida). Varios

trabalhos®®:>%-62

tém imobilizado o cyt ¢ por associacao eletrostatica entre o grupo terminal
carboxila de monocamadas de alcanotidis e a superficie externa positivamente carregada
da proteina resultando na aquisi¢do de uma eletroquimica bem definida. Semelhante ao
que acontece com sistemas ndo proteicos, é esperado que a velocidade de TE para
sistemas proteina/SAM/eletrodo seja dependente da distancia entre receptor e doador.
Estudos eletroquimicos® com SAMs de n-alcanotiéis confirmam que a cinética de TE
depende do comprimento do modificador. Bowden e colaboradores® utilizaram
voltametria ciclica para determinar ko da reacdo de TE entre o cyt c e eletrodos de ouro

modificados com monocamadas de HS(CH,),COOH. Para as SAMs de comprimento 9 <
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n < 16, os valores de ko dependem exponencialmente do tamanho da cadeia, de acordo
com um mecanismo de tunelamento e decai com um fator de 1,1 por grupo —CH,—.
Quando o comprimento da cadeia é reduzido, os valores de ky ndo aumentam conforme o
esperado, sendo proposto que a TE é blogueada por mudancas de conformacgdo e da
orientacdo da proteina. Independentemente da natureza da interacdo entre cyt ¢ e a
monocamada, a taxa de TE do cyt ¢ tem uma dependéncia incomum com a espessura
SAM. Duas regides™ distintas sao identificadas no gréfico de log(ko) vs. o nimero de
grupos metileno (n) da monocamada com grupo terminal carboxilico como ilustrado na

Figura 1.8.
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Figura 1.8 — Comportamento do log(k,) para o cyt ¢ em funcdo do nimero de grupos metileno da

monocamada composta por SH(CH,),COOH sobre ouro>®.

Para cadeias curtas, a taxa torna-se quase independente da distancia. A natureza
detalhada do processo de limitacdo de velocidade permanece sob investigacdo. Waldeck e
colaboradores® sugerem que esta dependéncia de ko ndo é incomum e pode ocorrer em
geral, impulsionada pelos acoplamentos eletrénicos fortes e a grande intensidade do

campo elétrico em curtas distancias.
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1.5 Interacdo Monocamada/cyt ¢

A compreensdo de como e onde exatamente é estabelecida a interagdo entre o
promotor e proteinas é um dos objetivos principais na bioeletrogquimica moderna. In vivo,
a reacdo de TE entre cyt c e CCO ocorre apos a formacdo de um complexo entre estas
espécies onde o grupo e-amino dos residuos de lisina do cyt ¢ exerce um papel
importante*®. A importancia da lisina na interagdo proteina/proteina é reforcada ainda
pelo efeito da poli-L-lisina®, um inibidor competitivo, que pode se ligar ao CCO inibindo
a reacdo de TE com o cyt c. O efeito da modificacdo quimica do cyt ¢ na velocidade da
reacdo de TE é um dos pontos relevantes do estudo da cinética da reacdo heterogénea de
TE. Eddowes e Hill*® foram os primeiros a propor que ligacdes de hidrogénio entre lisinas
do cyt ¢ e atomo de N da 4,4’-bpy, em vez da coordenacgdo direta ao 4&tomo de Fe do
grupo heme, sdo responsaveis pela rapida TE entre o eletrodo de ouro e a proteina. Hill e
colaboradores® constataram que a presenca de poli-L-lisina também dificulta a TE entre
cyt ¢ e eletrodos de ouro modificados. Os autores* sugerem que a 4,4'-bpy forma uma
superficie adequada na interface eletrodo/solugdo que interage com a proteina de forma
semelhante ao observado na reacdo de TE com CCO, envolvendo os grupos &-amino da
lisina. Uma orientacdo preferencial da proteina é, também, sugerida quando esta adsorve
reversivelmente na superficie do eletrodo ou no CCO. A proteina adsorve de forma que a
parte exposta do grupo heme fica adjacente a superficie do eletrodo ou ao CCO
permitindo, assim, que a TE ocorra rapidamente. Por outro lado, Tominaga® e
colaboradores argumentaram que o tratamento quimico da lisina no cyt ¢ com acido 4-
cloro-3,5-dinitrobenzdico (CDNP) ou 2,4-dinitrofluorobenzeno (DNP) ndo apresentam
alteragOes significantes na TE sugerindo que os residuos lisinas ndo estdo envolvidos
neste processo. A modificacdo quimica dos grupos lisinas e seus efeitos na capacidade de
TE foi, também, estudada por Theodorakis e colaboradores®’. Estes autores prepararam
derivados B-tiopropionil de cyt ¢ (TP cyt ¢) e modificaram individualmente cada um dos
18 grupos e-amino dos residuos lisina (Lys) do cyt c. O potencial formal, E,/,, para o0s
derivativos com modificagfes nas Lys-5-8, 13, 22, 25, 27, 39, 53, 60, 86-88 e 100 variou
de 0,057 a 0,075 V vs. Ag/AgCI/CI", sendo consistente com a forma nativa (0,06 V vs.
Ag/AgCI/CI") considerado o erro experimental. Este resultado indica que o ambiente do

grupo heme permanece inalterado, apesar da modificacdo em qualquer uma dessas lisinas.
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Por outro lado, a modificacdo das lisinas 72 e 79 (Lys-72, Lys-79), que estdo envolvidas
na ligacdo do grupo heme a proteina, afeta tanto o E;, como a habilidade de ocorréncia
da reacdo de TE para o CCO. Os valores de E;;, para os derivados da proteina com
modificacbes nos residuos Lys-72 e Lys-79 foram -0,004 e -0,009 V vs. Ag/AgCI/CI,

respectivamente.

Conforme descrito acima, a modificacdo quimica de um unico residuo lisina pode
causar alteracGes insignificantes no valor de E;/, dos derivados de cyt ¢ e causar um efeito
relativamente insignificante sobre a cinética de TE entre a proteina e CCO. Similarmente,
0s residuos protonados de lisina podem ser importantes na formacéo na interacdo com
certos tipos de modificadores, entretanto, ndo sdo necessariamente fundamentais para que

ocorra uma TE répida.

Estudos mais recentes sugerem diferentes formas de imobilizar o cyt ¢ sobre
monocamadas. Os primeiros trabalhos consideraram interacfes eletrostaticas para
justificar a interacdo entre grupos lisinas positivamente carregados do cyt ¢ e grupos
terminais de monocamadas, principalmente piridinico e -COOH. Monocamadas mistas
formadas com os grupos terminais (CH,)sCOOH e (CH,)4,OH foram capazes de
imobilizar o cyt ¢ covalentemente®®. Neste caso, um reagente de reticulacdo (1-ciclohexil-
3-(2-morfolinoetil)-carbodiimida meto-p-tolueno-sulfonato (CMC)) € utilizado para
converter ligacdes de hidrogénio em ligacGes amida (ver Figura 1.9) resultando em uma
configuragdo em que a difusdo rotacional do cyt ¢ na interface monocamada/solucéo é
bastante restrita. Assim, é possivel imobilizar a proteina em uma orientacdo tal que a

reacdo de TE é favorecida.

Waldeck e colaboradores® imobilizaram o cyt ¢ sobre monocamadas de alcanotiis
com grupo terminal piridinico e com comprimentos da cadeia alquila com mais de seis
unidades de metileno. Um grande deslocamento negativo do potencial redox, em relagéo
a forma nativa, foi observado. Além disso, a resposta eletroquimica ndo foi reversivel,
tornando esses sistemas inadequados para estudos detalhados sobre o mecanismo de TE.
Posteriormente, estes autores’® propuseram um novo método de interacéo entre o cyt ¢ e
grupo terminal piridinico. A imobilizagdo do cyt c, neste caso, ocorre com a coordenacao
direta do grupo terminal piridinico ou imidazo6lico ao a&tomo de ferro do grupo heme,

conforme ilustrado na Figura 1.10.
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Figura 1.9 — Diagrama da intera¢do covalente entre monocamada/cyt c resultante da formacéo de
ligagbes amida entre o grupo terminal -COOH da monocamada mista formadas pelos grupos
HS(CH,)sCOOH e HS(CH,),OH ) e residuos lisina do cyt c.

A C

Figura 1.10 — (A) Diagrama esquematico da estratégia de imobiliza¢&o do cyt ¢ na monocamada
mista formada pelos compostos HS(CH,)sCH; e HS(CHs3);;COOCsH,N ilustrados em (B). (C)

llustracdo da imobilizacdo do cyt ¢ na superficie da monocamada.
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A monocamada formada por HS(CH,);CH; e HS(CH3)1;COOCsH;N de tal modo
que os grupos piridinicos encontram-se a uma distancia de aproximadamente 10A um dos
outros e a 5A de altura em relacdo ao grupo CHs da outra espécie modificadora. Os
autores’® atribuem a este arranjo a capacidade do grupo piridinico ou imidazélico de
penetrar no interior da proteina podendo se ligar diretamente ao atomo de ferro do grupo
heme através de uma reacdo de substituicdo do residuo metionina (met-80). Para estas
monocamadas, os Ej, foram -0,17 e -0,34 V vs. Ag/AgCI/CI’, respectivamente. Estes

172 am meio

deslocamentos negativos do potencial redox sdo consistentes os estudos
homogéneo, quando a piridina ou o imidazol esta presente em solucéo de cyt c. Estudos
espectroscopicos mostraram que a piridina, imidazol, nitrila podem ligar-se ao centro
metalico do cyt ¢ em solugdo’™""%. Consequentemente, a mudanca negativa no potencial

redox indica uma interagao entre o grupo terminal da camada e grupo heme da citocromo.

Waldeck e colaboradores®® estudaram por meio de voltametria ciclica a cinética de
TE do cyt ¢, imobilizado de diferentes maneiras sobre diferentes monocamadas, em
fungéo da forga i0nica. Os autores observaram que o valor de ko diminui com o aumento
da forca iGnica do meio para o cyt c eletrostaticamente imobilizado. Em contraste, o valor
de ko é independente da forca idnica quando a proteina esta covalentemente ligada por
ligacGes amida e quando o grupo terminal piridinico esta diretamente coordenado ao
grupo heme substituindo a met-80. Estes resultados foram explicados considerando o
modelo de Brgnsted-Debye-Hiickel (BDH) em que a forca i6nica afeta o coeficiente de
atividade dos reagentes e do complexo ativado de forma diferente. Quando o cyt ¢ é
imobilizado formando um sistema de TE unimolecular, o0 modelo BDH prevé nenhuma
dependéncia da forca i6nica. A dependéncia desaparece porque os coeficientes de
atividade do complexo ativado e do reagente mudam com a forca ibnica de modo

semelhante para o cyt c ligado a superficie.

Dentre a grande quantidade de espécies utilizadas para promover a TE do cyt ¢, o
aminoacido L-cisteina (cys) é um dos promotores mais notaveis. Monocamadas formadas
por cys sobre ouro sdo capazes de promover a TE com comportamento proXimo ao

7376 acidas’” e alcalinas’ e da metaloenzima

reversivel do cyt ¢ em solugdes neutras
bovina  cobre-zinco superéxido dismutase’® (SOD — “copper-zinc superoxide
dismutase”). A cys apresenta vantagens em relagdo aos promotores piridinicos que

encontram-se protonados em meio acido (pH<6). Sob tais condicdes, pode existir
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repulsdo eletrostatica entre a monocamada e proteina. Um fato interessante é que a
monocamada de cys sobre ouro foram, também, utilizada em estudos do comportamento
eletroquimico do citocromo b5 com carga liquida negativa (-8)"*. Apesar de vérios
estudos utilizando a monocamada de cys para imobilizar cyt ¢ e SOD, a interacdo

adsorbato/proteina ndo € bem compreendida.

Nas ultimas quatro décadas, a reacdo de TE do cyt ¢ tem sido extensivamente
estudada. A imobilizagdo sobre monocamadas automontadas, formadas por diversos tipos
de compostos sulfurados, tem sido o sistema mais utilizado (Tabela 1.1). A maioria dos
estudos do cyt ¢ visa contribuir ao entendimento do mecanismo de TE. Entretanto o

mecanismo ainda nao é completamente entendido.

Tabela 1.1 — Valores E;/, do cyt ¢ para varias monocamadas de compostos sulfurados sobre ouro.

Adsorbato E12 (V vs. Ag/AQCI/CI) | Referéncia

4,4’-bipiridina (4,4’-bpy) 0,05 52
1,2-bis(4-piridil)etileno 0,05 52
bis(4-piridil)sulfeto (pySpy) 0,05 4
bis(4-piridil)dissulfeto (pySSpy) 0,05 4
4-mercaptopiridina (pyS) 0,08 79
HS(CH,);sCOOH 0,01 62

HS(CH,)10COOH 0,04 56,57
HS(CH3)1COOH" 0,02 56
HS(CH,)sCOOH 0,01 62
HS(CH,)sOH 0,02 58
cisteina (cys) 0,19 76
metionina (Met) 0,17 75
HS(CH,)1:N"(CHs)3 0,13 57
HS(CH,)11CH3 0,32 57
HS(CH2)(CeHa)-(CeHs) -0,32 57
HS(CH,)sOH 0,04 70
HS(CH2)12C02py/HS(CH2)10CH3 -0,17 70
HS(CH>)11Im/HS(CH,);CHj3 0,35 70
HS(CH;)1:.CN/HS(CH,);CH3 —-0,41 70
[Ru(CN)s(pyS)1* 0,03 80
1,4 ditiano (1,4-dt) 0,05 81

py — grupo piridinico, Im — grupo imidazolico.
Interacao covalente com cyt c.
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1.6 Mioglobina

A mioglobina, Mb, € encontrada no citoplasma das células de tecido muscular liso e
estriado dos animais e tem fungdo no armazenamento de oxigénio. A Mb é caracterizada
por sua estrutura globular pertencendo a familia das globulinas. Proteinas globulares séo
caracterizadas pela presenca de uma cadeia polipeptidica organizada em uma forma
esférica ou globular contendo Vvérios tipos de estrutura secundéria. A quantidade de Mb
no sangue aumenta quando ocorre uma destruicdo muscular. Ap6s uma lesdo isquémica
da fibra muscular, por exemplo, a Mb € liberada na circulacdo. A determinacdo da
quantidade desta proteina no sangue ajuda no diagnéstico de infarto do miocérdio®.
Concentraces elevadas podem ser observadas de uma a duas horas depois da
precordialgia, atingindo o pico em 12 h e, em geral, normalizando-se 24 horas ap6s uma
isquemia®®. Esta informagéo pode ser Util para deteccdo de um novo infarto em pacientes
com dor precordial. O aumento da quantidade de Mb néo é especifico de lesdo cardiaca,
ocorrendo, também, em traumas da musculatura esquelética e na insuficiéncia renal, por

exemplo.

Um aspecto importante dessa proteina é que a maioria dos grupos hidrofobicos
encontra-se no interior da proteina, enquanto que os grupos hidrofilicos localizam-se na
superficie externa da molécula®. Tem-se, dessa forma, interagdo com moléculas de 4gua
sem, entretanto, afetar o interior da metaloproteina. A Mb, diferentemente do cyt ¢, tem

um piI®

de 6,8 ndo apresentando, dessa forma, elevada densidade de carga positiva em
pH neutro. A Mb é uma proteina relativamente pequena com massa molecular de 17600
Da contendo uma cadeia polipeptidica Unica de 153 aminoéacidos residuais e um grupo
heme tipo B. Duas moléculas de histidina encontram-se proximas ao atomo de ferro
sendo uma ligada diretamente em posi¢do proximal enguanto a outra ocupa a posi¢ao
distal ndo estando coordenada, porém, ao centro metalico, como ilustrado na Figura 1.11.
A Mb no estado oxidado (Fe(lll)) é hexacoordenada com agua como sexto ligante. No
estado reduzido (Fe(lI1)), a Mb pode ser pentacoordenada (deoxiMb) ou hexacoordenada,
com O,, CO ou NO como sexto ligante. A funcdo da Mb é armazenar e facilitar a difuséo
de oxigénio durante a contragdo e relaxagdo do tecido muscular. A afinidade da Mb, no

estado reduzido, por oxigénio é maior que a da hemoglobina. Mudangas sutis na estrutura
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terciaria da Mb podem eliminar a capacidade de coordenacdo de oxigénio ao grupo
85,86

heme

N
Figura 1.11 — (A) Estrutura tridimensional®” da mioglobina (Fe(l11)) de musculo esquelético de

equinos. (B) Estrutura detalhada do grupo heme tipo B da Mb.

1.7 Estudos eletroquimicos da Mb

O fato da Mb ndo apresentar elevada densidade de carga positiva, possivelmente
dificulta a interagdo com os principais grupos terminais utilizados para estudar o cyt c.
Além disso, o grupo heme da Mb é mais protegido pela estrutura peptidica da proteina em
comparagdo ao cyt c. Logo, a interacdo com a superficie é dificultada. O estudo
eletroquimico da Mb foi primeiramente observado em eletrodos de mercrio®, de ouro

modificado com metil viologénio® e de 6xido de indio*"*

ultra limpo e hidrofilicos. O
comportamento eletroquimico foi instavel e extremamente sensivel a pureza da amostra e
as condicdes da superficie do eletrodo®™. Grandes esforcos tém sido realizados para
acessar a TE por meio de mediadores, promotores ou alguns materiais especialmente

91-101

modificados . Estudos eletroquimicos da Mb utilizando vérios surfactantes como

brometo de didecildimetilaménio (DDAB), lipidios, dentre outros®™®%? demonstram
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que o filme surfactante pode aumentar a taxa de TE entre a proteina e o eletrodo. Filmes
de complexo surfactante/polieletrolito que combinam as propriedades de surfactantes
anfifilicos com as de polimeros tem sido utilizado para facilitar a TE da Mb'®, Os
componentes poliméricos podem oferecer resisténcia mecénica e boa estabilidade,
enquanto os surfactantes mantém a sua tendéncia para a formacdo de estruturas de
bicamadas'®*®. Wang e Hu'®® prepararam um complexo de polieletrélito reagindo o
surfactante anibnico dihexadecilfosfato (DHP) com 0 policatidnico
poli(dialildimetilamoénio) (PDDA). O estudo eletroquimico da Mb incorporada neste
filme sobre grafite pirolitico apresenta um comportamento quasi-reversivel com Ey, de
—0,26 V vs. Ag/AgCI/CI" indicando que a TE da Mb ¢é facilitada neste microambiente.
Muitos trabalhos tém sido publicados seguindo diferentes abordagens, incluindo a adi¢éo
de liquidos idnicos’® a temperatura ambiente, nanotubos de carbono'®’, nanoparticulas
(Au'®t1% o Ag'®) dentre outros, para superar as desvantagens e conseguir acessar a

reacdo de TE de forma eficiente. Materiais mesoporosos™°*?

, também, tém despertado
grande interesse devido a grande area superficial e poros uniformes. Nestes sistemas, a
localizacdo das moléculas de Mb ocorre ndo apenas na superficie externa, mas também no
interior dos poros resultando em uma elevada densidade e, portanto, em maior
sensibilidade. Além disso, foi observado um aumento de estabilidade quando da
utilizacdo destes materiais.

A utilizacdo de monocamadas de compostos sulfurados sobre ouro para o estudo da

113 astudaram a TE da Mb utilizando

TE da Mb tem sido muito restrito. Zhang e Li
eletrodo de ouro modificado com DL-homocisteina (Hcy) e observaram um par redox
bem definido com E;;, em —0,01 V vs. Ag/AgCI/CI para a proteina adsorvida sobre a
SAM de Hcy. Cerda e colaboradores™ observaram via QCM que as moléculas da
proteina adsorvem sobre a monocamada formada por 6-mercapto-1-hexanol. Entretanto, a

101 bpservaram a

Mb néo apresentou processos redox. Por outro lado, Tian e colaboradores
TE direta e reversivel da Mb utilizando uma superficie nanopiramidal de ouro sem

modificador com valor de E;, em 0,21 V vs. Ag/AgCI/CI”

As dificuldades relatadas acima explicam, provavelmente, o baixo numero de
publicacGes envolvendo o estudo da reagdo de TE da Mb utilizando monocamadas
(apenas onze (11) quando se utiliza “SAM and MYOGLOBIN” como critério de busca no
banco de dados “ISI WEB OF SCIENCE” considerando a pesquisa por os anos até 2011).
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Ainda assim, os trabalhos publicados ndo apontam claramente para o tipo de interacao
existente entre as moléculas modificadoras e as da proteina. Adicionalmente, os valores

de Ejy, reportados variam de —0,4 a +0,21 vs. Ag/AgCI/CI" dependendo da superficie em
113,115-118

estudo, do pH do meio eletrolitico, dentre outros aspectos experimentais , COMOo
exemplificado na Tabela 1.2.
Tabela 1.2 — Valores Ey, da Mb para vérios eletrodos.
Eletrodo pH Eir (V vs. Ag/AgCI/CI) Referéncia
TiO,/MWCNTS 7,0 -0,33 119
PG/AQ 55 —0,26 117
GC/DDAB 5,6 0,12 115
GC/DDAB 7,0 -0,15 115
Au/Hcys 6,7 —-0,01 113
PG/DMSO 7,0 —0,02 120
NPAu 7,0 0,21 101

MWCNTSs — nanotubos de carbono com multicamadas, PG — Grafite pirolitico, GC —
Carbono vitreo AQ - poli(ester 4acido sulfénico), DDAB - brometo de
didecildimetilamonio, hcys — DL-homocisteina, DMSO- dimetilsulféxido e NPAu — ouro
nanopiramidal.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho objetiva-se estudar o fendmeno de adsorgdo espontanea (SAMs) de
moléculas sulfuradas sobre substratos de ouro e a posterior aplicacdo destes substratos
modificados para o estudo de reacGes de heterogéneas de transferéncia de elétrons (TE)
do cyt ¢ e Mb. Os estudos serdo realizados com as seguintes moléculas 1,4-ditiano (1,4-
dt), 4-mercaptopiridina (pyS), 5-(4-piridil)-1,3,4-oxadiazol-2-tiol (Hpyt), tionicotinamida
(TNA) e isotionicotinamida (iTNA), cujas estruturas encontram-se representadas na

Figura 2.1.

Figura 2.1 — Estruturas dos compostos sulfurados:1,4-ditiano (1,4-dt), 4-mercaptopiridina
(pyS), 5-(4-piridil)-1,3,4-oxadiazol-2-tiol ~ (Hpyt), tionicotinamida (TNA) e
isotionicotinamida (iTNA).

Os objetivos especificos estabelecidos foram:
2.1 Formagcéo e caracterizagdo das monocamadas

o Estudo cinético e termodindmico de formacdo das monocamadas das moléculas

sulfuradas 1,4-dt, pyS, Hpyt, TNA e iTNA sobre eletrodos policristalinos de ouro;
e  Andlise estrutural das monocamadas formadas;
e  Avaliagéo do efeito do pH nas monocamadas formadas.

2.2 Aplicacdo das Monocamadas Formadas
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2.2.1 Estudo da reacéo de TE do cyt ¢
o Estudo eletroquimico do cyt ¢ aplicando as monocamadas formadas;

o Estudo da interacdo entre o cyt ¢ e as monocamadas sintetizadas por meio das
técnicas de QCM e SPR.

2.2.2 Estudo da reacéo de TE da Mb
o Estudo eletroquimico da Mb aplicando as monocamadas formadas;

e  Estudo da interagdo entre a Mb e as monocamadas formadas por meio da técnica de
SPR.

2.3 Estudo da Reacdo de TE da Mb utilizando a monocamada de cisteina (cys)
2.3.1 Imobilizacdo da Mb na monocamada de cys

o Estudo eletroquimico da proteina Mb utilizando a monocamada de cys;

o Estudo cinético e termodinamico da adsor¢do da Mb sobre a monocamada de cys;

o Estudo da adsorcdo da Mb sobre a monocamada de cys por meio das técnicas de
QCM.

2.3.2 Aplicacao do eletrodo Au/cys/Mb

e  Eletrocatélise do &cido ascérbico (AA).
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3.  PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e Solucbes

° Tionicotinamida (Aldrich)

o Isotionicotinamida (Aldrich)

e  4-mercaptopiridina (Aldrich)

o 1,4-ditiano (Aldrich)

e  5-(4-piridil)-1,3,4-oxadiazol-2-tiol (Aldrich)
e  Acido ascorbico (Aldrich)

e Acido fosforico - HsPO, (Vetec)

e  Acido sulfarico - H,SO4 (Merck)

e  Citocromo c (Sigma)

e  Cloreto de potassio - KCI (Aldrich)
o Etanol (Merck)

o Ferricianeto de Potéassio Ks[Fe(CN)s] e Ferrocianeto de potéassio Ks[Fe(CN)e]
(Merck)

e  Fosfato monobasico de potassio (KH,PO,) e fosfato dibasico de potéssio (K;HPOy)
(Synth)

. Hidroxido de potassio - KOH (Aldrich)

o Hidroxido de sodio- NaOH (Synth),

) Mioglobina (Sigma)

e  Peroxido de Hidrogénio - H,0, (Synth)

o Permanganato de potassio - KMnQ,4(Synth)

Todas as solucdes foram preparadas utilizando agua purificada em sistema Milli-Q

da Millipore Inc.
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o Solugbes aquosas de 10KMnO4:1KOH (m:m) e 3H,SO4:1H,0, (v:v) (solugéo
“piranha”) foram empregadas na limpeza das vidrarias, principalmente das células

eletroquimicas, para eliminar possiveis contamina¢6es com material organico.

e  Assolucgdes de tampéo fosfato usadas como eletrolito de suporte foram preparadas a
partir da mistura 1:1 de solucdes de K,HPO, e de KH,PO, com a mesma
concentracdo desejada para o tampédo. O pH foi ajustado com H3PO4 ou KOH de
acordo com a necessidade.

e As soluges de citocromo ¢ foram preparadas em tampao fosfato 0,1 mol L™, pH
7,0 As solucdes de mioglobina foram preparadas em tampéao fosfato 0,1 mol L™ pH
6,5 e depois foram filtradas para remocéao de residuos sélidos. A concentracao das
solucdes de Mb Fe(lll) com massa molecular de 17,600 g mol™ foi calculada
espectroscopicamente considerando uma absortividade molar de 188 L mmol™ cm™
para a banda em 409 nm (pH 6,5)®. Estas soluces foram armazenada em baixa
temperatura (~2°C) durante no maximo uma semana. As medidas eletroquimicas

utilizando estas solugdes foram realizadas a 25 °C.

3.2 Materiais e instrumentos

3.2.1 Medidas Eletroquimicas

Eletrodos de ouro policristalinos (Bioanalytical System Inc., BAS, Ageom = 0,0314
cm?). Foram utilizados como substratos para modificacdo. Fio de platina e um eletrodo de
Ag/AgCI/CI™ (em KCI 3,5 mol L™, BAS) foram utilizados como eletrodos auxiliar e de
referéncia, respectivamente. Todos o0s potenciais citados no texto referem-se ao sistema
Ag/AgCI/CI” (em KCI 3,5 mol L™, BAS).

As medidas eletroguimicas foram obtidas em uma célula convencional de vidro ou
Teflon® (experimentos de desorcdo redutiva em meio alcalino) com entrada para os trés
eletrodos e entrada e saida de gases. Um potenciostato EC Epsilon (BAS) foi utilizado

para a aquisicdo destas medidas. Um sistema Pine Instruments rotating disk electrode
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system com um eletrodo policristalino de ouro (EMC? — Energy Materiais Center at

Cornell, Ageom = 0,26 cm?) foi utilizado nas medidas de eletrodo de disco rotatério (RDE).

Todas as solugdes utilizadas como eletrélito de suporte foram desaeradas
previamente com N, ou Ar de alta pureza durante 15 minutos. Durante os experimentos, a

atmosfera de N, ou Ar também foi mantida.

3.2.2 Pré-tratamento do Eletrodo de Ouro Policristalino

O pré-tratamento da superficie do eletrodo € uma das etapas mais importante para a
formacdo de monocamadas de alta qualidade. Dessa forma a limpeza utilizada neste
trabalho consistiu-se de trés: um procedimento quimico, o polimento mecéanico, seguido

de uma etapa eletroquimica.

Inicialmente os eletrodos de ouro foram imerso em solucdo “piranha” por 3
minutos. Posteriormente, os eletrodos foram previamente polidos com pasta de alumina
de diferentes granulacGes até obtencdo de uma superficie com aspecto especular. Em
seguida, foram submetidos as seguintes etapas: (1) ultrassom com agua Milli-Q por 10
minutos para retirada de possiveis particulas de alumina, (2) imersdo em solucdo piranha
para eliminar possivel contaminacdo organica, (3) lavagem com é&gua Milli-Q, (4)
ultrassom por 5 min em agua Milli-Q. Finalmente, apds esses procedimentos, os eletrodos
foram limpos em solucdo de H,SO, 0,5 mol L™, variando o potencial entre -0,4 V a 1,5 V
a 100 mV s durante varios ciclos até a obtencéo da curva voltamétrica caracteristica™®
do ouro policristalino limpo. Somente apos esse tratamento a modificacdo da superficie

foi realizada.

3.2.3 Avaliacdo da Area Ativa do Eletrodo de Ouro Policristalino

A area eletroquimicamente ativa do eletrodo policristalino de ouro e o fator de
rugosidade (fr = Aatival Ageom) foram determinados a partir da carga decorrente do processo
de formacdo de Oxido. Este método é aplicado para metais que mostram regifes bem
definidas para a formagdo e redugdo de uma monocamada de éxido. O oxigénio €
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adsorvido em uma monocamada antes da evolucdo de O, com uma correspondéncia
atdmica de 1:1 com os atomos do metal na superficie. De acordo com a literatura'®®, o
valor de carga por unidade de &rea do Au policristalino é de 390 uC cm™. A carga (Q) do
processo de adsorcdo foi obtida da razdo entre a area referente ao processo de formacédo

de 6xido e a velocidade de varredura.

3.2.4 Célculos teéricos

Os orbitais HOMO e o valor do momento de dipolo foram calculados utilizando o
programa GausianO3W versdao 6.1 revisdo D.01. A Teoria do Funcional da Densidade
(DFT) com o funcional B3LYP restrito e conjunto de bases 6-311G™" foi utilizada como

condicOes de calculo para a minimizacdo da energia do estado fundamental.

3.2.5 Formacéo das Monocamadas Automontadas

A adsorcdo das espécies sulfuradas nas superficies devidamente limpas foi realizada
por imersdo em uma solucdo aquosa contendo a espécie modificadora. Apds imerséo, o
eletrodo foi lavado com agua, para remocao de moléculas fisicamente adsorvidas, antes
de serem utilizado nos experimentos. O tempo de imersdo necessario para o equilibrio de
adsorcéo em foi avaliado em diferentes concentracdes (0,02 a 2,0 mmol L™) das espécies

modificadoras.

3.2.6 Impedancia Eletroquimica (EIS — “Electrochemical Impedance Spectroscopy”)

As medidas de impedancia foram obtidas em um potenciostato AUTOLAB
PGSTAT302N acoplado a um microcomputador. As medidas foram obtidas em uma

célula convencional de vidro utilizando os eletrodos descritos no Item 3.2.1.

As medidas de EIS foram realizadas para o eletrodo sem modificador e ap0s

imersdo em solucdo contendo 2,0 mmol L™ da espécie modificadora. As medidas foram
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obtidas para varios tempos de imersdo. Apds imerséo na solucdo modificadora, o eletrodo
foi lavado com agua e foi, entdo, utilizado para as medidas de EIS na presenca de uma
solugdo de KCI 0,1 mol L™ contendo 8,0 x 10° mol L™ de Fe(CN)s> e Fe(CN)g"". Foi
utilizado uma variagdo na frequéncia de 10 mHz a 10 kHz com uma perturbagéo de
amplitude de 10 mV.

3.2.7 Microbalancga de Cristal de Quartzo(QCM)

A frequéncia foi medida por um frequencimetro (PM-740, Maxtek) responsavel
pelo monitoramento das varia¢6es na frequéncia de oscilacdo do cristal e um computador
para obtencdo e tratamento dos dados. Nas medidas piezoelétricas foram utilizados
eletrodos comerciais com ouro depositado sobre cristais piezelétricos de quartzo de corte
AT (Stanford Research Systems®, 5 MHz Ti/Au polished) com diametro de 24,5 mm. O
eletrodo de ouro depositado apresenta areas geométricas de 1,370 cm? na parte frontal e

0,317 cm? na parte inferior para estes eletrodos.

.
1 -

WX

Figura 3.1 — Frequencimetro (PM-740, Maxtek) e eletrodos comerciais com ouro depositado

sobre cristais piezelétricos.

Estes cristais piezelétricos de quartzo também foram utilizados como eletrodo de
trabalho em experimentos eletroquimicos. O cristal foi anexado ao suporte (TPS-550,
Maxtek) feito de Teflon®, do qual o circuito oscilador é incluso. Nos experimentos foi
utilizada uma célula conectada a um banho termostatizado (“Digital Temperature
Controller” 9101, Fisher Scientific) que mantém a solugdo com temperatura constante em

25°C. Antes das analises, a limpeza do eletrodo depositado sobre o cristal piezelétrico foi
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avaliada por meio de voltametria em H,SO4 0,5 mol L™. O eletrodo limpo foi, entéo,
imerso em 50 mL de H,O 25 °C. Uma quantidade de 1,0 mL foi removido e utilizado para
dissolver a amostra. Em seguida, ap0s a estabilizacdo da frequéncia a amostra foi injetada
utilizando uma seringa. A concentracédo final utilizada nos experimentos para as espécies
modificadoras: iTNA, TNA, Hpyt, pyS e 1,4-dt foi 100 pmol L™. Durante a adsorcio o
sistema ficou sob agitacdo lenta com o auxilio de uma barra magnética com o intuito de
facilitar a homogeneizacdo da solucdo apos injecdo da amostra. A agitacdo lenta e
constante ndo causa mudancgas na frequéncia. Uma vez alcancgada o estado estacionério da
frequéncia, o eletrodo foi removido, lavado com &gua e utilizado para medidas
subsequente. Medidas de desorcdo foram realizadas, conforme descrito no item 3.2.1,
logo apo6s o processo de formagdo das monocamadas descrito acima. A quantidade de
moléculas adsorvidas foi determinada e comparadas com aquelas determinada via QCM.

Para os estudos com as metaloproteinas (cyt ¢ e Mb) o mesmo procedimento
descrito acima foi realizado, porém, o eletrodo jA& modificado foi usado em vez do
eletrodo limpo e a concentracdo foi de 100 pmol L™ das proteinas em tampéo fosfato 0,1
mol L™ com pH 7. Medidas eletroquimicas foram realizadas durante o monitoramento da
adsorcdo via QCM. O efeito da varredura de potencial na frequéncia é muito pequeno (0,1

Hz) e, desta forma, pode ser negligenciado.

3.2.8 Ressonancia de Plasmons de Superficie

As medidas do angulo SPR foram obtidas empregando um instrumento AUTOLAB
ESPRIT Eco Chemie B. V., Ultrech, Netherlands equipado com sistema eletroquimico e
injecdo automatica de amostra, (Figura 3.2). Um laser de diodo (A = 670nm) foi
empregado como fonte de radiacdo e um fotodiodo como detector. Discos de Au
depositado sobre um cristal foram utilizados como substrato. Para assegurar a

confiabilidades dos resultados, os discos ndo foram reutilizados.

Medidas de SPR foram realizadas com o intuito de avaliar a adsor¢éo das proteinas
cyt ¢ e Mb sobre as monocamadas de iTNA, TNA, Hpyt, pyS e 1,4-dt. Inicialmente, d&gua
foi injetada na célula devidamente limpa durante alguns minutos até a estabilizagdo do

sinal SPR. Apds a estabilizacdo, a agua foi removida e 100 pL da solucéo 0,1 mmol L™
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do modificador foi adicionada. O sinal foi monitorado até o estado estacionario do sinal,
logo em seguida deixou um fluxo de a4gua sobre o disco durante 5 min para remocao de
moléculas fracamente adsorvidas. Apés a limpeza, foi injetado tampao fosfato 0,1 mol L™
e o sinal foi medido como linha de base. Uma vez alcancada a estabilizagdo do sinal, a
célula foi esvaziada e uma solucdo 100 umol L™ da proteina (cyt ¢ e Mb) em tampao
fosfato 0,1 mol L™. O sinal foi novamente monitorado até o estado estacionério e seguido
pela lavagem com tampdo fosfato. O sinal novamente é medido e comparado com o sinal
em tampdo fosfato antes da adigdo da proteina. Durante 0 monitoramento do sinal SPR,

medidas eletroquimicas foram realizadas com o objetivo de estudar a TE das proteinas.

Dois canais com
capacidade de 150 pl

Sistema eletroquimico:
Contato com o disco de ouro (eletrodo de trabalho)

Eletrodo de referéncia substituivel Ag/AgCl
Eletrodo auxiliar de platina

Disco de Ouro

Figura 3.2 — Instrumento AUTOLAB ESPRIT Eco Chemie B. V., Ultrech, Netherlands.

3.2.9 Microscopia de Varredura por Tunelamento (STM -—“Scanning Tunneling

Microscope”)

O equipamento utilizado para realizar as medidas de STM foi um microscopio de
tunelamento modelo Nanoscope Il1A, capaz de ler correntes de tunelamento de 30 pA.

Um fio de Tungsténio de 0,25 mm cortado mecanicamente foi utilizado como sonda.
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Filmes de Au(111) depositados sobre mica foram utilizados como substrato. Para a
limpeza, os filmes foram recozidos a chama ( “‘flame-annealing ) por aproximadamente 1
min. Para a formacdo das monocamadas, estes filmes foram imersos em soluc¢des aquosas
contendo 2,0 mmol L™dos compostos sulfurados. O tempo de imersdo variou de 5 min a
24h, apos imersao os filmes foram lavados com agua e etanol e, entdo, as medidas foram
realizadas. Todas as imagens foram obtidas em condi¢cdes ambientes no modo de altura
constante. As imagens de STM foram obtidas pela pesquisadora Dra. Lucidalva Pinheiro
no laboratério de microscopia do departamento de Fisica da Universidade Federal do

Ceara.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Formacao e Caracterizagdo das Monocamadas Automontadas

Monocamadas podem ser utilizadas em diversas aplicacfes técnicas. A modulacéo
de monocamadas permite desde a protecdo da superficie contra corrosdo até o uso como
elemento ativo em sensores. Propriedades como tempo de formacéo, protonacéo, defeito e
estabilidade das monocamadas podem ser determinantes para a aplicagdo desejada. Em
todos os casos, 0 entendimento da formacdo e da estrutura da monocamada é um pré-

requisito para o uso bem sucedido em aplicagdes técnicas.

Monocamadas formadas por moléculas sulfurados sdo os sistemas mais utilizados
para a modificacdo de superficies de ouro. Dentre os substratos utilizados, o ouro, seja na
forma de filme fino ou coloidal, tem sido o mais largamente empregado. Esta vasta
utilizacdo € atribuida, fundamentalmente, a facilidade de obtencdo dos filmes e a grande
inércia quimica, exceto com compostos que possuem enxofre. Neste caso a reacdo €
altamente espontanea. Além disso, 0 ouro pode ser empregado como substrato em varias

técnicas, como: voltametria ciclica, SPR, QCM, SERS, STM e EIE, dentre varias outras.

As espécies aromaticas TNA, iTNA, Hpyt e pyS e a espécie 1,4-dt sdo compostos
sulfurados, logo apresentam a possibilidade de adsorverem irreversivelmente sobre a
superficie de ouro. A interacdo destas espécies com a superficie de ouro € esperada
ocorrer pelo atomo enxofre. Adicionalmente, os orbitais HOMO (“Highest Occupied
Molecular Orbital”), calculados para estas espécies, estdo distribuidos majoritariamente
sobre o aomo de S, conforme ilustrado na Figura 4.1. E possivel, entretanto, a

contribuigéo de outros grupos destas moléculas na interacdo com a superficie.
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Orbital HOMO
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Figura 4.1 — Representacdo da distribuicdo do orbital HOMO calculado via DFT para as
moléculas Hpyt, TNA, iTNA, pyS e 1,4-dt.
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4.1.1 Desorc¢ao Redutiva

A varredura linear de potencial de 0 a —1200 mV da superficie de ouro modificada
com compostos sulfurados (RS) na presenca de KOH 0,5 mol L™, geralmente, apresenta

um Unico processo atribuido & seguinte reagdo de desorcéo redutiva®’ 12312

RS-AU +€ — RS +Au (4.1)

O processo de desorcdo indica o limite da estabilidade eletroquimica das
monocamadas com a aplicagdo de potencial no sentido negativo. Dessa forma, o valor do
potencial de desor¢éo redutiva (E4r) deve ser determinado antes da realizacdo de estudos
eletroquimicos envolvendo monocamadas automontadas.

Eqr € um pardmetro que pode ser utilizado para avaliar a forca da interagdo Au-S.

125

Para moléculas, como por exemplo, a 4-mercaptopiridina™> (pyS) adsorvida em ouro

policristalino, o valor de Ey € observado em aproximadamente —560 mV. Para esta

monocamada é atribuida®?®

uma interag¢do predominantemente ¢ entre oS atomos de Au e
S da pyS. Por outro lado, para a monocamada formada pela espécie 1,4-ditiano® (1,4-dt),
o valor de Eg4 é observado em aproximadamente —870 mV. Este deslocamento negativo
do valor de Eg4 indica uma interacdo mais forte entre os atomos de Au e S. Esta interacao

mais forte ¢ atribuida a uma contribuicdo = adicional na ligacdo Au-S.

Para a monocamada de pyS sobre Au(111) um processo em —900 mV aparece
apos longo periodo de imersdo e com uma tendéncia a dominar completamente o

voltamograma. Este processo foi atribuido’®**

a desorcao de espécies atdbmicas e/ou
oligoméricas de enxofre resultantes da clivagem oxidativa da ligagdo C—S. Estas espécies

apresentam interacdo mais forte com a superficie justificando o deslocamento de Eg;.

Os voltamogramas de varredura linear para o eletrodo de ouro modificado com as
espécies isotionicotinamida (iTNA), tionicotinamida (TNA) e 5-(4-piridil)-1,3,4-
(oxadiazol)-2-tiol (Hpyt) estdo apresentados na Figura 4.2. Os valores de Ey foram
determinados e comparados com valores para outras espécies anteriormente citadas na

81,125

literatura , conforme apresentado na Tabela 4.1.
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-1,0

T
-0,6

Potencial /V vs. Ag/AgCI/CI

-0,4

Figura 4.2 — VVoltamogramas de varredura linear (LSV — “Linear Sweep Voltammetry”) a 50 mV

s™ para o eletrodo de ouro modificado com as espécies iTNA, TNA e Hpyt obtidos em KOH 0,5

mol L™. Tempo de imersdo (valores descritos na Tabela 4.1) na solu¢do modificadora (2,0 mmol

LY.

Tabela 4.1 — Valores dos potenciais de desorcao redutiva, Eg,, para algumas moléculas sulfuradas

obtidos na presenca de KOH 0,5 mol Lt

Tempo de L
Adsorbato Ear(mV) 3 ] Referéncias
Imersdo (min)

iTNA - 905 30 Este trabalho

TNA - 880 30 Este trabalho
1,4-dt - 870 30 81
pyS - 560 10 125

Hpyt - 550 60 Este trabalho

Como pode ser observado na Figura 4.2, o valor de Eg4 determinado para a espécie

Hpyt foi de -550 mV sendo semelhante ao observado para a pyS. Sugere-se, portanto, que

a interacdo entre Hpyt e ouro tem contribuigdo predominantemente . Por outro lado, os

40



4 — Resultados e Discussio

valores de Eg4r para as espécies iTNA e TNA foram observados em -905 e -880 mV,
respectivamente. Estes valores sugerem que estas moléculas, comparativamente a Hpyt e
pyS, encontram-se mais fortemente ligadas a superficie. Baseando-se nos resultados
reportados para a adsorcdo de moléculas de 1,4-dt, sugere-se que a interacdo destas

espécies com a superficie de ouro envolve ligagdes 7.

A carga do processo de desorcdo redutiva (Qqr) € outro parametro importante que
pode ser obtido a partir das medidas de desorcdo redutiva. O valor de Qg pode ser obtido
a partir da razdo entre a area do processo referente a desor¢éo redutiva e a velocidade de
varredura (v). Uma vez determinado o valor de Qg € possivel, entdo, calcular a
quantidade de moléculas adsorvidas sobre a superficie (7). O valor de I" pode ser

determinado aplicando o valor de Qg a seguinte equacao:

er

= nFAativa (42)

onde n é o numero de elétrons envolvidos da reacdo de reducdo, F é a constante de
Faraday (96485 C mol™) e Axiva é a &rea eletroquimicamente ativa do eletrodo.

A determinacdo de 7" em funcdo do tempo de imersdo e da concentracdo da espécie
modificadora em solucdo permite uma avaliacdo cinética e termodindmica do processo de

adsorcéo.
4.1.2 Cinética e Termodinamica de Adsorc¢ao

O entendimento do processo de adsor¢cdo em uma interface metal/solugédo requer o
conhecimento tanto da situacdo de equilibrio, que € termodindmico, como do tempo de
adsorcdo, ou seja, da cinética. O processo de adsor¢do pode ser entendido como uma
competigdo entre ions e/ou moléculas do solvente e do adsorbato pelo sitio de adsorcéo na
superficie do substrato. Desta maneira, a competicdo pode ser expressa'?’ como um

equilibrio de forma geral:
Asol + Sads = Aads + Ssol (43)

onde Ao representa as moléculas do adsorbato em solucdo; Sags as moléculas de solvente
e/ou ions pré-adsorvidos na superficie do substrato; Asgs as moléculas do adsorbato na
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superficie e Sso as moléculas do solvente e/ou ions na superficie deslocados para a

solucdo. A condicdo de equilibrio diante deste formalismo pode ser dada por:
Hopoy T HS g = H sy T s (4.4)

onde g representa o potencial eletroquimico das espécies anteriormente mencionadas.
Expandindo a equagdo em termos de potenciais eletroquimicos padrdes e atividades, a
seguinte equacao € obtida:

0

0 _ .0 0
Hp,, +RTINaA, “+ps +RTInag ~=p, +RTIna, “+p +RTInag

A(ads

" (4.5)

onde R e T sdo, respectivamente, constante dos gases e temperatura absoluta.

Rearranjando, obtém-se a seguinte equac&o:

(W ol
a . A(ads) S(sol) S(ads) Asol)

A(atdS) =lle RT 1 aAS (4.6)
a ol

a

S(ads) S(sol)

onde, aacds) € as(ads) representam as atividades da espécie Agds) € Scads), respectivamente,
na superficie do substrato e aago € asiony representam as atividades do adsorbato em
solucdo e do solvente e/ou ions presentes na solugdo, respectivamente. O numerador do
termo exponencial representa a energia livre padrdo de adsor¢do, AGY,,. Para temperatura

constante o termo entre colchetes é constante e pode ser expresso como:

a
A(ads)
aS ﬁ A(sol) ( )
(ads)
onde £ é dado por:
_ Aszs
L=|e RT ! (4.8)
as

(sol)

A Equacdo 4.7 expressa a relagdo entre a atividade das espécies em solugdo com as
espécies adsorvidas. Esta € uma expressdo geral que ndo depende de uma isoterma

especifica e nem de um modelo cinético especifico.
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A relagéo de equilibrio entre aasoly € aa(ads) Pode ser descrita por uma isoterma de
adsorcdo. O modelo de isoterma de Langmuir € o mais simples e descreve um processo de
adsorcdo no qual ndo ha interacdo entre as moléculas do adsorbato. Portanto, é assumido
que a energia livre de adsorcdo, 4Gags, € independente de 7. A isoterma de Langmuir é

descrita por'?:

N 0
pC = -9 (4.9)

onde S € o coeficiente de adsorcdo, C* é a concentracdo do adsorbato em solugéo, 6 € a
taxa de recobrimento da superficie definida como I/, onde I é a quantidade de
moléculas adsorvidas na condi¢do de saturacdo. Por outro lado, se interagGes atrativas ou
repulsivas adsorbato/adsorbato estdo presentes, um termo exponencial é adicionado a
isoterma de Langmuir. Uma das isotermas mais simples, onde interacfes atrativas ou
repulsivas sdo consideradas, foi proposta por Frumkin. Esta isoterma é descrita por*?:

o 0 290

P 1-6

(4.10)

onde g é o parametro de interacdo considerando as interacdes adsorbato/adsorbato. A
isoterma de Frumkin € reduzida a isoterma de Langmuir quando g =0, enquantog>0eg
< 0 indica, respectivamente, interacdes atrativas e repulsivas entre as moléculas do
adsorbato. Ao contrario da isoterma de Langmuir, a energia livre de adsorcdo é

dependente da cobertura superficial.

A monocamada formada por pyS apresenta uma decomposi¢do espontanea
relativamente rapida*“. Logo, os valores de /" ndo representam a quantidade real de
moléculas adsorvidas na superficie. Dessa forma, estudos termodindmicos ndo foram
realizados para esta espécie. Para a monocamada de 1,4-dt o comportamento do processo
de desorcdo apresentou um comportamento atipico. O processo de desor¢do em grande
parte dos experimentos ndo foi observado ou foi observada uma quantidade relativamente
pequena. Os valores de " determinados por desor¢cdo ndo apresentaram nenhuma
tendéncia com a concentracdo, temperatura e tempo de imersdo. Por esta raz&o, os estudos
termodinamicos ndo foram concluidos. Por outro lado, os valores de 77, determinados a
partir de medidas de desorc¢éo redutiva, para as monocamadas formadas por iTNA, TNA

e Hpyt apresentaram dependéncia com a concentracdo, temperatura e tempo de imersao.
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Os dados experimentais obtidos para iTNA, TNA e Hpyt apresentaram uma boa
concordancia com o modelo tedrico da isoterma de Langmuir como pode ser visto na

Figura 4.3.
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Figura 4.3 — Dados experimentais para a adsor¢do de (V)TNA, (O) Hpyt e () iTNA sobre o

eletrodo Au a 20 °C e dados simulados (linha tracejada) para a isoterma de Langmuir linearizada

Inicialmente, os valores do coeficiente de adsorcdo, S, e a quantidade maxima de
moléculas adsorvidas, Is, foram determinados graficamente a partir da equagdo de
Langmuir (Equacdo 4.9) linearizada. Assim, o gréfico de C*/I"vs. C* contém 1/T e 1/T's
como inclinacdo e interseccdo, respectivamente. Os valores obtidos estdo apresentados na
Tabela 4.2.

O coeficiente de adsorcéo £ foi utilizado para calcular a energia livre de adsorcao,
AGags (Tabela 4.2), de acordo com a Equacdo 4.8, considerando as como a concentracéo
da 4gua (55,5 mol L™) e o coeficiente de atividade incluso em . O valor médio de AGags,
que fornece uma medida quantitativa da forca de adsorcéo, foi calculado como —34,9, —
38,5 e —35,9 kJ mol™, para iTNA, TNA e Hpyt, respectivamente. Estes valores sdo
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coerentes com resultados posteriormente publicados que consideram uma interacdo forte
entre adsorbato e substrato. Abrufia e colaboradores'®® reportaram um valor de AGags em
aproximadamente —50,0 kJ mol™ para a quimissorcido de complexos de 6smio sobre

130 também sugere que a magnitude de —21,0 ki mol™ para 4Gags é

platina. Abrufa
indicativo de uma interacdo moderadamente forte para moléculas de o-hidroguinona com
a superficie de platina. Hong®® calculou o valor de AGags em —38,0 ki mol™ para a

adsorcéo de 2-(n-mercaptoalquil)hidroquinona (n = 4,6,8,10,12) sobre ouro.

Tabela 4.2 — Pardametros termodindmicos para o processo de adsorcdo das espécies iTNA, TNA e

Hpyt sobre ouro.

SAM T . T 2 ﬂx10'31 AGags 1 ]
(°C) | x10"molcm™) | (L mol™) | (kJ mol™)
10 4,29 6,9
20 4,37 7,6

Hpyt 30 4,48 7,0 -35,9+24 | -0,45
40 4,59 5,2
50 4,69 4,9
10 7,94 108,0
20 8,33 99,7

TNA 30 7,81 41,5 -38,5+1,7 | -0,30
40 8,47 83,4
50 9,09 77,3
10 8,74 17,8

iTNA | 20 8,87 238 | _349+15 | 0,10
35 9,89 15,6
50 10,10 18,8

A Figura 4.4 mostra os gréaficos dos valores de 7" no equilibrio () em fungdo da
concentracdo do adsorbato em solucdo, C*. As curvas sélidas representam as melhores
correlagcdes dos dados experimentais para a isoterma de Langmuir. As curvas tracejadas

representam os melhores ajustes para a isoterma de Frumkin. Os valores usados para £ e
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I foram aqueles obtidos a partir da correlacdo linear da isoterma de Langmuir
considerando o fato que a diferenca entre esses dois modelos é o grau da interacdo entre
as moléculas do adsorbato. A isoterma de Frumkin foi calculada variando o parametro de
interagdo, g, até alcangar a melhor correlagdo com os dados experimentais e, dessa forma,

determinar se ocorrem interacOes repulsivas ou atrativas entre as cadeias das moléculas

adsorvidas.
J{l
£
o
°
S
3CD
—
Xa¥
L‘m
iTNA
£
o
2 O Dados Experimentais
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Figura 4.4 — Dados experimentais (0) e as curvas tedricas para a isoterma de Langmuir (curvas
solidas) e Frumkin (curvas tracejadas), com g = —0,10, —0,30 e —0,45 para a adsor¢do das

monocamadas de iTNA, TNA e Hpyt, respectivamente. T = 20°C.
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Aplicando-se a isoterma de Frumkin (Equacdo 4.10), o melhor ajuste aos dados
experimentais foi obtido quando o valor médio do parametro de interacdo, g, foi
considerado como —0,10, —0,30 e —0,45 para iTNA, TNA e Hpyt, respectivamente, como
pode ser visto na Tabela 4.3. Estes valores indicam uma pequena® interacéo repulsiva
entre as moléculas do adsorbato. Uma maior repulsdo entre as moléculas na monocamada
de Hpyt é esperada, pois apresenta maior densidade eletrénica em comparacao as espécies
TNA e iTNA.

A determinacdo de /" em funcdo do tempo de imersdo a uma temperatura constante

permite o estudo cinético do processo de adsor¢do de monocamadas automontadas.

As velocidades de adsorcao e desorcao, respectivamente, podem ser escritas como:

Vo =Ky, a (4.11)

Vi, =K@ a 4.12
des des A(ads) S (sol) ( )
A partir das equacOes acima, pode-se aplicar um modelos especifico de isoterma

para determinar a relacao aa(ads)/asads)-

Dois modelos baseados no equilibrio de adsorcdo sdo considerados para explicar a
cinética de adsorcdo™®’. O primeiro assume que o sistema é controlado cineticamente,
enquanto o outro considera uma adsor¢do rapida com o sistema controlado entdo pelo
transporte de massa. Para um sistema cineticamente controlado, seguindo-se 0 modelo de
Langmuir, assume-se que o0 parametro de interacdo g € pequeno e que a cobertura
superficial é relativamente baixa. Sob essas condi¢des, os modelos de isoterma de
Langmuir e Frumkin se convergem. Desta forma, o numero de variaveis ajustaveis é
minimizado. Quando o modelo de Langmuir é aplicado, aaads) € geralmente expressa
Como 6, asadscomo (1 — 6) e a atividade de A em solugdo como aasoly = yasonC*, onde y

é o coeficiente de atividade. A Equacédo 4.11 pode ser escrita como:

v=k'C*(1—9)=?j—t9 (4.13)

onde, k' = ]_C)VA(sol)' Apos a integracdo da Equacdo 4.13 e assumindo forte interacdo entre

0 adsorbato e o substrato para que a desorcdo seja negligenciada, a dependéncia de 7" em

funcéo do tempo é obtida como:
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le“s(l—e_klc tj (4.14)
A equacdo acima é um caso especifico da expressdo geral:
F:Fe(l—e_ k'C tj (4.15)

onde 7 é I' no equilibrio para uma dada concentracdo. Quando a concentracdo é
aumentada, o valor Iz aumentara até atingir o valor maximo, /s. No entanto, até atingir a

saturacéo, /¢ sera controlado pela concentracéo de Aso.

No caso de controle por transporte de massa, considerando-se apenas difusdo, o
pressuposto basico € a difusdo semi-infinita linear de uma espécie na solucdo em direcédo
a um plano estacionario na superficie do eletrodo, seguida de uma adsorcéo descrita pelo
modelo de Langmuir. Neste modelo, é assumido que a adsorcao € rapida e a concentracdo
do adsorbato em solugdo na camada adjacente a superficie do substrato € imediatamente
reduzida a zero até que a superficie atinja o estado de saturacdo. Nestas condicOes, a

variacdo da quantidade de moléculas adsorvidas em fungdo do tempo € descrita por:

F *
I _ K(C_J(Dt)% (4.16)
S S

onde D é o coeficiente de difusdo do adsorbato, t € o tempo, I e I's sdo, respectivamente,
a quantidade de moléculas adsorvidas em um tempo t e no estado de saturacdo da

superficie e K é uma constante que equivale a 2r™2.

Os resultados obtidos para a variagdo de /" em funcdo do tempo de imersédo do
eletrodo de ouro em solugdes contendo iTNA, TNA ou Hpyt estdo apresentados na Figura
4.5. A correlacdo dos dados experimentais foi obtida a partir da Equacédo 4.15 com 7z e k’

como parametros ajustaveis.

Tabela 4.3 — Pardmetros cinéticos para a adsor¢do das monocamadas de iTNA, TNA e Hpyt.

T "

Adsorbato | 010 0111y (L mol™
TNA 3.2 90.0
TNA 7.0 65,0
Hpyt 8,2 6,9
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Figura 4.5 — Variacdo de 7" em funcdo do tempo de imersdo para o processo de adsor¢do de
iTNA, TNA e Hpyt a 20°C com a concentracdo das solucdes modificadoras de 0,2 mmol L™
Dados experimentais para (A) TNA, () Hpyt e (%) iTNA e curva simulada (linha sélida) a

partir da Equacédo 4.15 com k’ e 7, como parametro ajustavel (Tabela 4.3).

Os resultados experimentais para 0s processos de adsorcdo das espécies iTNA ,TNA
e Hpyt tiveram boa concordancia com a curva teorica simulada da Equagdo 4.15. Desta
forma, estes resultados sugerem que, em todos oS processos, a reagdo de adsorgdo é
cineticamente controlada. A partir do modelo que sugere a adsorcdo cineticamente
controlada, os valores de £’ foram calculados para os processos de adsor¢ao a 20°C das
monocamadas de iTNA, TNA e Hpyt como 90,9, 65,0 e 6,9 L mol™s™, respectivamente.
Estes valores indicam que a velocidade de adsorcdo das espécies TNA e iTNA ¢é
significante maior em relagéo a adsor¢édo de Hpyt.

Adicionalmente, os gréaficos de 7" normalizado (I77%) vs. tY2

(Figura 4.6) néo
apresentaram uma relacdo linear conforme esperado para adsorc¢éo controlada por difuséo
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(Equacdo 4.16). Este resultado reforca a sugestdo de adsorcdo cineticamente controlada

para o processo de adsorcao das espécies estudadas sobre ouro.

1,0 1 o © o

0,8 -
1 ’ O Dados Experimentais
0,6 4 - Curva simulada para:
Controle cinético
Controle por difuséo

r/r

0,4
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Figura 4.6 -/ vs. t“% para a adsorcdo de (A) iTNA, (B) TNA e (C) Hpyt sobre o eletrodo de
Au a 20°C e com a concentragdo da espécie modificadora de 0,2 mmol L™. As curvas solidas e
pontilhadas referem-se a simulagéo, respectivamente, para um processo controlado cineticamente

(Equacéo 4.15) e por difusdo (Equacao 4.16).
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4.1.3 Microbalanca de Cristal de Quartzo (Quartz Crystal Microbalance - QCM)

A Microbalanca de Quartzo (QCM) é uma técnica gravimétrica utilizada para o
monitoramento em tempo real de mudangas ocorridas na superficie de um transdutor
piezelétrico. Um disco de cristal piezelétrico de quartzo coberto por uma pelicula
metélica € acoplado a um circuito de oscilagdo que aplica um campo elétrico alternado ao
cristal e diretamente ligado a um medidor de frequéncia**. Mudanca de massa na
superficie desse disco decorrente da deposicdo de um material acarreta na reducdo da

amplitude da onda e na frequéncia de ressonancia.

A variacdo de massa, Am, adsorvida na superficie em funcdo da variacdo de
frequéncia, Af, foi primeiramente proposta por Sauerbrey™? que propds a seguinte

equacao.

Am = (%}’Q}Af = C,Af (4.17)
onde e é 0 médulo de cisalhamento (2,95 x 10* g cm™ s?), A é a 4rea geométrica
piezoeletricamente ativa em cm? definida pela projecdo dos filmes metalicos depositadas
sobre o cristal, f, € a frequéncia fundamental do cristal, p. é a densidade do quartzo (2,65
g cm™) e Cyé a constante de proporcionalidade (Ci= 17,7 ng Hz™* cm™ para cristais de 5
MHz utilizados nesse trabalho).

A técnica é extremamente sensivel sendo capaz de medir variagdes de massa na
ordem de alguns nanogramas por cm?. Deste modo, permite 0 acompanhamento in situ de
processos de formagdo de monocamadas sobre a superficie do disco. A variagdo da
frequéncia resultante da adsorcdo de moléculas sobre o eletrodo permite uma medicao
direta da taxa de formag@o de SAMs. Neste contexto, a técnica de QCM foi utilizada para
0 monitoramento dos processos de adsor¢do das moléculas sulfuradas iTNA, TNA, Hpyt,
pyS e 1,4-dt sobre ouro a temperatura de 25 °C. Os valores de Af em funcdo do tempo de

imersdo para cada molécula estéo ilustrados na Figura 4.7.

As solucBes contendo as espécies modificadoras foram injetadas apds a
estabilizacdo da frequéncia (cerca de 10 min). No geral, apés a injecdo, observou-se uma

rapida diminuigéo de frequéncia nos primeiros 5 min. Para 0s processos de adsorcdo das
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moléculas de iTNA e TNA de Af, apds 5 min, aumentam gradualmente até atingir valores
constantes. Para moléculas de Hpyt, pyS e 1,4-dt, de forma contraria, os valores de Af
continuam a diminuir, apds 5 min iniciais, até atingir um valor constante. Depois de
aproximadamente 30 minutos sem variacdo da frequéncia é assumido que 0s processos de
adsorcdo e desorcéo estdo em equilibrio e a variagdo de massa obtida via QCM (Amqgcm)

em g cm™ foi calculada a partir da equacéo 4.17, conforme mostrado na Tabela 4.4

OO0

1.4-dt
_60 i ] ) ] ) ] ) 1

0 10 20 30 40

Figura 4.7 — Gréfico de variagdo da frequéncia do cristal em relacdo ao tempo de imersdo em
solugBes aquosas contendo 0,1 mmol L™ dos compostos: (0)TNA, (A)iTNA, (< )Hpyt, (*)pyS e
(0J) 1,4-dta 25 °C.

Apos alcangar o equilibrio, o eletrodo foi transferido para uma célula contendo
KOH 0,5 mol L™ onde o potencial foi aplicado ao eletrodo de trabalho no sentido
negativo de 0,0 a —1,2V a fim de observar a desor¢éo redutiva da monocamada. A partir
da carga do processo de desorgéo observado, foram calculados os valores de 7 utilizando

a Equacéo 4.2. O produto entre 7% e a massa molecular do adsorbato equivale a variacéo
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de massa calculada via desorcdo redutiva (Ampr) em g cm™® A variacdo de massa
observada via QCM foi superior a calculada por desorcdo redutiva. Comportamento
similar (34 moléculas de H,0) foi observado por Abrufia e Takada ao estudar o processo
de adsorcdo de complexos de 6smio sobre platina utilizando QCM em conjunto com
eletroquimica. Estes autores atribuiram o excesso de massa a presenca de moléculas de
agua co-adsorvidas ou a adsorc¢éo de eletrélito ndo dissociado. Visto que, além da amostra
somente agua esta presente no sistema, o excesso de massa adsorvido foi atribuido a
presenca de moléculas de agua co-adsorvidas. A partir da divisdo do excesso de massa, ou
seja, a diferenga entre Amgcm € Ampg, pelo peso molecular da agua e 7%, determinou-se a
quantidade de moléculas de &gua adsorvidas por moléculas do adsorbato, conforme

apresentado na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Comparacgéo dos valores da variagcdo de massa (Amgcm) observada via QCM e

calculada por voltametria (AMpg).

Am (ug cm™) I.x10°  Moléculas

SAM B !
(QCM) (DR) (molcm™)  de H,O
TNA 0,48 £0,05 0,10 £0,005 7,7 29 +8
iTNA 0,65 +0,07 0,12 £0,003 9,0 34 +4
Hpyt 0,49 £0,03 0,09 +0,022 55 28 £7
pyS 0,35+0,15 0,07 £0,036 6,5 17 +6
1,4-dt 0,39 £0,07 0,11 0,057 91 17 +3

*célculo: moléc.(H20) = Amqem -Ampr/18(g mol™) I,

Conforme apresentado na Tabela 4.4, a variagdo de massa observada via QCM néo
apresenta 0s mesmos valores calculados por eletroquimica. Isto pode ser decorrente da

diferenca no grau de hidrofilicidade das moléculas estudadas. O valor do momento
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dipolar destas moléculas livre de adsorcdo foram calculados” e comparados com a

quantidade de moléculas de agua co-adsorvida, conforme ilustrado na Figura 4.8.
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Figura 4.8 — Valores do momento de dipolo calculados para as moléculas de TNA,

iTNA, Hpyt, pyS e 1,4-dt em funcdo da quantidade de moléculas de agua co-adsorvidas

nas respectivas monocamadas.

Como pode ser visto na Figura 4.8 (linha pontilhada), desconsiderando a espécie
pyS o comportamento da quantidade de moléculas adsorvidas nas monocamadas
apresenta uma boa concordancia com o valor do momento de dipolo, ainda que apés
adsorcdo, 0 momento dipolar destas espécies possa ser modificado. A molécula pyS néo

apresenta correlacdo com as demais espécies estudadas. Varias sdo a possibilidades para

"0 valor do momento de dipolo foi calculado utilizando o programa Gausian03W versao 6.1 revisdo D.01.
A Teoria do Funcional da Densidade (DFT) com o funcional B3LYP restrito e conjunto de bases 6-311G™
foi utilizada como condigdes de calculo para a minimizacéo da energia do estado fundamental.
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esta observacdo, podendo-se citar: o equilibrio tautomérico - caso a especie tiona seja
considerada, o valor do momento de dipolo seria 8,6 0 que resultaria em
aproximadamente 50 moléculas de H,O; a decomposicdo da monocamada — a

literatura’®%

sugere que a oxidacdo da ligagdo C-S resulta em uma monocamada
formada por espécies atbmicas e/ou oligoméricas de enxofre; irregularidades da

monocamada.

4.1.4 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica envolve a aplicacdo de uma
perturbacdo de potencial ou de corrente no sistema sob investigacdo. A perturbacdo do
sistema é realizada mediante a aplicacdo de um potencial continuo (potencial central
aplicado) sobre a qual é superimposta uma variacao senoidal de potencial com pequena
amplitude. Este método de aplicacdo do potencial possibilita que o sistema seja
perturbado empregando poucos milivolts de forma a tornar possivel a investigacdo de
fendbmenos eletroquimicos préximos ao estado de equilibrio. Adicionalmente, é possivel
perturbar o sistema usando diferentes valores de frequéncia, pois a onda de potencial é
senoidal resultando em uma corrente de natureza, também, senoidal. Mediante o
monitoramento da relacdo entre o potencial aplicado e a corrente obtém-se a impedéancia
do sistema e o angulo de fase (defasagem da corrente em relagdo ao potencial aplicado).
O conceito de impedancia, originalmente introduzido para descrever a resposta de
sistemas compostos por capacitancias, resisténcias e indutancias, estendeu-se aos sistemas
eletroquimicos. Assim, a partir das medidas da impedancia e angulo de fase, é possivel
avaliar processos como transportes de carga (incluindo estimativa de velocidade de
transferéncia), condutividade de filmes, capacitancia do sistema redox e da dupla camada,
entre outros. Em estudos relacionados a monocamadas automontadas de compostos
sulfurados sobre ouro, EIE tem sido empregada no estudo da cinética de adsorcdo, na
caracterizacdo de defeitos, na avaliacdo do grau de cobertura e para a obtencdo de
coeficiente de velocidade de transferéncia de carga. Usualmente, o diagrama de Nyquist
(Figura 4.9), o mais utilizados para representar os fenébmenos eletroquimicos, apresenta o0s
dados de impedancia por meio da relacdo entre os valores de impedancia imaginaria

(Zimaginario) Vs. real (Zra). Nesse diagrama a presenca de espécies eletroativas em solugdo,
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é observada, geralmente, por um semicirculo (arco capacitivo) visivel na regido de mais
alta frequéncia. Esse arco esta relacionado ao processo de transferéncia de carga das
espécies eletroativas na interface eletrodo/solucdo. Na regido de mais baixas frequéncias,
pode ser visualizada uma distribuicdo linear dos pontos experimentais em funcdo da

frequéncia que esta relacionada ao processo difusional dessa espécie eletroativa.

Controle Controle por
Cinético Transporte de
Massa

-Z Imaginario

Rﬂ Rﬂ + RCT ZReal

Figura 4.9 - Representacdo esquematica de uma resposta de impedancia eletroquimica para um

sistema onde ocorre transferéncia de carga de uma espécie eletroativa controlada por difuséo.
R ®*CZR2
— CT _ d ' ‘CT ftANAL X
Lo =Ry + W e Z 1 aginario = m onde Ry, - resisténcia da solugéo, Rer -
resisténcia a transferéncia de carga, o - frequéncia angular e C, - capacitancia da dupla camada

elétrica.

Os processos de adsorcdo das monocamadas formadas por pyS e 1,4-dt por EIS
foram publicados anteriormente'*****, Neste trabalho, foi realizado o acompanhamento
apenas dos processos de formacdo das monocamadas de iTNA, TNA e Hpyt. Os
diagramas EIE obtidos para a superficie de ouro modificada com estas espécies, ap0s
diferentes tempos de imerséo estdo apresentados na Figura 4.10.

Como pode ser visto na Figura 4.10, os arcos capacitivos nas regides de mais altas
frequéncias sdo maiores para os eletrodos modificados do que para o eletrodo ndo-

modificado. Observando a regido correspondente a altas frequéncias, ha um acréscimo
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dos valores de impedancia como indicado pelo alargamento do arco capacitivo em funcéo
do aumento do tempo imersdo do eletrodo de ouro nas solugcdes modificadoras. Os
valores de resisténcia a transferéncia de carga (Rct) foram determinados a partir do

didmetro do arco capacitivo no eixo real dos diagramas.
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Figura 4.10 — Diagramas de EIE obtidos em solucdo contendo KCI 0,1 mol L'e 8,0 mmol L de
[Fe(CN)g]* + 8,0 mmol L™ [Fe(CN)s]* para o eletrodo de ouro limpo (0) e para os eletrodos
modificados com (A) Hpyt, (B) iTNA e (C) TNA ap6s 5 min (<), 30 min (J) e 1440 min (%) de

imersdo em solugdo 2,0 mmol L das espécies modificadoras.
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Considerando que a corrente faradaica do processo redox das espécies eletroativas

ocorre somente sobre os sitios ativos (defeitos) existentes no eletrodo modificado, pode-
se calcular a taxa de recobrimento () pela Equacio 4.18"%:

R
g=1-—% (4.18)

CT

onde Rcr e Rer™* séo, respectivamente, os valores da resisténcia a transferéncia de carga
para 0 ouro limpo e para a superficie modificada obtidos a partir dos diagramas de
impedancia. A partir dos resultados experimentais de EIE foi possivel calcular as

constantes de velocidade de transferéncia de elétrons (kapp) para o par redox [Fe(CN)e]*™

baseando-se na Equacéo 4.19™%:

RT

K, =— (4.19)
'  F?R.C

onde C* (em mol cm™) é a concentragdo do par redox em solugdo, considerando que a
concentragdo das espécies que sofrera oxidacdo ([Fe(CN)s]*) e reducéo ([Fe(CN)s]*) sdo
iguais e estdo em equilibrio. Os valores de Rcr, € € kapp €m relagéo aos tempos de imerséo

estdo apresentados na Tabela 4.4.

Como pode ser visto na Tabela 4.5, os valores de kap, apresentados decrescem com
0 aumento do tempo de imersdo do eletrodo de ouro na solucdo modificadora. A reducéo
da velocidade dos processos de transferéncia de carga das espécies eletroativas
([Fe(CN)g]* e [Fe(CN)s]*) sobre a superficie modificada esta associada & diminuicéo dos
sitios ativos em consequéncia do efeito de bloqueio causado pela adsor¢do da espécie
modificadora. As monocamadas de TNA e iTNA apresentam maior redugdo de Rrc e
maior taxa de recobrimento superficial apés 24 h. Este resultado indica que essas
monocamadas apresentam maior grau de organizacao em relacdo as espécies Hpyt, pyS e
1,4-dt. Os resultados indicam que, em todos 0s casos estudados, a cobertura total ndo €
alcangada. Dessa forma, as monocamadas apresentam uma densidade de defeitos através
dos quais os fons de [Fe(CN)s]> e [Fe(CN)g]* acessam a superficie do eletrodo e
experimentam a reacdo de TE. Além disso, o contorno de grdo pode permitir 0 acesso a

superficie.
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Tabela 4.5 — Correlacdo dos valores de resisténcia a transferéncia de carga (Rrc), taxa de

recobrimento (0) e constante de velocidade de transferéncia de carga (Ksp,) do par redox

[Fe(CN)g]*™* em funcéo do tempo de imerséo do eletrodo de ouro nas solugdes modificadoras de
Hpyt, iTNA, TNA, pyS™® e 1,4-dt***.

Tempo de R KappX10°
Adsorbato ] ~p _ Te ) 0 P L
imersao (min) (Q cm™) (cms™)
0 9,2 - 359,9
5 37,1 0,75 89,6
Hpyt
30 39,2 0,77 84,9
1440 71,7 0,88 46,4
0 8,2 - 404,1
5 40,9 0,79 81,3
iTNA
30 73,5 0,88 452
1440 136,4 0,94 24,4
0 15,4 - 218,0
5 38,2 0,60 87,9
TNA
30 80,9 0,81 41,4
1440 2179 0,93 15,4
0 4.6 - 742
pysm 1 11,5 0,60 301
5 8,7 0,48 393
10 55 0,16 635
0 23,8 - 145,0
1 55,0 0,58 55,9
1,4-dt™*
30 75,0 0,68 44 4
1440 180,0 0,87 18,5

*Os Valores de Rer foram divididos pela area ativa do eletrodo de ouro. T = 25°C.

Para a monocamada de pyS, todavia, este comportamento ndo € observado. Esta

técnica, entretanto, permite a aquisicdo, apenas, de uma interpretacdo macroscopica nao

possibilitando, ainda, o entendimento do processo de formacdo e/ou decomposi¢do da

monocamada de pyS®®**®, conforme discussdo anterior (pag. 37).
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4.1.5 pKa de Superficie Modificada

O pKa de um &cido adsorvido sobre uma superficie pode ser diferente do pKa em
solucéo podendo resultar em significativas alteragdes na sensibilidade e seletividade da
superficie em diferentes solugdes. Poucos métodos foram propostos para a determinacao
do pKa de uma espécies adsorvida, podendo-se citar: a titulacdo de angulo de

contatot®:1%7

, titulacdo de forca quimica utilizando microscopia de forca atdmica
(AFM)81%  QCM™°, métodos espectroscopicos™* e eletroquimicos™*2. Dentre estes, 0s
métodos eletroquimicos fornece uma abordagem mais simples e conveniente. No trabalho
de Brajter-Toth**?, a resposta de corrente para eletrodos modificados em funcdo dos
valores pH da solucdo foi tomada como indicador para determinar o ponto final da
titulacdo em uma titulacdo acido-base forte. O valor de pH da solucdo, porém, é muito
dificil de ser controlado com precisdo na regido de transicdo nao sendo adequado,
portanto, para determinar o valor de pKa de superficie com precisdo. Outro método
eletroquimico utilizado para determinar o pKa de uma superficie modificada foi proposto
por Zhao e colaboradores*®®. Este método envolve a realizacdo de uma série de
voltamogramas ciclicos para um eletrodo modificado na presenca do fon[Fe(CN)s]>em

diferentes valores de pH (Figura 4.11).

pH >pKa | pH < pKa
Au

HE s o by
$ —n—
P —wn—
ke
I
I
LS
)
o
I —0—wn—
B
\
I —0—wn—
I —0—wn—

[Fe(CN) ™ [Fe(CN),™

Figura 4.11 — Representacdo esquematica da interacdo da monocamada com o ion complexo

[Fe(CN)s]*em funcéo do pH da solugo eletrolitica.
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O pKa de superficie de uma monocamada pode ser definido como o equilibrio de

ionizacdo do grupo terminal da monocamada, de acordo com a Equacdo Henderson-

AH
pKa = pH + |09(%A—ﬂ (4.20)

onde [A’] e [AH] sdo as concentragles, respectivamente, das espécies desprotonada e

Hasselbach:

protonada.

Assumindo que a corrente total aparente (i) do fon [Fe(CN)s]*é constituida do
somatorio das respostas atribuidas @ monocamada dissociada [A7] e ndo dissociada [AH],

entdo a expressao de i pode ser descrita*** como:

=i, A J+i,, [AH] (4.21)

onde ia € ian Ccorrespondem as correntes de pico da espécie de prova para a superficie
desprotonada [A’] e protonada [AH], respectivamente. Neste caso, [AH] representa a
concentracdo de moléculas adsorvidas ou recobrimento superficial. Admitindo-se que o
recobrimento superficial € igual a 1, tem-se que [A] + [AH] = 1. Usando essa expressao e

as equacdes 4.20 e 4.21, a sequinte equacdo*** é obtida':

pKa = pH — IogHiAiH_iiA ]—1] (4.22)

onde ia e ian podem ser determinadas pelos valores médios obtidos nos diferentes

patamares da curva i vs. pH, tal como ilustrado esquematico na Figura 4.12.

T:>i=iA[A-]+iAH[AH] ~ [A]+[AH]=1

= i[A J+[AH])=i, [A 1+iu[AH] =i[A 1+i[AH] =i, [A ]+i,,[AH]
=i[AT]-i, [A =iy [AH]-I[AH] =[AT](-i,)=[AH](iy, —1)

I B G R P P e Gt O DIV N

[AH] i-i_ i—i, i—i =i i—i

A A” A A”

AT iA_H _'iA’ 1
[AH] i-i_
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Figura 4.12 — Representacdo esquematica da curva i vs. pH.

De acordo com o modelo proposto por Zhao**, o valor do pKa da monocamada

automontada pode ser estimado®**!#*

a partir dos valores da corrente de pico obtidos por
voltametria ciclica na presenca de [Fe(CN)e]> 0,5 mol L™ em tampéao fosfato 0,1 mol L™
em varios valores de pH. A determinacdo precisa da linha de base e do maximo de
corrente ¢ dificultada em alguns voltamogramas, principalmente quando a monocamada
apresenta um efeito de bloqueio a reacdo de TE. Porém, para uma melhor anélise dos
resultados, a carga (Q) foi o parametro utilizado considerando que tanto a carga como a
corrente do processo é proporcional a concentracdo da espécie eletroativa em solucao.

Entdo, a Equacdo 4.22, pode ser reescrita como:
pKa = pH —log Qi ~Qp -1 (4.23)
Q - A’

onde Qa e Qan correspondem a carga do processo redox da espécie de prova para a
superficie desprotonada [A] e protonada [AH], respectivamente. Reorganizando-se, tem-

se uma equacao que representa o comportamento de Q em funcéo do pH:

_ QAH _QA‘
Q= opKa DR +Q, (4.24)
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Para algumas monocamadas estudadas, existe a possibilidade de protonacdo em dois
grupos diferentes. Ndo ha na literatura, todavia, a proposicdo de uma expressdo que
represente o equilibrio de protonacéo de superficies que contém monocamadas compostas
por esse tipo de moléculas. Para monocamadas com dois valores de pKa, o valor de Q em

funcdo do pH foi determinado como segue*:

Q _ QAH2 _QAH_ + QAH— _QAz- +Q 495
[ (goPKal=pH 4 ] {gPKaZ—pH ) ™+ )

onde Qa% e Qan: correspondem & carga do processo redox da espécie de prova para a

superficie completamente desprotonada [A?] e parcialmente protonada [AHT,

respectivamente (Figura 4.13).

A

Qame

Qan-

Qu*

v

Figura 4.13 — Representacdo esquematica da curva Q vs. pH para espécies com dois valores

de pKa.

¥

QAH2 _QAH_ . QAH’ _QAZ_
:Ql _[10pKa1— pH +1J+QAH QZ[lOpKaz_ pH +1J+QA2
=0Q0=Q+Q,-Q,,

QAH2 _QAH- QAH’ _QA2—
= Q = _(mpKal— pH ]+QAH +{1OpKa2_ pH +1]+QA2 _QAHjl

( Qui, -
- = + 2
Q (10 pKal-— pH 10 pKa2 pH Qu
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Os experimentos realizados nas condices descritas na literatura'®, ndo foram
aplicados para as monocamadas com mais de um pKa (TNA e iTNA). A monocamada de
TNA, por exemplo, a determinagdo dos valores de pKa torna-se impreciso seguindo o
modelo de Zhao, conforme ilustrado na Figura 4.14.

A C
5.0
] O Corrente
2,04 404
— > 2304
3 o
= 2.0+
pH :
—_—3 1.0 -
6 OO 1 1 d 1 d 1 1
B —; D 2 4 6 8 10
O Carga
0,02”{ 10 0.15 -
%O.lO-
O 0.05 -
0.00 -
r 11 1 - 7T1r T T T T
-02 00 02 04 06 2 4 6 8 10 12
E (V vs. Ag/AgCI/CI) pH

Figura 4.14 — Voltamogramas ciclicos para o eletrodo Au/TNA na presenca de [Fe(CN)e]*em
(A) 1,0 mmol L™ em tamp&o fosfato 0,10 mol L™ e KCI 0,01 mol L™ a 100 mV s™ (método de
Zhao) e (B) 10 umol L™ em tampéo fosfato 0,01 mol L™ e KCI 0,01 mol L™ a 15 mV s™
Comportamento em funcdo do pH da solucdo eletrolitica para corrente de pico anddica (C) dos

voltamogramas em A e da carga anddica (D) nos voltamogramas em B.

O gréfico para a determinacgdo de pKa (i vs. ou Q vs. pH) apresenta apenas um valor
quando o método de Zhao é utilizado (gréafico C). O método proposto neste trabalho, por
outro lado, apresenta dois pontos de inflex&o (grafico D) indicando dois valores distintos

de pKa sendo consistente com a existéncia de dois grupos terminais protonaveis (R-NH, e
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piridinico). O resultado apresentado ilustra o ganho de sensibilidade do método proposto
neste trabalho comparativamente ao método da literatura. Comparativamente ao método
de Zhao, foram reduzidas a concentracéo da espécie redox ativa em solucgdo (de 1,0 mmol
L™ para 10 pmol L™) e a velocidade de varredura (de 100 mV s para 15 mV s™).
Embora aumentando o comprimento de Debye, a diminuicdo da concentracdo das
espécies redox ativa e da forca idnica da solucgéo eletrolitica teve como objetivo diminuir
a interferéncia da repulsdo entre os ions em solucdo favorecendo, assim, a interacao
efetiva entre a monocamada e as espécies redox ativa em solugdo. Dado o grau de
diluicdo imposto ao sistema, a diminuicdo da velocidade de varredura tornou-se

necessaria a fim de acessar a reacao de eletrodo respeitando-se os limites difusionais.

A protonagdo de grupos presentes na monocamada acarreta na reducéo da densidade
de carga negativa na superficie. Essa condicdo facilita a aproximacdo de espécies de
prova anionicas, tal como [Fe(CN)g]*. Esse processo é evidenciado por meio do aumento
da corrente de pico ou da carga em funcdo da variacdo do valor de pH. Espera-se que o
complexo [Fe(CN)g]*, por ser uma espécie anibnica, experimente repulsdo quando a
monocamada apresentar densidade de carga negativa no grupo terminal, o que afetara o

processo heterogéneo de TE.

O comportamento da carga do processo do [Fe(CN)g]* em funcdo do pH para o
eletrodo modificado com iTNA, TNA, Hpyt, pyS e 1,4-dt estdo ilustrados na Figura 4.15.

De fato, como ilustrado na Figura 4.15 os valores de carga apresentam uma forte
diminuicdo com aumento do valor do pH. A espécie 1,4-dt, entretanto, ndo apresenta
variacao significativa da carga em funcdo do pH. Este comportamento pode ser atribuido
a inexisténcia de equilibrio de protonacdo para esta molécula na faixa de pH estudado.
Dessa forma, pode-se concluir que a difusdo das moléculas de [Fe(CN)¢]* através dos
defeitos da monocamada de 1,4-dt ndo é significativamente afetada pela repulsdo imposta
pela densidade de carga negativa na interface. Por outro lado, as monocamadas formadas
por TNA, iITNA, Hpyt e pyS apresentaram uma dependéncia da carga do processo em
funcdo do pH da solucdo eletrolitica. Os dados experimentais obtidos para as
monocamadas de Hpyt e pyS apresentaram uma grande concordancia com a curva
simulada (linha tracejada) a partir da Equagdo 4.24 com pKa como pardmetro varivel.
Conforme discutido as monocamadas formadas pelas espécies TNA e iTNA apresentam
dois valores de pKa. Neste caso, dados experimentais apresentaram grande concordancia
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com a curva simulada (linha pontilhada) a partir da Equacgéo 4.25 com pKa; e pKa, como

parametros variaveis. Os valores de pKa calculados estdo comparados com os valores

145-148

determinados para as especies em solugdo, conforme apresentado na Tabela 4.6.

0,18

5t
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0,12 4
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0,00

pH

Figura 4.15 — Relacdo entre a carga e o valor do pH da solug&o eletrolitica. Dados experimentais
para as monocamadas formadas por: (A) iTNA , (0) TNA, (<) Hpyt, (O) 1,4-dt e (%) pyS e
Curvas simuladas a partir das Equaces 4.24 para Hpyt e pyS (linhas tracejadas) e 4.25 para TNA
e iTNA (linhas pontilhada). Tempo de imerséo de 1h.

Os valores de pKa calculados para o atomo de N piridinico das moléculas que
encontram-se proximos ao valor reportado para a piridina (pKa = 5,2) em solugéol48,
conforme discriminado na Tabela 4.7. Derivados piridinicos, entretanto, podem
apresentar valores de pKa diferentes dependendo da presenca de grupos ligados ao anel
piridinico, como pode ser observado na Tabela 4.7, grupos retiradores de elétrons

reduzem o pKa ao passo que grupos doadores de densidade eletrdnica elevam o valor.
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Tabela 4.6 — Valores de pKa em solucdo e de superficie para as monocamadas automontadas
formadas por: iTNA, TNA, Hpyt, pyS e 1,4-dt.

pKa de superficie pKa em Solugéo™*>'4
Adsorbato
—Noy —NH, —py _NH,
1,4-dt X N N -
Hpyt 4,2 X B X
pysS 7,5 X 1,4 X
TNA 5,0 8,5 32 )
iTNA 4,5 7,9 3,7 10,6

(Npy) Nitrogénio piridinico, (x) valores inexistentes e (-) valores néo determinados

Tabela 4.7 — Valores de pKa em solucdo para alguns derivados piridinicosl45'146'148.

Espécie pKa do N piridinico | pKa2
Piridina 5,23 -
2-metilpiridina 5,97 -
3-metilpiridina 5,68 -
4-metilpiridina 6,08 -
2,3-dimetilpiridina 6,57 -
2,4-dimetilpiridina 6,99 -
3-cianopiridina 1,45 -
3-fluoropiridina 2,97 -
3-cloropiridina 2,84 -
3-bromopiridina 2,84 -
2-hidroxipiridina 0,75 11,65
3-hidroxipiridina 4,79 8,75
4-hidroxipiridina 3,20 11,12
acido 2-piridinocarboxilico 0,99 5,40
acido 3-piridinocarboxilico 2,00 4,80
acido 4-piridinocarboxilico 1,77 4,84
4-mercaptopiridina (pyS) 1,40 -
2-mercaptopiridina 1,07 -
Tionicotinamida (TNA) 3,23 -
Isonicotinamida (iTNA) 3,67 10,61
Nicotinamida 3,54 -

(-) valores inexistentes ou indeterminados
* referente ao grupo NH,
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Comparando-se os valores reportados em solucdo (Tabela 4.7) para as moléculas de
pyS, TNA e iTNA com aqueles determinados ap6s a adsorcao (Tabela 4.6), observou-se
um aumento no valor do pKa atribuido ao N piridinico. De forma contréaria, 0 segundo
pKa observado para as moléculas TNA e iTNA apds adsorcdo diminui em relacdo a
espécie TNA em solucdo. Ressalta-se, neste caso, que o segundo valor de pKa é atribuido
ao grupo NH,, de acordo com a literatura'®. Para a molécula Hpyt, o valor de pKa
observado é atribuido ao 4tomo de N piridinico baseando-se em resultados obtidos para

moléculas similares.

A analise dos resultados obtidos para as moléculas que apresentam equilibrio
tautomérico, todavia, envolve um maior grau de complexidade. O pKa calculado
teoricamente para a molécula pyS**>**, por exemplo, é de 6,0, ao passo que o
determinado experimentalmente™® é de 1,4 em solucdo. Essa discrepancia é atribuida as
diferentes contribui¢bes do equilibrio conforme ilustrado no esquema 4.1 tendo em vista

que o valor calculado ndo considerou o equilibrio tautomérico.
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Esquema 4.1 — Diferentes equilibrios sugeridos para a molécula pyS.

Apos a adsor¢do, o equilibrio tautomérico é desfavorecido implicando, portanto, em

maiores valores de pKa. O valor de pKa da monocamada de pyS sobre ouro foi

151,152

determinado como 5,3 e 4,6 a partir de experimentos de SERS e medidas de
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capacitancia, respectivamente. Estes valores, embora menores, encontram-se proximo ao
valor calculado teoricamente (6,0), uma vez que o equilibrio tautomérico, conforme ja
discutido, é desfavorecido em superficie o que reduz a margem de erro do célculo. Este é,
de fato, o comportamento observado para as moléculas de pyS, TNA e iTNA, apds a
adsorcdo. Para a monocamada de pyS foi observado um valor de pKa 7,5 que € superior
ao esperado. Apos as medidas de pKa, foi realizada a desorcdo redutiva da monocamada e
0 Eqr foi observado em -850 mV. Sendo diferente daquele observado para a monocamada
de pyS recém preparada (Eq4r = - 0,55V, Tabela 4.1). Este resultado indica um interacéo
mais intensa podendo ser resultante da presenca de atomos de S atdbmicos e/ou
oligoméricos na superficie em consequéncia da decomposi¢do da monocamada de pyS. A
fim de se verificar esta hipotese, o eletrodo de ouro foi imerso em solucdo aquosa
saturada de Na,S por 1h. O eletrodo assim modificado foi colocado em uma célula
eletroquimica contendo [Fe(CN)g]* a fim de mimetizar as condicdes experimentais
anteriores. O valor de pKa calculado para esta monocamada foi de 6,8 estando, portanto,
consideravelmente proximo ao valor calculado para a monocamada de pyS (7,5).
Adicionalmente, apds este procedimento, realizou-se a desor¢do redutiva (de 0 a —1,2 V)
em KOH 0,5 mol L™ e o valor de Eg foi de aproximadamente -900 mV (Figura 4.16).
Este resultado sugere que a monocamada de pyS experimenta, efetivamente, uma

clivagem oxidativa da ligagdo Au—S resultando na decomposi¢do da monocamada.

1,0 uA

r g T g T g T g 1
-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2
Potencial (V vs. Ag/AgCI/CI")

Figura 4.16 — Voltamogramas de varredura linear (LSV) a 50 mV s™ para o eletrodo de ouro
modificado com as espécies pyS (ap6s as medidas para determinacdo do pKa) e S*obtidos em

KOH 0,5 mol L™,
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4.1.6 Microscopia de Varredura por Tunelamento (STM)

O STM foi desenvolvido por Gerd Binnig e Heinrich Rohrer, da IBM de Zurich, em
1981 e foi o primeiro instrumento capaz de gerar imagens de superficies com resolugdo
atdmica baseado no tunelamento de elétrons que € um dos fenémenos quanticos que nao
se enquadram nos formalismos classicos. A mecéanica quantica prevé que uma particula
como um elétron, pode ser descrito por uma funcdo de onda. Assim sendo, tem uma
probabilidade finita de entrar em uma regido classicamente proibida e, por conseguinte,
essa particula pode tunelar através de uma barreira de potencial que separa duas regides
classicamente permitidas. A probabilidade de tunelamento é exponencialmente
dependente da largura da barreira de potencial de modo que a observagdo experimental
dos eventos de tunelamento s6 é mensurdvel para barreiras bastante finas, ja para a
mecanica classica, por outro lado, uma barreira apresenta dimensfes macroscopicas tais

que uma particula so sera capaz de ultrapassa-la caso possua cinética suficiente.

A dependéncia exponencial da corrente de tunelamento | com a distancia d € dada

pela a seguinte equacao™:

)

I =Ve (4.26)

onde A = 1,025 (eV)™? A, no caso do vécuo, ¢ é a altura da barreira de potencial
(funcdo dos materiais constituintes da sonda e da amostra) que representa a diferenca
entre o nivel de energia de tunelamento e o nivel de energia maximo do sistema
sonda/amostra, d é a distancia de separacdo entre a amostra e a sonda, V é o potencial de

polarizacdo e | € a corrente total de tunelamento entre a amostra e a ponta.

No STM, o sensor de tunelamento mede a corrente | que passa entre a amostra e a
sonda metélica, posicionada suficiente proxima da superficie da amostra (que deve ser
condutora). Quando a distancia sonda/amostra é aproximadamente de 10A, os elétrons da
amostra comecgam a tunelar na direcdo da sonda ou vice-versa, dependendo da polaridade
da voltagem aplicada entre a sonda e a amostra. A corrente varia com a distancia entre
elas sendo diretamente proporcional a voltagem V aplicada e exponencialmente
proporcional a distancia d, ou seja, a resolu¢do do STM reduz com o aumento de d. Um

aspecto fundamental para a operacdo do STM ¢ a extrema sensibilidade da corrente de
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tunelamento a separacdo entre os eletrodos. Uma sonda muito fina e muito préxima da
amostra varre a superficie transferindo elétrons e levantando assim a topografia dos

4tomos na superficie da amostra, ou seja, registrando o relevo™*,

O desenvolvimento do STM possibilitou ndo sé obter imagens em nivel atdbmico,
mas medir e manipular &tomos ou moléculas. A compreensdo da estrutura basica que é
composta a matéria tem se apresentado ao longo do tempo como um desafio aos
pesquisadores. Este microscopio € uma das ferramentas mais importantes para a fisica e
quimica superficial devido a capacidade de mostrar a estrutura da camada mais externa de
4tomos ou moléculas de uma superficie. Essa ferramenta®® tem sido utilizada para estudar
filmes sobre superficies condutoras ou semicondutoras a partir do efeito de tunelamento
entre uma sonda e a superficie. Imagens em resolu¢do nanométrica permite a avaliacéo
em nivel atbmico. Desta forma, é possivel observar a organizagdo molecular e revelar a

presenca de defeitos em monocamadas.

Imagens para a superficie modificada com as espécies pyS foram previamente
publicadas™>**®, As imagens obtidas sugerem uma estrutura ordenada com distancias
intermoleculares de 1,42 e 0,49 nm consistente com uma unidade de célula retangular
p(5xV3R-30°) para 0 Au(111)/pyS. Desta forma, o empacotamento é menor que O
observado para alcanoti6is® com unidade de célula hexagonal (V3xV3R-30°) com

distancias intermoleculares de 0,5 nm.

A Figura 4.17 ilustra a imagem em baixa resolucdo obtida para Au(11l) ap6s
imersdo em solucao de Hpyt. Para a monocamada de Hpyt as imagens de STM em baixa
resolucdo apresentaram uma superficie que apresenta algumas ilhas espalhadas
aleatoriamente. A formacdo de ilhas em ouro apds a adsorcdo € frequentemente
observado para outros tidis arométicos™>’. Na imagem em baixa resolucio permite definir

a organizacdo das moléculas do adsorbato como pode ser observado na Figura 4.17.
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Figura 4.17 — Imagem de STM em baixa resolucdo para Hpyt sobre Au(111). Tempo de imerséo
de 24h em solucéo de Hpyt 2,0 mmol L™

A imagem em alta resolucdo de STM obtida para a monocamada de Hpyt apresenta
uma organizacdo molecular hexagonal quase regular, conforme ilustrado na Figura 4.18
(a). Esta organizacdo é semelhante aquela observada para a superficie do Au(111) sem
modificador (Figura 4.18 (b)). A periodicidade média dos atomos, todavia, de ouro é de
aproximadamente 0,29 nm para a superficie limpa, enquanto a distancia entre os atomos
de enxofre na monocamada de Hpyt é de 5,5 + 0,4 A, o que corresponde a uma area
ocupacional média de 19,6 A% por molécula. A organizacdo molecular da monocamada de
Hpyt ndo apresentou dependéncia com o tempo de imersdo. As imagens foram similares

para 5 min e 24h de imerséo.
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Figura 4.18 — Imagens de STM em alta resolugdo para amostra de Au(111) limpa (a) e

modificada com Hpyt (b) apés 30 min de imersdo em soluc&o de Hpyt 2,0 mmol L™.

Para a monocamada de TNA as imagens de STM em baixa resolucéo (Figura 4.19)
obtidas apds 24h de imersdo, também apresentaram uma superficie que apresenta algumas
ilhas espalhadas aleatoriamente com altura variando entre 2,0 e 2,5 A.
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Figure 4.19 — Imagem de STM em baixa resolucdo para TNA sobre Au(111). Tempo de imerséo
de 24h em soluc&o de TNA 2,0 mmol L™,

5.0 nm
0.0 nm

Para o eletrodo modificado com TNA, as imagens sdo consistentes com a adsor¢do
de compostos aromaticos sulfurados conforme previsto na literatura™’.

A imagem obtida em alta resolucdo (Figura 4.20) apresenta um padrdo que se
assemelha a listras paralelas com periodicidade de 5,5 —8,5A.
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Figura 4.20—- Imagem de STM em alta resolucdo para TNA sobre Au(111). Tempo de imerséo de
30 min em soluc&o de TNA 2,0 mmol L™

A imagem, ilustrada acima, permite visualizar uma organizacdo molecular com
algumas listras distorcidas e descontinuas, onde se sugere a presenca de defeitos. A curta
periodicidade (5,5 a 6,0 A) indica que uma camada densa esta em processo de formagcéo
nesta regido de maneira similar a de alcanotiois com uma inclinagdo normal de 30° em
relacdo a superficie. Periodicidades maiores (7,0 a 8,5 A) supdem a existéncia de uma
estrutura onde o eixo da molécula tem um menor &ngulo em relagdo a superficie com o
plano molecular mais proximo do eletrodo. As moléculas nestas condi¢fes (até 30 min)
ligam-se a superficie através do atomo de S com uma orientagcdo em relacéo a superficie

158

do ouro. Esta estrutura, conhecida como estrutura aberta™°, é mais sensivel a interacGes
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com a ponta (sonda) sendo destruida durante a varredura, o que resulta em maiores
dificuldades para a aquisicdo de imagens com maior resolucéo dentro das listras. A faixa
de resisténcia possivel para a aquisi¢do das imagens sem destruicdo da monocamada foi
de 0,4a5,0 GQ.

Os processos de adsorcdo das moléculas de TNA mostraram-se dependentes do
tempo de imersdo ao contrario da adsorcdo das moléculas de Hpyt. A imagem em alta

resolucdo ilustrada na Figura 4.21 foi obtida ap6s 24h de imerséo.
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Figura 4.21 — Imagem de STM em alta resolucdo para TNA sobre Au(111). Tempo de imerséo de
24 h em solucéo de TNA 2,0 mmol L™

Ap0s 24h, a organizacdo molecular observada é hexagonal, cada ponto claro é
atribuida a uma molécula de TNA. Esta estrutura molecular é consistente com uma

organizagdo hexagonal quase perfeita do tipo V3xV3R30°. Esse mesmo comportamento

157,159

foi observado para outros tiois aromaticos sobre superficie de ouro (111) e para n-
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alcanotiois de cadeias longas. A pequena distorcdo da organizacdo hexagonal observada

pode ser designada®®’

ao movimento térmico e também a uma desordem na direcdo da
inclinacdo das moléculas em relacdo ao atomo de enxofre (sitio de adsorcdo). A
influéncia do grupo NH; na desorganizacdo da forma hexagonal ideal ndo pode ser
rejeitada. Este grupo pode estar mais distante ou proximo a superficie atuando, neste caso,
como um segundo sitio de adsorcdo. Defeitos tipicos de estruturas moleculares (areas
mais escuras e desorganizadas) sdo observados indicando a falta de moléculas em
algumas regies ou em sitios energéticos distintos. O perfil da se¢do transversal mostra
uma periodicidade de 5,4 £ 0,4. Para TNA, ap0s 24h de imerséo, também foi observada
uma distribuicdo hexagonal quase regular com uma area ocupacional média de 18,9 A?

por molécula.

A Figura 4.22 ilustra a imagem obtida para Au(11l) ap6s 24h de imersdo em
solucdo de iTNA. A superficie é coberta por cavidades que em sua grande maioria tem a
dimenséo da altura do degrau do Au(111) que é 2.56 A. Foram realizados experimentos
em alta resolucdo afim de melhor visualizar a superficie modificada. As imagens obtidas,
entretanto, ndo permitiram a visualizacdo de nenhuma estrutura molecular sugerindo
algum tipo de interacdo entre as moléculas de iTNA e a sonda. Outro parametro
experimental alterado foi a resisténcia de tunelamento. Aumentou-se esta de 133 para 240
GQ, mas, infelizmente ndo se obteve melhoria de resolucdo. As imagens obtidas em baixa
resolugdo apresentaram-se similares para diferentes tempos de imersdo (5min a 24h)
aumentando apenas a densidade de areas escuras com 0 aumento do tempo de imersao.
Correlacionando-se com os resultados de impedéancia e desorcdo, onde tem-se 0 aumento
de recobrimento com o aumento do tempo de imersdo (0 = 0,94 para 24h de imersao,
Tabela 4.4) sugere a existéncia de sitios energéticos distintos sobre a superficie de ouro
apos a modificacdo. De fato a literatura sugere que a adsorgdo de compostos aromaticos
sulfurados induz a formacéo de ilhas de alturas mais elevadas ao passo que alcanotidis

resultam em depressdes*®

. As imagens obtidas para a adsor¢do das moléculas de iTNA
podem sugerir que estas induzem a formacédo de depressdes na superficie mesmo, sendo
estas moléculas, espécies aromaticas. No caso das moléculas de iTNA, porém o atomo de

enxofre encontra-se fora do anel aproximando-se, portanto da estrutura de alcanotiol.
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Figura 4.22 — Imagem de STM em baixa resolugdo para iTNA sobre Au(111). Tempo de imersdo
de 24h em soluco de iTNA 2,0 mmol L™. Resisténcia de tunelamento (A)133 e (B) 240 GQ.
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4.2 Aplicacdo das monocamadas

4.2.1 Estudos da TE do citocromo c (cyt ¢)

O cyt ¢ é uma proteina extensivamente estudada, principalmente, por apresentar
uma estrutura relativamente simples. Diversos tipos de compostos sulfurados adsorvidos
sobre ouro foram avaliados como promotor da reagdo de TE desta proteina. Resultados da
literatura indicam que as monocamadas formadas por pyS*” e 1,4-dt®!, por exemplo,
acessam satisfatoriamente a reacdo de TE do cyt ¢ apresentando valores de E;, em 0,08 e
0,05 V vs. Ag/AgCI/CI", respectivamente. Estes valores sdo consistentes com o valor
sugerido para a forma nativa da proteina de ~ 0,05V “°. Além disso, em ambos 0s casos,
0s autores sugerem que 0s processos sao controlados pelo transporte de massa.

Neste trabalho, as monocamadas formadas por TNA, iTNA e Hpyt foram avaliadas
como promotores para a reacdo heterogénea de TE do cyt ¢. Os voltamogramas obtidos

para estas monocamadas estdo apresentados na Figura 4.23.

A monocamada de Hpyt, em comparacdo as formadas por TNA e iTNA, apresenta
melhor resposta para o acesso a reacdo heterogénea de TE do par redox Fe*'?* do cyt ¢
com Ejy» em ~ 0,05 V, sendo consistente com a forma nativa®*. Esta monocamada
apresenta, também, melhor relacdo de corrente, visto que todos os voltamogramas (Figura
4.23) foram obtidos em solucdo do cyt c com a mesma concentracdo. Para a monocamada
de TNA, o valor de E;»de ~0,2V do cyt ¢ encontra-se deslocado aproximadamente 200
mV do potencial para a proteina na forma nativa®. A espécie TNA apresenta, como grupo
terminais, o &tomo de N piridinico e o fragmento NH; cujos valores de pKa de superficie
sdo, respectivamente 5,0 e 8,5 (Tabela 4,5). Dessa forma, na solucéo eletrolitica utilizada
nos estudos do cyt ¢ (pH 7,0), é possivel a protonacdo do grupo amina de algumas
moléculas para a forma NHs;". O aumento da densidade de carga positiva na interface,
portanto, justifica o deslocamento positivo do potencial observado para a metaloproteina.
Resultado semelhante foi obtido por Yang’® para o cyt ¢ imobilizado sobre uma
monocamada de cys que, além do grupo COOH, apresenta um grupo NH,. De acordo
com Whitesides®’, este deslocamento positivo do E1, é decorrente do efeito repulsivo

entre grupos positivos nas estruturas da monocamada e 0 cyt c.
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Figura 4.23— Voltamogramas ciclicos a 100 mV s™em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ com pH 7,0,
contendo cyt ¢ 1,0 mmol L™para o eletrodo de ouro policristalino, apés a imersdo por 60 min em
solucdes contendo (A) Hpyt, (B) TNA e (C) iTNA (==) 1° e (==) 2° ciclo de varredura.

Para a monocamada de iTNA, os voltamogramas obtidos apresentam uma
dependéncia com o numero de varreduras de potencial. Na primeira varredura sao
observados dois processos redox com valores de Ej, centrados em 0,03 e 0,20 V vs.
Ag/AgCI/CI, respectivamente. O par de ondas centrado em 0,03 € consistente com o
estado in natura da proteina é observado apenas no primeiro ciclo. Na segunda varredura,
apenas o processo irreversivel em 0,20 V é observado. Este valor é proximo aquele

observado para o eletrodo modificado com TNA, apresentando cinética de TE mais lenta,
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entretanto, esta muito provavelmente, relacionada a posicdo do &tomo de N piridinico em
funcdo do potencial aplicado ao eletrodo. Espectros de SERS publicados para a
monocamada de TNA indicam que a distancia do grupo NHs" é dependente do potencial
aplicado. Para esta monocamada, todavia, a variacdo do grupo NHs;" ndo afeta a
eletroquimica do cyt ¢, uma vez que, virtualmente a mesma direcdo do atomo de N
piridinico em relacdo as moléculas de cyt ¢ em solucdo. Para a molécula de iTNA, por
outro lado, a posi¢do do grupo NH3" em relagéo a superficie afeta fortemente a posicéo do
atomo de N piridinico tornando a interacdo com as moléculas de cyt ¢ em solu¢do menos

efetiva em potenciais positivos conforme representado na Figura 4.24.

Au | Au
N*Hs N*Ha /j/‘( /j/l(
N [/ NHy N_ / "N'H
/ \ (g’ \ \ 3
N= N=

Figura 4.24 — Representacdo hipotética da orientagdo da monocamada de iTNA.

Outra possibilidade para a reducdo da cinética da reacdo de TE do cyt ¢ seria a
desorcdo da monocamada de iTNA. Esta possibilidade, porém, ndo deve ser considerada
visto que experimento de desorcdo redutiva realizado apds as medidas com cyt c
apresentaram os valores de ~ -0,9 V e 8,0 x 10™° mol cm™ para Eg, e 7] respectivamente.
Estes resultados indicam que a monocamada de iTNA apresenta grande taxa de
recobrimento, sendo estavel na faixa de potencial aplicada para o estudo do cyt c.

De acordo com a literatura®’"®16

0 cyt ¢ pode ser adsorvido irreversivelmente sobre
monocamadas com certos grupos terminais, tal como —COOH. Entretanto, para as
monocamadas de TNA, iTNA e Hpyt, os graficos apresentaram uma relacdo linear da
corrente de pico em funcéo da raiz da velocidade de varredura indicando que 0s processos
sdo controlados por difusdo. Adicionalmente, para verificar se as monocamadas adsorvem
0 cyt ¢, deixou-se o eletrodo previamente modificado em uma solugéo de cyt ¢ 1,0 mmol
L™ em solucéo de tampéo fosfato 0,1 mol L™ com pH 7,0. Em seguida, o eletrodo foi
lavado com tampé&o fosfato e foram obtidos voltamogramas em uma solucéo eletrolitica

de tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 sem a presenca da metaloproteina. Os resultados
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obtidos ndo mostraram a reacdo de TE ap0s a imersdao por 2h na solucdo de cyt ¢
sugerindo, assim, que as monocamadas de iTNA, TNA e Hpyt ndo interagem

irreversivelmente com o cyt c.

A monocamada formada por Hpyt acessa satisfatoriamente a reagcéo de TE do cyt ¢
de forma semelhante a monocamada de pyS. Estas monocamadas apresentam em comum
uma interacdo Au-S predominantemente ¢ € grupo terminal piridinico. Pode-se concluir
que o grupo piridinico facilita a reagdo de TE do cyt c. Para reforcar esta conclusdo, a
monocamada formada pela molécula 5-fenil-1,3,4-oxadiazol-2-tiol (POT) e as
monocamadas formadas por Hpyt e POT foram testadas para acessar a reagdo

heterogénea de TE do cyt c. Os resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 4.25.

HPYT/POT
—1/0
3/1
—1/1
—1/3
—0/1

N/ Hpyt oT

1,0 HAI
1

B 1 " 1 " 1 "
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4
Potencial (V vs. Ag/AgCI/CI)

Figura 4.25 — Voltamogramas ciclicos a 100 mV s™ para o eletrodo de ouro, apds a imers&o em
solucdes contendo diferentes proporcdes de Hpyt e POT, na presenca de cyt ¢ 1,0 mmol L™ em

tampdo fosfato 0,1 mol L™ com pH 7,0.
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Como pode ser visto na Figura acima, a monocamada de POT que apresenta grupo
terminal fenilico, ndo acessa a reacdo de TE do cyt c. Por outro lado, as monocamadas
mistas Hpyt/POT favorecem a reacdo de TE. Quando a propor¢do de Hpyt € maior em
relacdo ao POT, o Ej, é consistente com a forma nativa da proteina, embora uma
diminuicao da corrente de pico € observada em relacdo aquela obtida para a monocamada
de Hpyt. Quando a quantidade de POT € igual ou superior a de Hpyt, o potencial é
deslocado para valores mais positivos, semelhantemente ao comportamento observado
quando as monocamadas de TNA e iTNA sdo utilizadas. Os resultados indicam que o
atomo de nitrogénio piridinico (pKa ~5) desempenha um papel importante para que a TE
ocorra. Como sugerido nos primeiros estudos do cyt c¢, o nitrogénio piridinico
possivelmente interage eletrostaticamente com os grupos lisinas positivamente carregados

acarretando em uma aproximacao da proteina com uma orientacao favoravel a TE.

4.2.1.1 Acompanhamento via QCM

Os estudos eletroquimicos indicam que a reacdo de TE do cyt c, utilizando as
monocamadas estudadas, € controlado por difusdo. Entretanto, a possibilidade da
adsorc¢do da proteina ndo pode ser desconsiderada. Com a finalidade de avaliar a interacdo
entre 0 cyt ¢ e a superficie das monocamadas em estudo, o processo de TE do cyt ¢
empregando essas monocamadas foi acompanhado via QCM, conforme apresentado na
Figura 4.26.

A injecdo do cyt ¢ (100 pmol L) na célula de QCM com a presenca do eletrodo
previamente modificado acarretou na diminuicdo da frequéncia, ou seja, no aumento de
massa. Para as monocamadas de TNA, iTNA, Hpyt, pyS e 1,4-dt, apos a adigdo do cyt c,
observou-se, nos primeiros 10 minutos, uma diminuicao répida da frequéncia seguida por
uma reducdo gradual até alcangar estado estacionario. Os valores de Am e 7/~ foram

calculados a partir das medidas de QCM e estdo apresentados na Tabela 4.7.
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Figura 4.26 — (A) Variagdo da frequéncia do eletrodo de Au previamente modificado (tempo de
imersdo de 1h) com (==)TNA, (==)iTNA,( )Hpyt, (==)pyS e(==)1,4-dt apos injecdo de cyt c
100 pumol L™ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ a 25 °C e (B) os respectivos voltamogramas ciclicos
obtidos durante as medidas de QCM.

Como pode ser observado na Tabela 4.8, as quantidades de moléculas de cyt ¢
adsorvidas sobre as monocamadas foram superior ao valor sugerido para adsor¢éo de uma
monocamada®’ (0,2 pg cm™ ou 15 pmol cm™, considerando a molécula de cyt ¢ como
uma esfera sélida com um diametro de 3,4 nm). Dessa forma, mesmo que uma grande
quantidade de moléculas de agua seja co-adsorvida, os resultados indicam a adsorcao de
multiplas camadas de proteina.
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Tabela 4.8 — Valores de Am e I" para a adsorcdo de cyt ¢ sobre as monocamadas de pyS, iTNA,
1,4-dt, TNA e Hpyt.

Am I
SAM , ,
(Mg cm™) (pmol cm™)
pyS 0,43 +0,11 34,7
iTNA 0,47 +0,07 37,9
1,4-dt 0,65 +0,08 53,2
TNA 0,71 +0,05 59,6
Hpyt 0,88 +0,05 71,0

Os voltamogramas obtidos durante o monitoramento via QCM permitiram
observar que os processos redox do cyt ¢ sdo dependentes da presenca da proteina em
solucéo, conforme exemplificado na Figura 4.27.

I N 1 N 1 N 1 N 1
-0,4 -0,2 0,0 02 0,4
Potencial (V vs. Ag/AgCI/CI)
Figura 4.27 — Voltamogramas ciclicos obtidos (linha pontilhada) para o eletrodo Au/Hpyt na
presenca de tampéo fosfato 0,1 mol L™ (=) durante 0o monitoramento via QCM (=) ap6s a
estabilizacdo da frequéncia sendo obtido na auséncia de cyt ¢ e (==) ap0ds a reinsercdo de cyt ¢ 100

pmol L™
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A corrente de pico, entretanto, apresentou uma relacdo linear com v em todos os
casos indicando que estes processos sdo controlados pelo transporte de massa.
Adicionalmente, os voltamogramas obtidos ap6s o equilibrio da frequéncia e na auséncia

do cyt ¢ ndo apresentaram processo eletroquimico referente ao par redox Fe*"%*

do grupo
heme. Os processos do cyt ¢ sdo reestabelecidos apds a adi¢do da solucdo de cyt ¢ (100
umol L™) & célula eletrolitica que continha apenas eletrélito de suporte. Pode-se concluir,
desta forma, que as moléculas adsorvidas ndo sdo eletroativas. Os dados em analise,

todavia, ndo sdo conclusivos em relacdo ao processo de desorcdo das moléculas de cyt c.
4.2.1.2 Acompanhamento via SPR

Ressonancia dos plasmons de superficie (SPR) é um fenémeno dptico envolvendo a
excitacao dos elétrons que oscilam livremente em um metal (plasmons). Este efeito € uma
oscilacdo da densidade de carga longitudinal, ao longo da interface entre dois meios com
constantes dielétricas de sinais opostos, onde um é metal (prata, ouro, cobre e aluminio) e
outro, um dielétrico. A configuracdo de refletancia total atenuada, desenvolvida por
Kretschmann®®®, é normalmente a mais utilizada nos instrumentos de SPR (Figura
4.28(A)). Esta configuracdo baseia-se no fendmeno de reflexdo interna total que ocorre
quando a luz polarizada atravessa um meio optico denso alcancando uma interface entre
este meio e outro com menor densidade Optica, sendo refletida de volta para 0 meio mais
denso. A luz incidente € totalmente refletida, entretanto uma componente desta radiacédo
(campo evanescente) penetra no meio menos denso. Em certo angulo de incidéncia, o
vetor de onda dos plasmons (Ksp) equivale ao vetor da onda do campo evanescente (Key) €
parte da radiacdo acopla com os elétrons livres oscilantes (plasmons) do filme metalico. A
energia é, entdo, transferida dos fétons para os elétrons ocorrendo a ressonancia dos
plasmons. Em consequéncia, ocorre uma perda de energia da luz incidente para o filme

metélico, resultando na reducéo da intensidade da luz refletida.

O vetor de onda do campo evanescente (Ke,) é dado por:

ev

W
K, = T"ng sené (4.27)
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onde, Weé a frequéncia da luz incidente, ng € o indice de refragdo do meio denso (vidro), 6
é 0 angulo de incidéncia da luz e ¢ a velocidade da luz no vacuo. O vetor de onda dos

plasmons de superficie (Ksp) pode ser representado por:

W 2
Ky =—2 /8m_7752 (4.28)
C Vén+1s

onde, €y ¢ a constante dielétrica do filme metalico e ns 0 indice de refracdo do meio
dielétrico.A amplitude do campo elétrico gerado por oscila¢des de elétrons livres (campo
evanescente) é mais forte na interface dielétrico de metal e decai exponencialmente e
rapidamente com o aumento da distancia da superficie do metal, tornando-se praticamente

zero em ~ 300 nm.

A B C

Campo evanescente

plasmons 9

Filme
metalico

9SPRI

9SPRZ

Fonte de Radiacao

Detector

Figura 4.28 — (A) Representacdo esquematica da configuracdo de Kretchmann para SPR. (B)
Curvas de refletancia na auséncia (Bspr1) € presenca (Ospr) de espécies na superficie do filme
metalico; (C) Relagdo entre Ospr € tempo durante a interacdo de espécies com a superficie do

filme metalico.

O vetor de onda do plasma de superficie Kg, € dependente do indice de refragdo (Eq.
4.28) do meio agua/ar acima do filme metalico. Se o indice de refragdo imediatamente
acima da superficie do metal sofre alguma alteracdo, pela adsorcdo de uma camada
proteica, ou qualquer outra molécula, uma mudanca no angulo de incidéncia é requerida
para que a excitagdo do plasmons de superficie ocorra. Assim, é possivel utilizar o &ngulo

da luz incidente como um pardmetro de controle do fendBmeno de plasmons de superficie,
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mediante um monitoramento da refletancia vs. angulo de incidéncia de luz. No instante
em que a componente paralela do féton de luz incidente é equivalente a componente de
propagacdo dos plasmons (Kev = Ksp) deve ser verificada uma queda na refletancia,
devido a formacdo do campo evanescente, que se propaga através da superficie metalica e

interage com 0 meio externo, como pode ser verificado pelas das expressdes 4.29 e 4.30.

W W 2
Ko = Ksp = _Ongsene == | o 2
¢ ¢ Ve +7, (4.29)
W / 2 1
6 = arcsen| —~ gm—77szx_
CVentn, 1,4

Nesta ultima expressao, pode-se verificar que as propriedades Opticas do sistema,

(4.30)

como a constante dielétrica do metal e dos indices de refracdo do prisma e da matriz,
provocam mudancgas no angulo de ressonancia (Figura 4.28(B)), tornando possivel aplicar
o fenbmeno da SPR ao monitoramento de alteracdes na superficie do sensor, mediante um
acompanhamento do angulo de ressonancia com o tempo (Figura 4.28(C)). Através do
monitoramento do angulo que ocorre a ressonancia, durante um processo de adsorcdo em
funcdo do tempo, um perfil de adsor¢do pode ser obtido pela técnica de SPR. O
monitoramento do indice de refracdo nas proximidades da superficie do disco sensor €
possivel aplicar a SPR para obter informacg6es sobre velocidade e extensdo da adsorcéo,
possibilitando a determinacdo de propriedades dielétricas, cinética de associacdo e
dissociacdo, bem como constantes de afinidades em interacdes especificas.

Em estudo modelo com lisozima foi demonstrado que uma relacdo linear existe

163

entre a concentracdo de proteina e o indice de refracdo de uma solucdo™°. Além disso,

apenas pequenas diferencas foram observadas com o aumento da refracdo especifica

mediante a variacdo da protefna'®*

. Isto permite relacionar diretamente a mudanga do
angulo SPR com a quantidade de proteina adsorvida no sensor. Para superficie de
sensores em hidrogel com espessura da camada de 100 nm, foi estabelecido que uma

mudanca no angulo SPR de 120 milligrau (m°®) corresponde a 1,0 ng mm™a 25 °C.

A interagdo entre as monocamadas e o cyt ¢ foi avaliada por meio da técnica de

SPR, conforme apresentado na Figura 4.29.
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Figura 4.29— Variagio de 0 em fungdo do tempo para a adsorcéo do cyt ¢ (100 pmol L™) sobre as
monocamadas de (A) pyS, (B)iTNA, (C)1,4-dt,(D) TNA e (E)Hpyt (tempo de imerséo de 1h).

Os discos de ouro foram previamente modificados antes da inje¢édo do cyt ¢ na
célula do SPR que contém somente o tampéo fosfato 0,1 mol L™. Ap6s a imersdo, o sinal
aumenta rapidamente, sendo que em aproximadamente 10 min a estabilidade é alcangada

indicando que o cyt ¢ adsorve sobre as monocamadas. Apds a estabilidade, a medida do
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sinal foi parada e um fluxo continuo de tampéo foi aplicado durante 5 min para remocéo
de moléculas fracamente adsorvidas. Em seguida, o sinal foi medido apenas na presenca
do tampéo e determinaram-se os valores de Af. A partir desses valores calculou-se Am
utilizando a Equacdo 1.1 (Tabela 4.9).

Tabela 4.9 — Valores de A6, Am e " para a adsorcdo de cyt ¢ sobre as monocamadas de pys,
iTNA, 1,4-dt, TNA e Hpyt.

Monocamada A% Am 2 r 2
(m’) (Hgem™)  (pmolcm™)

pyS 408 +12 0,175 40,075 14,1 +6,10
iTNA 236 +42 0,197 +0,003 15,9 +0,28
1,4-dt 420 +105 0,240 +0,094 27,1 £7,60
TNA 210 +85 0,340 0,010 27,5 0,81
Hpyt 402 +100 0,350 £0,090  28,3+7,30

Comparando-se os valores de Am calculados via SPR e QCM, observa-se que 0s
valores calculados por meio de QCM sao praticamente o dobro daqueles determinados via
SPR, conforme mostrado na Figura 4.30. Diferentemente dos resultados obtidos por
QCM, os valores de massa calculados por SPR indicam que no méximo uma
monocamada completa (15 pmol cm™) de cyt é adsorvida. Estes resultados indicam que a
técnica de SPR € menos susceptivel a interferéncia do meio em que as medidas sao

realizadas, comparativamente a técnica de QCM.

Uma menor quantidade de cyt c¢ foi adsorvida sobre as monocamadas de pyS e
ITNA. Atribui-se esta observacdo a decomposi¢do da monocamada de pyS e a posi¢édo do
atomo de N piridinico da molécula de iTNA (Figura 4.24), conforme discussdes nas
paginas 69 e 81, respectivamente. Para as monocamadas de Hpyt, 1,4 dt e TNA, a
quantidade de proteina adsorvida parece ser independente da natureza da monocamada,
de acordo com os resultados de SPR. Por outro lado, os resultados de QCM séao
claramente afetados ndo apenas pela natureza das moléculas modificadoras, mas também,

pela forma como estas interagem com as moléculas de cyt c. Interacdo esta que deve
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modificar as caracteristicas da interface e, portanto, da quantidade de moléculas de

solvente e/ou ions em solucdo na dupla camada.

0,9

0,8

0,7

Am (ug cm®)

0,3
0,2
0,1

0,0

Figura 4.30 — Comparacéo entre os valores Am de cyt ¢ determinados via QCM e SPR..
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Os resultados discutidos indicam que a reacdo de TE do cyt ¢ € controlada pelo

transporte de massa. As medidas eletroquimicas obtidas durante as medidas de SPR

apresentaram 0 mesmo comportamento observado para as medidas de QCM. Sendo

relevante o aspecto de que apenas 0s voltamogramas obtidos na presenca da proteina

apresentaram processos referentes a reacdo de TE do cyt ¢ conforme exemplificado na

Figura 4.31. Os resultados indicam que as moléculas de cyt ¢ adsorvidas sobre as

monocamadas ndo bloqueiam a reacdo de TE entre as moléculas em solucéo e o eletrodo.

A adsorcdo do cyt ¢ sobre superficies metalicas causa desnaturacdo da proteina. De

acordo com Bond®?, estas moléculas adsorvidas sem a presenca de modificadores inibem

a reacdo de TE. Desta forma, as moléculas adsorvidas sobre as monocamadas em estudo

ndo devem sofrer grandes alteracbes conformacionais sendo capazes de promover a TE,

visto que os estudos eletroquimicos sugerem que este processo € controlado por difuséo.
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Figura 4.31 — (A) Variacdo de 6 em func¢do do tempo para as etapas de modificagdo do disco de

ouro com Hpyt e cyt c. (B) Voltamogramas ciclicos realizados durante a modificacdo do eletrodo.

Além disso, a grande quantidade de massa adsorvida indica que o filme de cyt ¢ recobre
toda a superficie. Assim, o grupo terminal das moléculas modificadoras ndo deveria
interferir no acesso a reacdo de TE das moléculas de cyt ¢ em solucdo, uma vez que a
monocamada de cyt ¢ ocupa um espaco de ~ 3,4 nm que somado a altura média dos
modificadores em estudo resulta em uma distancia total de ~ 4,4 nm para a superficie do
eletrodo. Os resultados apresentados, todavia, indicam que a reacdo de TE das moléculas
de cyt ¢ em solucéo é sensivel a natureza e a posi¢do do grupo terminal das moléculas
modificadoras. Estes resultados permitem concluir que o processo de TE do cyt ¢ em
solucdo envolve os orbitais das moléculas modificadoras, admitindo uma composicdo de
duas monocamadas, ou seja, a primeira constituida pelas moléculas sulfuradas e a
segunda por moléculas de cyt c.

Adicionalmente, esta conclusio é coerente com resultados da literatura®®'%®

que
indicam a adsor¢cdo de multiplas camadas (até 16 camadas) eletroativas de cyt ¢ sobre

monocamadas de alcanotiois. Estes estudos mostram que a corrente de pico do processo
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aumenta para cada camada e o valor de Ey;, de 0,03 V vs. Ag/AgCl/CI™ indica a forma

nativa da proteina.

4.2.2 Estudos da TE da Mioglobina (Mb)

A eficiéncia das monocamadas automontadas, formadas por Hpyt, TNA, iTNA,
pyS, e 1,4 dt sobre Au, em facilitar a reacdo de TE da Mb foram avaliadas, conforme

ilustrado na Figura 4.32.
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Figura 4.32 — Comparacdo dos voltamogramas ciclicos a 100 mV s™ para o eletrodo de ouro
modificado com varias moléculas sulfuradas na presenca de Mb 100 pmol L™ em tampéo fosfato

0,1 mol L"; pH 6,5.
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Os voltamogramas para monocamadas de 1,4-dt, Hpyt, pyS, TNA e iTNA ndo
apresentaram processo redox na presenca de Mb, sugerindo que estas monocamadas nao

interagem com a Mb de forma a facilitar o processo de TE.
4.2.2.1 Acompanhamento via SPR

A adsorcdo de moléculas de Mb sobre as monocamadas foi avaliada utilizando-se a
técnica de SPR conforme apresentado na Figura 4.33.

Tampéo Fosfato Tampéo Fosfato
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0,1 mol L 1- : 0,1 mol L 1
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Figura 4.33— Variagdo de 6 em funcio do tempo para a adsor¢io de Mb (100 pmol L™) sobre as
monocamadas de (A) TNA, (B)Hpyt, (C)pyS, (D)iTNA e (E)1,4-dt (tempo de imersdo de 1h para

a formacdo das monocamadas).
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O graficos acima indicam que a Mb adsorve sobre as monocamadas.
Correlacionando-se com os resultados de eletroquimica (Figura 4.32), pode-se sugerir que
as moléculas adsorvidas ndo séo eletroativas e, contrariamente ao cyt ¢, ndo atuam como
promotoras da reacdo de TE das moléculas de Mb em solucdo. As técnicas utilizadas,
entretanto, ndo permitem uma conclusao definitiva possibilitando, apenas, a sugestdo de
que as moléculas adsorvidas ndo apresentam orientacdo adequada ou encontram-se

desnaturadas de tal modo a bloquear o processo de TE das moléculas em solugéo.

Tabela 4.10 — Valores de AB, Am e [" para a adsorcdo de Mb sobre as monocamadas de pysS,
iTNA, 1,4-dt, TNA e Hpyt.

Monocamada A% Am 2 r 2
(m) (ugem™)  (pmolcm™)
pyS 487 0,406 32,8
iTNA 377 0,314 25,3
1,4-dt 133 0,111 89,6
TNA 564 0,47 38,0
Hpyt 354 0,295 23,8

Visto que as monocamadas formadas pelas moléculas sulfuradas estudadas nédo
foram efetivas para o estudo da reacdo de TE da Mb, utilizou-se a molécula de L-cisteina
(cys) tendo em vista que uma espécie similar, a DL-Homocisteina, foi previamente
empregada com sucesso™. Além disso, a monocamada de cys sobre ouro acessou
satisfatoriamente a reacéo de TE de diversas metaloproteinas, podendo-se citar o cyt ¢ em

73-76

solugBes neutras’>"®, 4cidas’’ e alcalinas’™, o citocromo b5 e a metaloenzima bovina

cobre-zinco superéxido dismutase’® (SOD — “copper-zinc superoxide dismutase”).

4.3 Imobilizacio da Mb sobre a monocamada de L-cisteina

A monocamada formada pelo aminoacido cys que apresenta os grupos NH, e

COOH como grupos terminais, foi avaliada como promotora da reacdo de TE da Mb. Os
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voltamogramas ciclicos para o eletrodo de ouro limpo em solucdo de cys e para o eletrodo
Au/cys em tampdo fosfato ndo apresentaram nenhum processo redox, conforme
apresentado na Figura 4.34 curvas (==) e (==) respectivamente. Por outro lado, processos
redox com caracteristicas de quasi-reversibilidade e valor de potencial de meia-onda de
0,086 V foi observado no voltamograma obtido para o eletrodo Au/Cys em Mb 10 umol
L*(Curva (==)). Isto implica que o atomo de Fe(lll) na Mb pode ser reduzido
efetivamente a Fe(ll) no eletrodo modificado com cys. O potencial de meia onda
observado é coerente com o valor observado para Mb usando a monocamada de DL-
homocisteina sobre eletrodo de ouro™. Apés 50 min de imersdo em solucdo de Mb, o
eletrodo Au/cys foi removido e lavado com &gua e transferido para uma célula
eletroquimica contendo somente tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 6,5. O voltamograma
ciclico obtido € ilustrado na Figura 4.34, Curva (==), e tem uma forma similar a curva

obtida em tampao fosfato contendo Mb, Curva (==).

0,1 yA

—
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4
Potencial (V vs. Ag/AgCI/CI)

Figura 4.34 — Voltamogramas ciclicos a 0,10 V s™ em tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 6,5, para o
Au limpo na presenca de (==) Mb 10 umol L™, (==) Cys 2,0 mmol L™ e para Au/Cys na presenca
de (==) Mb 10 umol L™ e para o eletrodo Au/cys/Mb na presenca de (=) tampao fosfato 0,1 mol
L
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Estes resultados indicam que a Mb esta adsorvida sobre a monocamada de cys. De
fato, como mostrado na Figura abaixo, 0s voltamogramas ciclicos obtidos (Figura
4.35(A)) para este eletrodo modificado na presenca de tampéo fosfato para diferentes
velocidades de varredura apresentaram uma dependéncia linear da corrente de pico (ip)
com a velocidade de varredura (v) (Figura 4.35(B)) indicando um processo tipico para

17 Os valores de i, e E1/, ndo apresentaram

espécies confinadas na superficie do eletrodo
mudangas significativas apos 100 ciclos de varredura continuos de 0,60 a -0,50 V em
tampdo fosfato. Entretanto, os processos redox da Mb desapareceram quando o potencial
aplicado foi maior que 0,60 V ¢ menor que —0,60 V. Esta observagdo ¢ atribuida,

respectivamente, a oxidacao e a desor¢do da monocamada de cys (Egr = —0,57 V%),
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Figura 4.35 — (A) Voltamogramas ciclicos em varias velocidades de varredura para o eletrodo
Au/Cys/Mb na presenca de tamp#o fosfato 0,1 mol L™ pH 6,5 e (B) Relagdo linear entre a i,
catodico e anodico coma a v. (C) Grafico de log v vs. a potencial (E,) de oxidagao e reducéo para

0 eletrodo Au/Cys/Mb na presenca de tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 6,5.
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A quantidade de moléculas de Mb adsorvidas, I', foi calculada de acordo com a
Equacéo:
P n?F2vAl
P 4RT

onde, n e A sédo, respectivamente, o niumero de elétrons da reacao de eletrodo e area ativa

(4.31)

do eletrodo, e R, T, e F tém seus significados usuais. Um valor de 7" de 6,10 x 10™** mol
cm foi calculado para as moléculas de Mb adsorvidas no eletrodo Au/cys sob condicdes
de saturacdo. Além disso, como pode ser observado na Figura 4.35 (C), um deslocamento
nas direcbes positiva e negativa € observado para os potenciais de pico de oxidagdo e
reducéo (Ep), respectivamente, quando a velocidade de varredura é¢ aumentada. De acordo

com a teoria de Laviron'®

este € 0 comportamento esperado para espécies redox
confinadas na superficie do eletrodo. Assim, o grafico de E, vs. log v mostra duas linha
retas com inclinagcdo de —2,3RT/onF e 2,3RT/(1—o)nF para 0s potenciais de pico catodico
e anodico, respectivamente. Da intersecdo destas curvas, o coeficiente de transferéncia de
elétrons, a, foi calculado como 0,53. A constante heterogénea de transferéncia de

elétrons, k= 1,66 s, foi calculada de acordo com a Equagéo (4.32)"°:

. RT onkF RT
E =E° - In — In(v 4.32
P anF (RTKSJ anF V) (4.32)

O valor de ks calculado € maior que os valores reportados para Mb adsorvida em ZnO
nanoporoso® (1,0 s') e na monocamada formada com DL-homocisteina’® sobre ouro
(0,9 s™) Este valor, porém, foi menor que os obtidos usando nanotubos de carbono com
multicamadas, MWNTs'™® (54 s™'), e as monocamadas de agarose!’* (47 +3) e

arilhidroxilamina® sobre ouro (51 5 s™).

4.3.1 Influéncia do pH e da forc¢a ibnica na reacdo TE da Mb

A reagdo de TE da Mb é geralmente afetada pela forca iénica e o valor de pH da

solugdo™*®

(Tabela 1.2). A Figura 4.36 (A) ilustra a dependéncia do potencial formal com
o valor do pH da solugéo eletrolitica. A relagdo do valor de Ej; vs. pH € linear (Figura
4.36(B)) e apresenta uma inclinagdo de 55 mV sendo consistente com a inclinagéo

Nernstiana (59 mV). Este resultado indica a transferéncia'’?

de um préton e um elétron na
reducdo da Mb de acordo com a reacédo de eletrodo abaixo:
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Mb(Fe(111))+ H* + & > Mb(Fe(ll)) (4.33)

Considerando a possibilidade de desnaturacdo da Mb, a reacdo de TE da metaloproteina
ndo foi investigada acima de pH 9,0. Além disso, o valor de E;, da Mb permaneceu
invariavel para valores de pH abaixo de 5,0.

A Figura 4.36(C) apresenta um gréfico de Ej, em fungdo do inverso da raiz

quadrada da forca ionica (n™?

). Foi observada, também, uma relagéo linear na faixa de
concentracdo do tampdo fosfato de 1,0 a 0,01 mol L™ indicando que o comprimento de
Debye ¢ de aproximadamente 30 A sendo da mesma ordem de grandeza da espessura da
camada modificada cys/Mb. Para forca ionica baixa (< 1,0 mmol L), o gréfico perde a

linearidade indicando que o comprimento é bem maior do que a espessura do filme

formado.
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Figura 4.36 — (A) Voltamograma ciclico para o eletrodo Au/Cys/Mb a 0,1 V s™ na presenca de
tampao fosfato 0,1 mol L™ em diferentes valores de pH. Gréaficos de (B) Ey;, vs. pH e (C) Eypvs.

0 inverso da raiz quadrada da forca idnica ().
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4.3.2 Estudo cinético e termodinamico da adsorcao da Mb sobre a monocamada de cys

A quantidade maxima de moléculas adsorvidas, I, e o coeficiente de adsorcdo, B, para
o processo de adsor¢do da Mb no eletrodo Au/Cys foram determinados com base na
equagao de Langmuir linearizada. Assim, um grafico de [Mb]/I" vs. [Mb] contém 1/7 e
1/T{B como inclinagdo e intersecao, respectivamente, conforme ilustrado na Figura 4.37.
Com base no grafico (B), o valor de 6,13 x 10 mol cm™ e 1,06 x 10’ L mol™ foram
calculados, respectivamente, para os parametros s e . Estes valores foram usados na
isoterma de Frumkin e o melhor ajuste aos dados experimentais foi obtido quando o
parametro de interacao, g, foi considerado como —0,15 indicando uma interacéo repulsiva
entre as moléculas de Mb adsorvidas. Além disso, o pardmetro B foi usado para calcular a

energia livre de adsorgdo, AGags, de acordo com a Equagéo 4.8:

(A)
6,0 - )
A
45 ;
£
o
S .
S A
S 30- a
3
~ . R’ 0.99989
1 4 ::rel; ifszzixlow
1,5 ’ o
O-é' r . r ~ r - r - r
0o 2 4 6 8 10
[Mb] (umol L)
O’OJP T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

[Mb] (umol L)

Figura 4.37 — (A) Isoterma de adsor¢do da Mb sobre o eletrodo Au/Cys e as curvas tedricas para
a isoterma de Langmuir (curva solida) e Frumkin (curva tracejada), com g = — 0,15. (B) Isoterma

de Langmuir linearizada.

100



4 — Resultados e Discussio

O valor de AGags, que fornece uma medida quantitativa da forca de adsorcao, foi
calculado como —49,67 kJ mol™. Este resultado é indicativo de uma interacdo quimica,
quimissorcdo’? entre Mb e a monocamada de cys.

A cinética de adsor¢do da Mb foi estudada a partir da quantidade de moléculas
adsorvidas em fungdo do tempo, 73, para diferentes concentracdes de Mb em solugdo. A
Figura 4.38 apresenta os graficos de 77 vs. t e 77vs. t2, onde a quantidade de moléculas
adsorvidas no equilibrio, 7%, e a constante de velocidade de adsorcéo, k’, sdo utilizados

como parametros ajustaveis para os dados cinéticos de acordo com a Equacéo 4.15 e 4.16.

A B q
6 - A <9-<---< IK-A--A-A:,oQ, 41,0
1 _-0-o0 , QR
5 4 /o A o/ E -
-1 7 1 /
F e VA
E 1 o ; f.h
E 4—:]' N A'l o dj
= o O ! o d 406 ;-
~— 1 ] a---" I I =
x 34 0 . o .
: 1 1 - 1 O"ﬂ
O g M) (M) {04
24 D oor
i I O 1,0 ! ]
1_!.’@51 A 50 '5' 40,2
0 . — 0,0

v I v I v I i 1 v v I v I v
0 100 200 300 400 O 5 10 15 20
t (min) 2 (min1/2)

Figura 4.38 — (A) Grafico de I7vs. t e (B) 7773 vs. t“* para a adsorcdo de Mb sobre o eletrodo

Au/Cys para diferentes concentragdes.

Como pode ser visto na Figura 4.38(A), a concordancia entre os dados
experimentais e os calculados sugere que o modelo cinético é adequado para descrever o
processo de adsorcdo das moléculas de Mb sobre o eletrodo Au/cys. Alem disso, 0s
gréficos apresentados na Figura 4.38(B) nédo sdo lineares indicando que o processo ndo
pode ser explicado pelo modelo difusional. A Tabela 4.11 apresenta os parametros £’ e I,
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obtidos para a adsor¢do de Mb sobre a monocamada de cisteina considerando-se,

portanto, 0 modelo cinético.

Tabela 4.11 — Parametros &k’ e I, para a adsorcdo de Mb sobre o eletrodo Au/cys

[Mb] / pmol L™ k’/x10°L mol™ts? Ie/ x 10" mol cm™
0,1 1,7 3,3
1,0 2,5 5,5
5,0 6,1 5,9

[Mb] concentracéo da Mb

O aumento de I, com o aumento da concentracdo de Mb é consistente com

processos de adsor¢do cineticamente controlados.

4.3.3 Acompanhamento via QCM

Apdbs a estabilizacdo da frequéncia, aproximadamente 300s, o cristal de Au foi
mantido imerso em soluc&o aquosa de cys 2,0 mmol L™ por 12h quando uma variacéo de
massa de 87,8 ng cm™ foi observada. Este valor é consistente com o obtido por
Bertotti'"®. O eletrodo Au/cys foi, entdo, imerso em uma solugéo de tampdo fosfato 0,1
mol L™ contendo de 10 pmol L*de Mb. Uma diminuicio da frequéncia foi observada
durante os primeiros 15 min, seguido por um decréscimo mais gradual que levou em
torno de 90 min até atingir o estado estacionario. Ap6s 12h de imersdo, uma variagdo
total na frequéncia de —94 Hz foi observada sendo consistente com uma variacdo de

massa de 1,66 pug cm 2.

O voltamograma ciclico obtido apds 5000s de imersdo do eletrodo Au/cys em
tampao fosfato 0,10 mol L™ contendo 10 pmol L™ de Mb é apresentado na Figura 4.39.
Assumindo que, apds esse tempo de imersdo, a saturacdo tenha sido alcancada, /¢ foi

calculado por voltametria como 6,53 x 10™** mol cm™ correspondendo uma variagdo de

2

massa de 1,10 ug cm . Este valor, entretanto, ndo é concordante com o valor

2

experimental de 1,66 ug cm™© como se pode observar na Figura 4.39. Esta massa

adicional (0,56 pg cm™) é provavelmente devido & adsorcéo de agua de hidratacio e/ou
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fons na estrutura complexa da Mb. O nimero de moléculas de agua de hidratacdo de

aproximadamente 480 moléculas por Mb foi calculado a partir do excesso de massa
conforme discutido no Item 4.1.3.

20

)
o

-40 4

Frequencia (Hz)
»
o

1

%
o
1

-100

I ' I ' I ' I
-0,2 0,0 0,2 04
Potencial (V vs. Ag/AgCI/CI)

AF =-94,0 Hz

20 40 60 80
tempo (min)

Figura 4.39 — Curva observada (linha solida) e calculada (circulos abertos) da variacdo da

frequéncia vs. 0 tempo para a adsorcdo de Mb sobre Au/cys. Figura anexada: voltamograma

ciclico a 100 mV s™ para o eletrodo Au/cys (cristal de Au) em tampéo fosfato 0,10 mol L™

contendo Mb 10 pmol L™ ap6s 80 min de imers&o.

4.4 Aplicacéo do eletrodo Au/cys/Mb para catélise de acido ascorbico

Acido ascorbico (AA) é uma vitamina hidrossoluvel essencial para a fungéo

cardiovascular, para o desenvolvimento das células imunologicas, tecido conjuntivo e

absorcdo de ferro em humanos'™. Além disso, & amplamente utilizado em alimentos

como antioxidante para a estabilizacdo de cores e sabores. Esta vitamina ndo é produzida
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no organismo dos seres humanos devido a falta da enzima L-gulono-1,4-lactona oxidase
nas células do figado. Desta forma, se faz necessario obter AA a partir de frutas, legumes,
e medicamentos para equilibrar a quantidade de vitamina C no organismo. Considerando
essas funcionalidades, a determinacdo de AA tem atraido o interesse das inddstrias
alimenticia e farmacéutica'™. Diversos métodos foram desenvolvidos para esta
finalidade, incluindo espectrofotometria'’®, espectrofotofluorimetria'’’, espectrometria de
absorcdo atdmica de chama'’®, Cromatografia Liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectroscopia de massa'”’, eletroforese capilar'® e eletrodos quimicamente

modificados'®!-'*?

. A deteccdo eletroquimica é muito atraente, devido a sua alta
sensibilidade e seletividade. Além disso, é promissora para a fabricacdo de sensores

simples e de baixo custo.

Entretanto, é quase impossivel determinar AA por oxidacdo direta utilizando
eletrodos convencionais (ouro, carbono) devido a pobre seletividade, sensibilidade e
reprodutibilidade e, além disso, a oxidacdo do AA requer alto sobrepotencial. Sendo
assim, se faz necesséario a utilizacdo de eletrodos modificados para catalisar a oxidacao de
AA.

A atividade catalitica do eletrodo Au/cys/Mb foi avaliada para oxidacdo de acido
ascorbico (AA). Os voltamogramas ciclicos para este eletrodo bem como para o eletrodo
de Au limpo séo apresentados na Figura 4.40(A). Para o eletrodo Au/cys/Mb, a adigéo de
AA resulta em uma significante mudanca na forma voltamograma com uma grande
aumento da corrente anddica conforme mostrado na Figura 4.40(A). Além disso, um
decréscimo maior que 0,4 V no sobrepotencial anddico do AA pode ser claramente
observado quando o eletrodo Au/cys/Mb é usado em comparacdo ao eletrodo de ouro

12 4

limpo. O gréfico da corrente catalitica vs. v'“ € linear conforme apresentado na Figura

4.40(C) [o], sugerindo que a reacdo ¢ limitada pelo transporte de massa.
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Figura 4.40 — Voltamogramas ciclicos em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,5) contendo AA 5,0
mmol L™ para os eletrodos (A) Au/cys/Mb (linha sélida) e Au (linha pontilhada) a 100 mV s e
para o eletrodo (B) Au/cys/Mb em diferentes velocidades de varredura (v) (a) 10, (b) 25, (c) 50,
(d) 75, (e) 150, () 250, (g) 300, (h) 400 e (i) 500 mV s™*. (C) Gréfico da corrente catalitica (o), i,

vs. v e da (e) corrente normalizada, iV vs. v.

O gréfico da corrente normalizada (i v¥®) vs. v (Figura 4.40 (C) [e]) exibe uma

184

forma caracteristica de um processo EC (Eletroquimico-Quimico catalitico)™" conforme

representado na Figura 4.41.
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AAOxi AArc(l

Figura 4.41 — Representacdo do processo eletrocatalitico do AA mediante o eletrodo Au/cys/Mb.
ki é a constante de velocidade.

Andrieux e Saveant'®

propuseram um modelo teérico para esse mecanismo de
catalise e derivou uma relacdo (4.34) entre a corrente (icat) € @ concentracdo do substrato,

0 AA neste caso, (C*) para baixos valores de velocidade de varredura (< 10 mV/s).
i, = 0,496nFADY?v"?C"(nF /RT)"? (4.34)

A correlagdo entre o valor da inclinag&o da reta obtida no grafico experimental de i vs. v'/2
(Figura 4.40(C)) e o gréafico tedrico ilustrado na Figura 4.42 permite determinar a
velocidade da reacdo em estudo. Assim, de acordo com os autores'®®, valores menores
que 0,496 no eixo Y do gréfico tedrico indicam cinéticas lentas. Neste trabalho, o valor
médio determinado foi de 0,320 para o filme de Mb com 7" = 6,1 x10™** mol cm™ na
presenca de AA 5,0 mmol L™ Tragando-se uma paralela ao eixo X a partir do valor de

0,320 no eixo Y, o valor correspondente ao ponto da curva teorica indica o valor da

. a1 - k
constante de velocidade, k;, de 2,40 x 10*L mol™ s™ para o processo AA —— AA?*,
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Figura 4.42 — Modelo te6rico de Saveant™ para 0 comportamento da corrente catalitica em

funcdo da constante de velocidade k;. | € 0 nimero de monocamadas. (Os pontos do grafico estdo
na Tabela A1 no Apéndice A)

A atividade eletrolitica do eletrodo Au/cys/Mb para oxidacdo de AA também foi
investigada por meio da técnica de eletrodo de disco rotatério, RDE. A Figura 4.43 (A)
apresenta a resposta dos experimentos de RDE na presenca de AA 5,0 mmol L™ para o
eletrodo Au/cys/Mb com "= 6,0 x 10! mol cm™ de Mb. Os voltamogramas de RDE
apresentam um aumento linear da corrente com o aumento da raiz quadrada da velocidade
de rotagdo, »*?, até 150 rpm quando, ent&o, este comportamento n&o mais é observado. O

grafico da corrente limite, i,, destas curvas vs. /2 h*2

(gréfico de Levich™") apresenta uma
curva ndo linear indicando que o processo ndo é controlado pelo transporte de massa,
como ilustrado na Figura 4.43 (B). Considerando que a oxidacdo de AA é a etapa
determinante, a relacdo de Koutecky-Levich'® foi usada para construir o gréfico
mostrado na Figura 4.43 (C) a partir do qual a constante de velocidade, k;, pode ser

calculada a partir da Equacéo 4.35'%.
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1 1 1

- = *+ = 2 *
i_ nFATk,C™ 0,62nFAv *D”*w”C

(4.35)

Utilizando este modelo, o valor de k; foi calculado como 1,9 x10* L mol™ s™. Este
valor tem uma excelente concordancia com o valor calculado dos experimentos de

voltametria ciclica (ks = 2,4 x10* L mol™ s™', Figura 4.43).
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Figura 4.43 — (A) voltamogramas RDE a 0,01 V s para Au/cys/Mb em tamp&o fosfato 0,1 mol
L™ (pH 6,5) contendo AA 5,0 mmol L™ . Gréaficos de Levich (B) e Koutecky—Levich (C) a 0,40V

para a reacdo de oxidacgdo de AA.

O desempenho analitico do eletrodo Au/cys/Mb em relacdo a deteccdo de AA foi
avaliado a partir dos voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de diferentes valores de
concentragdo de AA, conforme apresentado na Figura 4.44. Para o eletrodo Au/cys/Mb,
foi observada uma relacao linear para a determinacdo de AA na faixa de concentracdo de

108



4 — Resultados e Discussio
0,5 a 5,0 mmol L™ com a seguinte equacéo de reta i,(A) = 4,43 x 10 °[AA] (mol L™) e
quadrado de coeficiente de correlacéo de R? de 0,9970.

20 -

[AA]
< 15+ 40mA (mmol L™
5
S
:/ 10_ 4,9

3,2

54
lo
O o o e M e 2,0
0 1 2 3 4 5
[AA] (mmol L)
1,0
0,5
1 i 1 i 1
-0,4 -0,2

i 1 i 1
0,0 0,2 0,4
Potencial (V vs. Ag/AgCI/CI)

Figure 4.44 — VVoltamogramas ciclicos para o eletrodo Au/cys/Mb a 0,1 V s Em tampdo fosfato
0,1 mol L™ (pH 7,0) contendo diferentes concentracdes de AA. Figura anexada: ipvs. [AA].
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5. CONCLUSAO

As moléculas 1,4-ditiano (1,4-dt), 4-mercaptopiridina (pyS), 5-(4-piridil)-1,3,4-
oxadiazol-2-tiol (Hpyt), tionicotinamida (TNA), isotionicotinamida (iTNA) e L-cisteina
(cys) foram utilizadas neste trabalho para modificar superficies de ouro a fim de estudar a
reacdo de transferéncia de elétrons (TE) das metaloproteinas citocromo ¢ (cyt c) e
mioglobina (Mb). Antes, porém, de proceder aos estudos de aplicacdo, as superficies
modificadas foram caracterizadas por eletroquimica, microbalanca de cristal de quartzo
(QCM — Qurtz Crystal Microbalance), plasmon de superficie (SPR — Surface Plasmon
Resonance), impedancia eletroquimica e STM (Scanning Tunneling Microscopy).
Adicionalmente, os valores de pKa das moléculas adsorvidas foram determinados a fim
de se estimar a densidade de carga na interface. Os resultados de desorc¢éo redutiva em
meio alcalino e impedancia eletroquimica foram comparados com aqueles obtidos para as

monocamadas de 1,4-dt e pyS os quais ja foram previamente publicados.

As medidas de desor¢do redutiva em meio alcalino, de impedéancia eletroquimica e
de variagOes de massa por QCM e SPR mostraram que a simples imersdo de substratos de
ouro em solugbes contendo as espécies 1,4-dt, pyS, Hpyt, TNA e iTNA resulta na
formacdo espontdnea de monocamadas. Imagens de STM e medidas de impedéancia
eletroquimica mostraram que estas espécies experimentam adsorcéo através do atomo de
enxofre e que, mesmo apds 24 h de imersdo, apresentam defeitos. Estas monocamadas
foram utilizadas para estudar a reacdo de TE das metaloproteinas cyt ¢ e Mb sendo
efetivas, apenas, em relacdo a primeira. Para a proteina Mb, foi utilizada uma

monocamada formada com o aminoacido L-cisteina (cys) sobre ouro.

O potencial de desorcéo redutiva, Eg, atribuido a reagdo de eletrodo Au—SR + e—
— Au + SR foi observado em —905, —880 ¢ —550 mV vs. Ag/AgCI/CI" para a desorcéao
das monocamadas de iTNA, TNA e Hpyt, respectivamente. Comparativamente a
resultados ja reportados na literatura para as monocamadas de 1,4-dt (—880 mV) e pyS
(=550 mV) sobre ouro, estes valores indicam uma interacdo ¢ para a monocamada de
Hpyt e uma contribuicdo = adicional para iTNA e TNA. A carga relativa a reacdo de
eletrodo de desorcdo permitiu o calculo da quantidade de material adsorvido (7). A

relacdo entre este parametro e a concentracdo das espécies em solucdo em diferentes
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temperaturas indicou que o processo de adsorcdo poderia ser descrito pelo modelo de
Langmuir permitindo, portanto, a determinacéo da variacdo da energia livre de adsorcéo,
AGags, como —35,9, —38,5 ¢ —34,9 kJ mol™ para as moléculas de Hpyt, TNA e iTNA
respectivamente. Estes valores negativos sao consistentes com processos espontaneos de
quimissorcao. A aplicacdo dos dados de 7'no modelo de adsorgéo de Frumkin apresentou
melhor correlacdo quando o pardmetro de interacdo, g, foi fixado em —0,45, —0,20 ¢
—0,10, respectivamente, para as SAMs de Hpyt, TNA e iTNA, indicando interacfes

repulsivas entre as moléculas adjacentes.

A monocamada de pyS apresentou um comportamento atipico, as curvas de
desorcdo e as medidas de impedancia obtidos para a monocamada de pyS formada apos
periodos de imersdo maiores que 30 min indicaram a decomposi¢do da monocamada nédo
possibilitando, portanto, a determinacdo dos parametros termodindmicos e cinéticos de
adsorcdo. Esse comportamento, na verdade, foi sugerido em 1997 por Lamp’® e 1998 por
Pemberton'®® com base em resultados de desorcdo redutiva, espectroscopia FTIRRAS
(“Fourier Transform Infrared Reflection-Absorption Spectroscopy”), SERS e
espectroscopia de Raio-X. Artigos mais recentes, todavia, questionam essa atribuicéo
sugerindo outras possibilidades tal como a adsor¢do em faces cristalinas distintas de um
eletrodo policristalino. Neste trabalho, um eletrodo de ouro foi imerso em solucdo de
Na,S e os resultados obtidos apresentaram-se similares aqueles da monocamada de pyS
sugerindo que o processo de decomposicao desta esta associado a clivagem oxidativa da
ligacdo C—S com formac¢do de uma camada de enxofre atdmico e/ou oligomérico,

conforme previamente sugerido’®*?°,

A dependéncia dos valores de 7" e de taxa de recobrimento da superficie (0)
calculados, respectivamente, por desorcdo redutiva e impedancia eletroquimica, com o
tempo de imersdo, indicaram a formacdo das monocamadas ocorre em uma etapa
inicialmente rapida (6 de ~80% nos primeiros 10 minutos de imersdo) seguida por uma
outra mais lenta. A etapa mais lenta é atribuida, de acordo com a literatura, ao
empacotamento e a organizacdo das moléculas na superficie. A cobertura completa desta,
entretanto, ndo é alcancada conforme indicado pelos dados de desorcdo, de impedancia e
de STM. A observacdo de maiores valores de massa observados por QCM

comparativamente aqueles determinados por desor¢éo redutiva foi atribuida a presenca de
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moléculas de agua nas monocamadas visto que foi observada uma correlagéo linear entre

as variacOes deste excesso de massa e 0 momento de dipolo das espécies modificadoras.

Para a determinagdo dos valores de pKa das moléculas adsorvidas, utilizou-se um
método proposto na literatura onde a corrente faradaica relativa ao processo redox do ion
complexo [Fe(CN)s]’~ é avaliada em funcdo do pH da solucéo eletrolitica. Este método,
todavia, ndo apresentou sensibilidade suficiente para se determinar mdltiplos valores de
pKa em moléculas que possuem mais de um sitio de protonacdo como TNA e iTNA.
Neste trabalho, foram propostas modificagdes que permitiram a determinagdo dos valores
de pKa do 4tomo de nitrogénio piridinico e do grupo NH, destas moléculas. Desta forma,
propds-se uma diminuicdo na concentracdo do fon complexo [Fe(CN)s]*~ em soluc&o bem
como na velocidade de varredura. A dependéncia da corrente faradaica com o pH da
solucdo eletrolitica permitiu o calculo do valor de pKa para o atomo de N piridinico como
4,2, 5,0 e 4,5 para as monocamadas de Hpyt, TNA e iTNA, respectivamente. Para 0s
grupos NH, das moléculas de TNA e iTNA, os valores foram observados em 8,5 e 7,9,

respectivamente.

As monocamadas formadas por 1,4-dt, pyS, Hpyt, TNA e iTNA promoveram a
reacdo de TE do cyt ¢ sendo que para TNA e iTNA foi observado um deslocamento
positivo de 0,2 V em relacdo ao reportado para a forma nativa (0,05 V vs. Ag/AgCI/CI).
Este comportamento foi atribuido a densidade de carga positiva resultante da protonagdo
do grupo NH, destas moléculas, uma vez que as medidas foram realizadas em pH 7,0 e 0
pka deste grupo é de ~8,0. Desta forma, a presenca do grupo NHs" na estrutura destas
espécies pode induzir alteracdes conformacionais no cyt ¢ que, por sua vez, apresenta
carga liquida + 8 em pH fisioldgico. Para todas as monocamadas utilizadas, a curva
voltameétrica obtida em solucdo contendo apenas eletrolito de suporte apos a varredura de
potencial em solucdo contendo cyt ¢ ndo apresentou as ondas redox caracteristicas desta
proteina sugerindo que esta ndo experimenta adsor¢do sobre os eletrodos modificados. De
forma contréria, as medidas de QCM e SPR indicaram a formacdo de um filme de cyt c
sobre as superficies modificadas. As curvas voltamétricas em solucdo contendo cyt c
obtidas apos a realizacdo dos experimentos de QCM e SPR apresentaram as ondas tipicas
desta metaloproteina com caracteristicas difusionais. Pode-se concluir, portanto, que as
moléculas adsorvidas do cyt ¢ preservam a conformacdo nativa e/ou sofrem mudancas

conformacionais nédo significativas permitindo que estas atuem como mediador da reacao
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de TE das moléculas em solucdo. Assim, pode-se considerar uma distancia de
aproximadamente 49 A da superficie do eletrodo para as moléculas em solucdo,
considerando 10 e 34 A como as alturas, respectivamente, das moléculas sulfuradas e da
de cyt ¢, além de 5 A para a distancia entre o atomo de Fe a parte mais externa da
proteina. Dessa forma, o grupo terminal das moléculas modificadoras (Hpyt, 1,4-dt, pysS,
TNA e iTNA) ndo deveria afetar a reacdo de TE do cyt ¢ em solucdo. Os resultados
obtidos, entretanto, indicam que ndo apenas a natureza quimica, mas também a posicéo
sdo aspectos relevantes no processo de reconhecimento das moléculas de cyt ¢ em
solucdo. Desta forma, tem-se que a interacdo entre as monocamadas e o0 cyt ¢ (adsorvido)
contribui para a formacdo de um caminho preferencial através do qual se tem o processo
de TE.

Para a metaloproteina Mb, por outro lado, as monocamadas em estudo ndo
acessaram reacdo de TE, embora as medidas de SPR tenham indicado a adsorcdo desta
proteina sobre os eletrodos modificados. O processo redox da Mb foi visualizado apenas
quando da utilizacdo do eletrodo modificado com o aminoacido cys. Neste caso, a relacdo
entre corrente e velocidade de varredura indicou que a proteina encontra-se adsorvida
formando o eletrodo Au/cys/Mb. As moléculas imobilizadas preservam a atividade redox
do grupo heme apresentando um valor de Ey/, de 0,086 V e coeficiente de transferéncia de
elétrons, a, de 0,53. Uma variagdo de Ej, de 55 mV por unidade de pH foi observada
indicando, dessa forma, a transferéncia de um elétron e um préton durante a reducdo da
proteina. As curvas cinéticas para a adsorcdo da Mb sobre Au/cys indicaram que este
processo é cineticamente controlado. Os dados experimentais para a adsorcdo da Mb
apresentaram concordancia com o modelo de Langmuir, a partir do qual, o valor da
energia livre de adsorcéo foi determinado como -49,7 kJ mol™ indicando uma adsorcéo
quimica. Determinou-se, também, que a quantidade maxima de moléculas adsorvidas a 20
°C é de 6,13 x 10™ mol cm™. Adicionalmente, um ajuste dos dados experimentais ao
modelo de Frumkin indicou a presenca de interagcdes repulsivas (g = —0,15) entre as
moléculas de Mb. A variagdo de massa determinada por QCM, em comparagdo ao valor
determinado eletroquimicamente, indica a presenca de grande quantidade de moléculas de

agua e/ou ions coadsorvidos.

O eletrodo Au/cys/Mb apresentou atividade em relacdo a reacdo de oxidacdo do

acido ascorbico, AA, com um decréscimo de ~0,4 V no sobrepotencial comparativamente
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5 — Conclusio

ao eletrodo de ouro limpo. Os experimentos voltamétricos e de eletrodo de disco rotatorio
indicaram que a reacdo de oxidacdo do AA catalisada pelo eletrodo Au/cys/Mb trata-se de
um processo cineticamente controlado com uma constante de velocidade, k;, calculada

como 2,2 x10* L mol?* s,
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Apéndice A
Tabela Al - Dados extraidos do grafico tedrico de Saveant.

Y= imFACD™(F/RT)"2 | X= log(lk; T/ DY3(FVIRT)"?)
X Y X Y X Y
-1,957 0,017 -0,68 0,153 0,597 0,436
-1,915 0,017 -0,638 0,164 0,554 0,433
-1,872 0,017 -0,595 0,173 0,682 0,445
-1,83 0,017 -0,553 0,181 0,725 0,453
-1,787 0,017 -0,51 0,19 0,767 0,458
-1,745 0,017 -0,467 0,198 0,81 0,462
-1,702 0,017 -0,425 0,207 0,852 0,467
-1,659 0,018 -0,383 0,215 0,895 0,471
-1,617 0,025 -0,341 0,231 0,938 0,475
-1,574 0,027 -0,297 0,241 0,98 0,475
-1,532 0,033 -0,255 0,249 1,023 0,48
-1,489 0,036 -0,212 0,265 1,065 0,483
-1,447 0,042 -0,169 0,274 1,108 0,483
-1,404 0,042 -0,127 0,283 1,15 0,488
-1,361 0,044 -0,084 0,291 1,193 0,492
-1,319 0,05 -0,042 0,308 1,236 0,492
-1,276 0,053 0,001 0,317 1,278 0,492
-1,234 0,058 0,043 0,334 1,321 0,492
-1,191 0,062 0,086 0,342 1,363 0,498
-1,149 0,07 0,129 0,351 1,406 0,5
-1,106 0,075 0,171 0,359 1,448 0,5
-1,063 0,079 0,214 0,369 1,491 0,5
-1,021 0,083 0,256 0,385 1,534 0,5
-0,978 0,092 0,299 0,392 1,576 0,5
-0,936 0,105 0,341 0,393 1,619 0,5
-0,893 0,108 0,384 0,402 1,661 0,5
-0,851 0,113 0,427 0,41 1,704 0,5
-0,808 0,122 0,469 0,419 1,746 0,5
-0,765 0,13 0,512 0,427 1,789 0,5
-0,723 0,139 0,554 0,433 1,832 0,5
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Apéndice B
Determinacéo do valor de kf (método Saveant)
n 2 elétrons
F 96485 C mol™
A 0,032 cm?
D 6,00x10° cm*s™
C 4,95x10° mol cm®
R 8,31 ki mol™
T 295,15 K
i \' Ks Ks
(LA) (Vs X Y (cm®*mol?s?)  (x10* L mol™s™)
9,50 0,003 0,388993 0,27 27015701 2,70
11,0 0,005 0,348888 0,125 24977020 2,50
11,8 0,007 0,316309 -0,005 21908096 2,19
12,5 0,01 '0,280342 -0,13 19636117 1,96
2,40
Apéndice C
Tabela A2 — Preco dos principais reagentes utilizados
REAGENTE (Aldrich) V?$$C))R COD. QUANT
Citocromo c (cyt c) 1,210.00 C3131 250 mg
Isotionicotinamida (iTNA) 99 T5769 259
Acido ascorbico (AA) 284 A5960 100 g
Mioglobina (Mb) 745 M1882 1g
4-Mercaptopiridina (pyS) 154 148202 1g
L-Cisteina (cys) 186 W326305 100 g
1,4-Ditiano (1,4-dt) 192 D217700 5¢g
5-(3-Piridil)-1,3,4-oxadiazol-2-tiol (Hpyt) 388 680788 50
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