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RESUMO

O intuito desta pesquisa foi caracterizar eletrodos quimicamente modificados (EQM)
pela formacdo de monocamadas auto-organizadas (SAM) com os tidis (11-
mercaptoundecil)-N’,N”,N’”’-trimetilambnio e 6-(ferrocenil)hexanotiol sobre a
superficie do eletrodo de ouro. E, ainda, verificar seu comportamento de
transferéncia eletronica com solugcédo de hexacianoferrato(ll) e (Ill) e sua aplicagéo
como biossensor para glicose. As monocamadas auto-organizadas vém sendo
comumente usadas devido ao seu comportamento homogéneo, o que confere ao
eletrodo maior sensibilidade e reprodutibilidade, tornando-se possivel desenvolver
eletrodos para varios fins e aplicagbes. Neste trabalho, foram estudadas as
monocamadas formadas a partir dos tidis (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’"-
trimetilaménio e 6-(ferrocenil)hexanotiol. A caracterizacdo eletroquimica e
morfolégica das monocamadas auto-organizadas foi realizada através da voltametria
ciclica e microscopia eletrénica de varredura, respectivamente. Foi notado que as
monocamadas mistas na proporcédo (1:2) apresentaram maior efeito catalitico, uma
vez que se obtiveram maiores sinais analiticos, através do incremento das correntes
anodicas e catddicas. A viabilidade da molécula de hexacianoferrato (lll) foi
verificada através da troca ibnica destas moléculas eletroativas com as
monocamadas auto-organizadas. Para a aplicacdo dos eletrodos modificados com
monocamadas como biossensor para glicose, optou-se pela modificacdo na
proporcdo  (1:2) de  (11l-mercaptoundecil)-N’,N”,N”-trimetilambénio e  6-
(ferrocenil)hexanotiol, respectivamente, assim como a utilizacdo do mediador
hexacianoferrato pré-concentrado por troca iénica durante 2 horas, em virtude que,
neste tempo ocorreu uma maior concentracdo de espécies eletroativas sobre a
superficie do ouro, tendo como favorecido o processo de transferéncia eletrbnica. A
construcdo do biossensor de segunda geracdo para glicose foi efetiva, tendo em
vista os baixos valores de K, (10 mol L), keps (1072 s%) e baixo limite de deteccéo
1,0 pmol L™ O biossensor desenvolvido neste trabalho mostrou-se seletivo para
determinacdo de glicose frente aos interferentes em estudo: paracetamol, acido
arico, acido ascérbico, acido citrico, manose, frutose e galactose.

Palavras-chaves: Eletrodo quimicamente modificado, monocamadas, auto-
organizacao, transferéncia eletrénica, biossensor, glicose.



ABSTRACT

The purpose of this research was to characterize chemically modified electrodes
(CME) by the formation of self-assembled monolayers (SAMs) with thiols (11-
mercaptoundecyl)-N’,N”, N trimethylammonium and 6-(ferrocenyl)hexanethiol on the
surface of gold electrode. And also verify their behavior of electron transfer in solution
with hexacyanoferrate (I) and (lll) and its application as a biosensor for glucose. The
self-assembled monolayers have been commonly used due to its homogenous,
which gives the electrode higher sensitivity and reproducibility, becoming possible to
develop electrodes for various purposes and applications. In this research, it was
studied the monolayers formed from the thiols (11-mercaptoundecyl)-
N’,N”,N”trimethylammonium and 6-(ferrocenyl)hexanethiol. Electrochemical and
morphological characterization of self-assembled monolayers were performed using
cyclic voltammetry and scanning electron microscopy, respectively. The
electrochemical characterization of the different SAMs under study occurred in a
solution of 0.10 mol L* hexacyanoferrate(ll) and (lll) potassium, verifying the
electronic transfer mechanisms involved. It was noted that the self assembled
monolayers in proportion (1:2) showed higher catalytic effect, since obtained higher
analytical signals by increasing the anodic and cathodic currents. The viability of the
hexacyanoferrate (Ill) molecule was verified by ion exchange these electroactive
molecules with self-assembled monolayers. For the application of electrodes
modified with monolayers as a biosensor for glucose, we opted for the change in the
ratio (1:2) of (11-mercaptoundecyl)-N’,N”,N”’trimethylammonium and  6-
(ferrocenyl)hexanethiol, respectively, as well as the use of pre-concentrated by ion
exchange mediator hexacyanoferrate for 2 hours, because that, this time there was a
greater concentration of electroactive species on the surface of gold having favored
as the electron transfer process. The construction of second generation biosensor for
glucose was effective in view of the low K, values (10° mol L™) kops (102 s™) and
low detection limit 1.0 mmol L. The biosensor developed in this study was shown to
be selective for glucose, interferents in front of the study: paracetamol, uric acid,
ascorbic acid, citric acid, mannose, fructose and galactose.

Keywords: Chemically modified electrode, monolayers, self-organization, electron
transfer, biosensor, glucose.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento acelerado de sensores eletroquimicos para suprir
necessidades especificas nas areas industriais, clinicas e ambientais, tem buscado
nesses sensores caracteristicas como: alta seletividade, sensibilidade e estabilidade.
Nesse sentido, o controle e manipulacdo das propriedades das superficies
eletrddicas podem proporcionar uma variedade de efeitos atrativos, e reduzir
efetivamente muitos dos problemas apresentados pelos sensores eletroquimicos
tradicionais [1-3].

A utilizacdo de monocamadas auto-organizadas na construcéo de eletrodos
modificados ganhou grande impulso nos Ultimos anos uma vez que a auto-
organizacdo conferida pelos tidis funcionalizados possibilita projetar eletrodos
seletivos para analitos de interesse, propiciando assim sistemas flexiveis com um
gama de aplicacdes [4].

A construcdo de sensores enzimaticos obtidos por monocamadas auto-
organizadas € amplamente empregada. Os métodos de imobilizacdo de materiais
biologicos tém se tornados versateis, pois atendem as necessidades de controle de
diversos processos, de obtencdo de dados que permitam diagnosticos de doencas
causadas por virus e bactérias, deteccdo de patdgenos em bebidas lacteas, e da
seguranca e monitoramento ambientais [5-7].

As técnicas eletroquimicas apresentam grande potencial para o
estabelecimento de métodos alternativos de analise de materiais bioldgicos,
principalmente, pela possibilidade do desenvolvimento de sensores para uso in-situ.
Dentre as técnicas mais comumente usadas para a determinacdo de glicose
utilizando biossensores, destacam-se: a voltametria ciclica, a voltametria de pulso
diferencial, a voltametria de onda quadrada e a cronoamperometria. A utilizacao de
técnicas eletroanaliticas possibilita a caracterizacdo e o0 desenvolvimento de
sensores com menor limite de deteccao e quantificagéo [8, 9].

No presente trabalho, investigaram-se as potencialidades da utilizacdo das
monocamadas auto-organizadas na constru¢cdo de um biossensor especifico para
glicose e com caracteristicas vantajosas em relacdo aos biossensores ja existentes,
no que se refere & melhora do limite de deteccéo, da seletividade e da estabilidade

para possiveis aplicacdes em amostras reais de sangue e urina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Eletrodos quimicamente modificados (EQM)

Na década de 70, o termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi
introduzido na eletroquimica [10, 11] para denotar imobilizacdo de espécies
guimicamente ativas na superficie eletrodica, com o intuito de minimizar a
passivacao gradual da superficie [12]. Essa passivacado é provocada principalmente
pela adsorcdo dos produtos da préopria reagcdo de oOxido-reducdo utilizada na
deteccao, ou ainda, dos subprodutos ou produtos destas reacdes que podem sofrer
polimerizacao e se depositar sobre a superficie dos eletrodos [13].

Um eletrodo modificado € constituido basicamente por duas partes: o
eletrodo base (superficie condutora), sendo 0s mais convencionais os de ouro, de
platina, de carbono vitreo, de fibras de carbono e de mercurio na forma de filme
sobre os quais € depositada uma camada do modificador quimico eletroativo, dentre
0S quais se podem citar: tidis funcionalizados, bases de Schiff, 6xido de manganés,
entre outros, sendo que a escolha desta camada depende das caracteristicas
analiticas desejadas para sensor [9, 13, 14].

A modificacdo da superficie do eletrodo favorece o pré-estabelecimento e
controle da natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solucdo, alterando sua
reatividade e seletividade, proporcionando assim, o desenvolvimento de eletrodos
para varios fins e aplicacdes [12, 13]. A utilizacdo da camada modificadora
depositada sobre a superficie do eletrodo base melhora a reatividade do mesmo
através da elevacdo da taxa de transferéncia eletrdnica entre o analito e os materiais
dos eletrodos [15]. Portanto, os sensores quimicos tém desempenhado um papel
imprescindivel dentro da Quimica Analitica, uma vez que propiciam uma melhor
reatividade ao analito de interesse e sao faceis de reproduzir e utilizar [1].

Dentre os recursos empregados para a modificagdo quimica dos eletrodos
destacam-se: a adsorgdo irreversivel direta (simples e rapida) [14, 16]; a ligacdo
covalente do agente modificador a sitios especificos da superficie eletrodica
(manipulacdo da reatividade dos grupos funcionais existentes no eletrodo) [17]; o
recobrimento com filmes poliméricos, ampliando a resposta eletroquimica através da

imobilizacdo de multicamadas da espécie ativa sobre o eletrodo [18] e/ ou a
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alteracdo dos compdsitos dos eletrodos a base de pasta de carbono (modificacdo
interna do material eletrodico) [19].

As preparacOes e as utilizacdes de EQM tém sido amplamente estudadas.
As aplicacbes dos eletrodos modificados sédo evidenciadas em eletrocatalise, em
cinética de transferéncia eletrbnica, na permeacao de membranas, na sintese eletro-
organica e foto-eletroquimica [20-25]. Em virtude disso, 0s sensores quimicos tém
tido crescente interesse devido as suas importantes caracteristicas, tornando-se

potencialmente promissores [1].

2.2 Eletrodos modificados com monocamadas auto-organizadas (SAMs)

Em 1946, Zisman et al. [26], iniciou estudos de preparacdo de uma camada
mono molecular formada por adsor¢cdo de um agente tenso ativo sobre superficie
uma metalica. Estes estudos foram realizados com uma grande variedade de
solventes (hidrocarbonetos, dissulfureto de carbono, tetracloreto de carbono,
bromobenzeno e difeniloxido), porém o nivel de interesse era limitado,sendo que o
potencial de auto-montagem ainda ndo havia sido explorado.

Em 1985, foi descoberta a formagdo de monocamadas auto-organizadas
(SAM do inglés self-assembled monolayers) através de solu¢des diluidas de di-N
dissulfetos-alquilicos sobre a superficie de ouro [27].

Muitos sistemas de automontagem ja foram investigados, no entanto,
monocamadas de alcanotidis e tidis funcionalizados sobre a superficie de ouro foram
as mais estudadas até o momento. O interesse por monocamadas formadas sobre
ouro deve-se ao fato deste metal ser inerte (ndo reage com o oxigénio atmosférico)
e ser utilizado como substrato para analises espectroscopicas, além de apresentar
estabilidade para a deteccéo eletroquimica em uma ampla janela de potencial de -
0,50 V a 1,40 V [28-31]. Além disso, o mecanismo de transferéncia eletronica tem
sido muito explorado no estudo eletroquimico do eletrodo modificado com SAMSs,
pois as variaveis como a energia livre de Gibbs, o acoplamento eletrénico entre o
doador de elétrons e aceptor, a energia de reorganizacdo e a temperatura, podem
ser controlados experimentalmente, através da teoria de Marcus-Hush [32-35].

As SAMs sao construidas pela adsorcdo espontdnea de uma camada

monomolecular de moléculas de um surfactante por uma superficie sélida. Este tipo
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de modificacdo da superficie do eletrodo € aplicado em eletroquimica e subdividido
em trés categorias de acordo com o modo de fixag&o [32]:

o Adsorcdo de moléculas de alquilclorossilanos e alquilaminossilanos
sobre superficies de hidréxido de silicio [36];

o Técnica de Langmiur — Blodgett (LB): formacdo de um filme
monomolecular sobre a superficie de uma subfase aquosa, sendo este transferido
para um substrato soélido, seguido de imersédo e retirada do substrato [37, 38];

o Monocamadas auto-organizadas com moléculas funcionalizadas sobre
superficies metalicas [39].

A auto-organizacao das SAMs ocorre em trés etapas:

1) interface SAMs/substrato — nela esta localizado o sitio reacional da
ligacdo entre o composto organotiol e a superficie de ouro, para a formacédo da
ligagéo enxofre-ouro;

2) interface SAMs/ fase (aquosa ou gasosa) — nela esté localizado o sitio
onde ocorre uma variedade de reacdes, que tornam possivel a modificacdo da
superficie da SAMs com diversos grupos funcionais. As propriedades fisicas desta
interface podem ser modificadas com base nos grupos terminais. O grupo metil
produz monocamadas com carater hidrofébico, enquanto grupos como hidroxila,
formam SAMs com caréater hidrofilico (grupo terminal) e hidrofébico (cadeia
principal). As monocamadas podem apresentar também dipolos alinhados na
interface, que podem ser invertidos com base nos substituintes terminais, por
exemplo, as aminas ricas em elétrons, comparado com 0s grupos nitrilos pobres em
elétrons [34].

3) estrutura espacial do interior da monocamada (camada intermediaria
entre as duas interfaces) - nela ocorre a transferéncia eletronica [14, 40-44]. O
comprimento da cadeia conduz a formacgao de monocamadas densas (n>10) [45]. As
interacBes moleculares através das forcas de Van der Waals entre as moléculas em
redes contribuem para a estabilidade. Nas SAMs alcanotiol-Au, esta contribuicdo
aumenta com o comprimento da cadeia alquila, tal como cada metileno (-CHy-)
contribui com cerca de uma unidade de kcal mol™ [34].

A habilidade para pré-projetar a monocamada possibilita desenvolver
superficies com propriedades e funcdes especificas, viabilizando interagbes
especificas entre a superficie do eletrodo e os analitos. As principais aplicacdes da

SAM na area de Quimica séo: transferéncia eletrbnica (catalise) [46], fendmenos de
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interface (corrosdo), novos materiais (adesao/lubrificacdo) e sensores (6pticos,
eletroquimicos e piezelétricos) [1]. Na area de sensores eletroquimicos, a alta
organizacao exibida pelas monocamadas, assegura um comportamento homogéneo
em toda a superficie do eletrodo, contribuindo para a obtencdo de sensores com
maiores sensibilidade, reprodutibilidade e estabilidade [1]. A utilizacdo desses
sistemas altamente organizados oferece uma combinagdo Unica das propriedades
fisicas, que permitem estudos fundamentais entre as interacdes que ocorrem nha
interface formada pela superficie do eletrodo suporte e as moléculas da
monocamada e delas com o solvente, tornando-se substratos inestimaveis em
bioanalitica, organometalicos, fisica, organica, bio-organicos e eletroquimica [47].

A utilizacdo de SAMs vem crescendo, nos Uultimos anos, dentro da
eletroanalitica, destacando-se sua aplicacdo na construcao de biossensores, devido:

- a facilidade na formac&o das monocamadas e suas estruturas ordenada.

- a formagédo de membranas similares a ambientes celulares adequadas
para imobilizacdo de biomoléculas.

- a presenca de uma variedade de grupos terminais com superficies
hidrofobicas e hidrofilicas.

- a diminuicdo do consumo com reagentes, uma vez que é necessaria uma
quantidade minima da biomolécula de interesse para imobilizacéo e estabilidade por
um periodo consideravel, permitindo a realizacdo de um grande numero de medidas
[48, 49].

Além disso, as SAMs formadas a partir de tiol ou ditiol sobre ouro, tém
grande aplicabilidade em: eletrdbnica molecular (transistores e comutadores);
biossensores (imobilizacdo de biomoléculas: enzimas, DNA, membrana
fosfolipidicas); sintese de nanoparticulas de ouro; utilizacdo como modelos quimicos
para a cristalizagdo de sais inorganicos; funcionalizagcdo de dispositivos para
deteccdo de patdgenos (bactéria, virus), garantindo boa funcionalidade destes

dispositivos, com o tempo de meia vida, tempo de deteccao e resposta [28, 50-52].

2.3 Monocamadas formadas com (11-mercaptoundecil)-N’,N”’,N’”’

trimetilaménio e 6-(ferrocenil)hexanotiol sobre a superficie de ouro

Os alcanotiois sdo amplamente empregados nos estudos de modificagdo de

superficies para a formacdo de monocamadas auto-organizadas, uma vez que
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propiciam uma eficiente padronizagcdo e funcionalizagdo da interface
eletrodo/solucao, possibilitando, por exemplo, a fabricagdo de biossensores [9].

Os grupos terminais eletroativados sdo considerados padrbes para a
compreensdao dos mecanismos de transferéncia eletrdbnica na interface
eletrodo/solugdo e tém sido alvo de grande interesse nos estudos referente a
modificacdo da superficie eletrédica [53, 54].

Inicialmente, a molécula 6-(ferrocenil)hexanotiol foi adotada como sistema
modelo para estudar a troca de elétrons entre os grupos ferroceno e o eletrodo de
ouro, devido ao carater eletroquimico simples e eficaz deste grupo eletroativador
[22]. A molécula de 6-ferrocenil-1-hexanothiol (Fc(CH2)sSH), que sera referida como
FCSH, foi previamente investigada como SAM para atender esses fins [53].

Uma forma adequada de modificar a superficie de ouro em nivel molecular é
a inclusdo de algumas moléculas receptoras, que nas monocamadas sdo usadas
como um suporte para o reconhecimento molecular na superficie, através da
formacdo de complexos de inclusdo via interacdo hospedeiro-hospede [9, 55].
Monocamadas formadas por tidis com grupos terminais (N*(CHs)3), apresentam forte
tendéncia para a automontagem e, o grupo amina também confere um melhor
comportamento eletrocatalitico, uma vez que possui deficiéncia de elétrons, sendo
carregada positivamente, propiciando a interacdo destas moléculas com mediadores
eletrbnico, como por exemplo, o hexacianoferrato. Com a adsor¢cdo da enzima
glicose oxidase sobre o eletrodo modificado com estas moléculas e na presenca de
um mediador eletrénico, a determinacdo de glicose € facilitada através de
sucessivas reacdes quimicas e eletroquimica, entre o centro ativo da enzima
(glicose oxidase), mediador eletrdnico e o analito em interesse [56]. Para a
funcionalizacdo de superficies metalicas de ouro, com a finalidade de empregar o
EQM como biossensor, foi utilizado também o tiol (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N””’

trimetilamonio.

2.4 Biossensores

A concepcao béasica do biossensor foi elucidada pela primeira vez por Clark

Lyons, em 1962 em sua descricdo de um sensor enzimatico para a determinacao de
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glicose. Essa conquista permitiu um continuo e permanente desenvolvimento na
area de sensores biolégicos [57].

Os biossensores sédo definidos como sensores que combinam a alta
seletividade de um elemento bioldgico e sua sensibilidade ao analito de interesse,
sendo estes ligados a um transdutor responsével pela conversao do sinal bioldgico
em sinal elétrico proporcional a concentragdo do analito [58, 59]. Os materiais
bioldgicos para a confeccdo dos biossensores mais comumente utilizados sdo os
antigenos, os anticorpos, as enzimas, 0s tecidos animais e vegetais, as células e
diversas organelas.

A natureza do transdutor utilizado classifica os biossensores como
eletroquimicos (potenciométricos, amperométricos e condutimétricos) [60-65],
opticos (iluminescéncia, fluorescéncia, elipsiometria, entre outros) [66-69],
detectores de massas (piezelétricos) [70] e termoelétricos [71-73].

A seletividade do biossensor o diferencia dos demais sensores quimicos,
uma vez que existe seletividade de reconhecimento do analito pelo componente
bioldgico ativo. Isto aliado a sensibilidade do transdutor, tem gerado um grande
namero de trabalhos na area de biossensores cataliticos [74-77]. O uso de enzimas
proporciona a constru¢do de sensores biolégicos com elevada seletividade para a
deteccgéo do analito em interesse [78].

O funcionamento do biossensor € esquematizado na Figura 1.

Receptor Bioldgico
A l Processador/Leitor

-®T Y
R - L

v v
Transdutor de sinal

- /TN

Imobilizagao do material biolégico

som

Tipos de Analitos

Figura 1: Representagéo do funcionamento de um biossensor.

O avanco na &rea de sensores biologicos, no decorrer dos ultimos 50 anos,
€ notdrio, visto que em 1985 houve a publicagdo de quase uma centena de artigos
na area, enquanto em 2013 foram publicados cerca de quatro mil [74]. A ascensao
nesta area deve-se a necessidade de aperfeicoar as vantagens dos biossensores,

tais como: determinacdo de niveis tragos do analito, como também melhorar a



27

sensibilidade, o limite de deteccao, a estabilidade, a seletividade, a portabilidade, a
analise em tempo real e a simplicidade na operacéo dos biossensores [7, 58, 74, 79-
82].

A utilidade dos biossensores em aplicacdes analiticas se tornou vantajosa,
pois a purificacdo de enzimas é um processo relativamente barato, ja que muitas
delas podem ser isoladas de microrganismos como fungos e bactérias [58, 83].

Ainda que a atividade enzimatica seja reduzida, as vantagens dos
biossensores enzimaticos sdo a maior estabilidade conformacional e possivel
reutilizacdo dependendo da imobilizagdo da enzima, como também as andlises

guimicas podem ser realizadas in situ ou in vivo pelo proprio paciente [58].

2.4.1 Biossensores para glicose

Em 1975, o primeiro biossensor comercial de glicose é lancado pela Yellow
Springs Company (Ohio), baseado na deteccdo amperomeétrica de perdoxido de
hidrogénio [84].

Os biossensores de glicose consistem na imobilizacdo da glicose oxidase
(GOx) sobre uma superficie eletrodica. A GOx € uma oxiredutase que catalisa a
oxidagado da B-D-glicose, em meio aquoso, na presenca de oxigénio. Este processo
ocorre em duas etapas: na primeira acontece a oxidacdo enzimatica da glicose e a
coenzima flavina adenina dinucleotidio (FAD) é reduzida a FADH,, na etapa
seguinte, a coenzima € oxidada (regeneracao biocatalitica) pelo oxigénio molecular
com a producéo de peroxido de hidrogénio [85].

A classificacdo dos biossensores amperométricos de glicose € relizada
através de trés geracfes, de acordo com o processo de transferéncia eletronica
envolvido, o reconhecimento do analito, e a geracdo e a detecgcédo do sinal [86-88].
Esta classe é dividida em:

o Primeira geracao: consiste na resposta elétrica provocada pela difuséo
dos reagentes e/ou produtos normais da reacdo para o transdutor, onde a resposta
analitica € monitorada pelo consumo de oxigénio ou pela producdo de peroxido. O
modificador quimico eletroativo € responsavel apenas pela imobilizacdo da glicose
oxidase. A desvantagem na operacdo de sensores enzimaticos de primeira geragado
€ os problemas de interferéncia, uma vez que estes sensores operam em potenciais

mais elevados.
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o Na segunda geragao ocorre a presencga de “mediadores” especificos ou
cofatores que atuam na transferéncia de carga entre o sitio ativo da enzima e a
superficie do eletrodo, ou seja, entre a reacao e o transdutor de forma a ampliar a
resposta elétrica. As Equacbes 01 a 03 representam biossensores de segunda
geracdo para deteccdo de glicose, onde a enzima glicose oxidase (GOx) catalisa a
conversdo da glicose em acido gliconico, seguido pela recepcdo de elétron pelo
mediador na forma oxidada (M) da enzima na forma reduzida (GOXeq). O sinal de
corrente gerado através da reoxidacdo do mediador na superficie do eletrodo sera
proporcional a concentracdo de glicose [89]. O mediador eletrénico tem a finalidade
de diminuir o potencial de trabalho aplicado, dificultando reacdes interferentes [90].

Os biossensores de 22 geracdo apresentam as seguintes reacdes para a

deteccgéo da glicose:

B-D-glicose + GOx(FAD) — Acido gliconico + GOX(FADH,) (01)
GOX(FADH,) + 2[Fe(CN)g]>* — GOXx(FAD) +2[Fe(CN)g]* (02)
2[Fe(CN)6]S-(eletr0do) +e > 2[Fe(C|\|)6]4-(eletr0d0) +2€ (03)

As representacfes esquematicas das reagdes que ocorrem no biossensor
de segunda geracéo deste trabalho estdo esquematizadas na Figura 2:

[Fe(CN)g]* Gox red Glicose
Gox oxi Acido
[Fe(CN)e]* Glicénico
Figura 2: Etapas do funcionamento de um biossensor para glicose de 22 geragao.

Os mediadores mais comumente utilizados s&o o ferroceno e seus
derivados, por possuirem baixos potenciais redox, geralmente independentes do pH
[91].

A utilizacdo do hexacianoferrato como mediador eletrénico iniciou-se em
1976 na Suica [84], para um biossensor de lactose. Este mediador era responsavel

pela transferéncia eletrénica entre o lactato desidrogenase e o eletrodo.
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o Terceira geracdo compreende a transferéncia direta dos elétrons da
enzima para a superficie do eletrodo em baixos potenciais, ou seja, a transformacao
do substrato em produto ocorre no centro ativo da enzima. [92-94].

Na construcdo dos biossensores para glicose pode-se levar em
consideracdo: a resposta através da variacdo da concentragdo de O, consumido no
processo ou de H,O, produzido; da reducao ou oxidacédo destas substancias ou dos
mediadores eletrénicos envolvidos (biossensores amperométricos); da variacdo do
pH local devido a producédo de acido glucénico (biossensores potenciométricos); da
mudanca da resistividade elétrica do meio durante todo processo (biossensores

condutométricos) ou pelo calor produzido (biossensores entalpimétricos) [94-96].

3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo a modificacdo quimica do eletrodo de ouro
com monocamadas auto-organizadas formadas pelos tidis funcionalizados de (11-
mercaptoundecil)-N’N”N’"-trimetilamoénio e 6-(ferrocenil)hexanotiol. Como segunda
etapa é a aplicacdo do eletrodo no desenvolvimento de um sensor enzimético para

glicose.

3.1 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desse trabalho fundamentaram-se em:

. O estudo do mecanismo de transferéncia eletrénica por voltametria
ciclica em solugéo aquosa de [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)g]*.

. Estudo da viabilidade do hexacianoferrato [Fe(CN)s]> como mediador
eletrbnico sobre as monocamadas auto-organizadas através do estudo da
imobilizacdo do hexacianoferrato por troca-ibnica.

o Caracterizacdo morfoldégica das monocamadas auto-organizadas pela
técnica de microscopia eletrénica de varredura.

o Desenvolvimento de metodologia analitica para determinagdo de

glicose através de um biossensor voltamétrico e amperométrico de 22 geragao.
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4.1 Reagentes
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Os reagentes utilizados nos experimentos sdo de pureza analitica (PA), suas

férmulas e procedéncias encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Procedéncia e pureza dos reagentes utilizados.

Reagente Férmula Procedéncia Pureza %
Quimica
6- ferrocenil-hexanotiol. CieH2oFeS Sigma =95,0
Acetato de sodio CH3COONa Vetec 99,0
Acido acético CH3;COOH Vetec 99,7
Acido ascérbico CeHsOs Vetec 99,0
Acido citrico CeHgO4 Vetec 98,4
Acido Urico CsH4N,O3 Sigma 99,0
Alcool etilico C,HgO Sigma 99,6
brometo de (11- C14H32BIrNS Sigma =290,0
mercaptoundecil)-N’,N”,N”-
trimetilamonio.

Cloreto de potassio KCI Vetec 99,0
D-Frutose CeH1205 Sigma 299.0
Galactose CsH1205 Sigma 299.0

Glicose oxidase (Aspergillus - Sigma -
niger)

Hexacianoferrato (ll) [Fe(CN)6]4'(aq) Vetec 98,5

Hexacianoferrato (l11) [Fe(CN)s]* (ag) Vetec 99,0
Manose CsH1205 Sigma =990
Paracetamol CsHgNO>, Sigma =97.0
B-D-glicose CeH1206 Sigma 99,5
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4.1.1 Solucao de Ferricianeto de Potassio

A solucdo de Ks[Fe(CN)g] foi preparada na concentracdo de 0,10 mol L™,
para realizacdo do estudo da viabilidade deste complexo como mediador de elétrons

entre a interface eletrodo modificado- solucéo.

4.1.2 Solucéo de Ferri-ferrocianeto de potassio

A caracterizacdo eletroquimica do eletrodo com as monocamadas auto-
organizadas foi realizada em uma solucdo equimolar de K3[Fe(CN)g] e K4[Fe(CN)g]
na concentracdo de 0,10 mol L™ em meio de KCI 0,50 mol L™.

4.1.3 Solucao de brometo de (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’”-trimetilamonio

Para a modificacdo do eletrodo de ouro com o tiol brometo de (11-
mercaptoundecil)-N’,N”,N’”-trimetilambnio  foram preparadas solugbes com

diferentes concentracdes: 1 mmol L™, 10 mmol L™ e 20 mmol L™ em meio etandlico.

4.1.4 Solucéo de 6- ferrocenil-hexanotiol

Solucédo etandlica de 6-(ferrocenil)hexanotiol foi preparada na concentracéo

de 20 mmol L™ para a modificacdo do eletrodo de ouro na formacéo de SAM mistas.

4.1.5 Solugao de tampéo acetato

A solucdo de tampéo acetato foi preparada na concentracdo 0,10 mol L™

(pH= 4,6), e utilizada na aplicabilidade do biossensor para glicose.

4.1.6 Solugao de B- D-Glicose

A solucdo de D-glicose 1,0 x 102 mol L™ foi preparada em tamp&o acetato
0,10 mol L™ de pH = 4,6.
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4.1.7 Solucao de glicose oxidase

A solucdo de glicose oxidase foi preparada na concentracdo 5 mg L™* em
tampao acetato 0,10 mol L™ (pH=4,6).

4.1.8 Solucdes dos interferentes

Os interferentes estudados neste trabalho foram: manose, frutose,
galactose, paracetamol, acido citrico, acido ascérbico e acido urico. A solucéo
estoque para todos os interferentes foi de 1,0 x 102 mol L™ em tamp&o acetato 0,10
mol L™ (pH=4,6).

4.2 Instrumentacgao

4.2.1 Pesagem dos reagentes

As pesagens dos reagentes foram feitas em balanca analitica (Ohaus

Adventurer) com precisdo de dois décimo de miligrama.

4.2.2 Medidas eletroguimicas

Potenciostato/Galvanostato p-Autolab Type 11l foi utilizado para as medidas
eletroquimicas. A aquisicdo dos dados e o gerenciamento do potenciostato foram

realizados por um microcomputador e pelo software GPES.
4.3 Eletrodos
4.3.1 Eletrodo de trabalho
O eletrodo de trabalho foi fabricado através da evaporacao do ouro (teor de
pureza 99,9%) formando uma camada de, aproximadamente, 100 nm sobre uma

lamina de vidro, delimitando uma &rea de 0,8 cm x 1,2 cm (0,96 cm™). A limpeza

com &cido sulfarico 0,50 mol L™* ndo foi necessaria, visto que a fabricacdo do
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eletrodo de trabalho foi através da metalizagdo deste metal com alto grau de pureza
sobre uma lamina de vidro.

As laminas de ouro foram modificadas com brometo de (11-
mercaptoundecil)-N’,N”,N’”’-trimetilamodnio para monocamadas formadas apenas por
um tiol funcionalizado. Para SAMs mistas, a modificacao foi realizada com brometo
de (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N’”’-trimetilambnio e 6- ferrocenil-hexanotiol em

diferentes proporcoes (1:1 e 1:2).
4.3.2 Eletrodo de referéncia

O eletrodo de calomelano (Hg.Cl;) consiste de um fio de platina, uma
mistura contendo mercurio metalico (Hg®), calomelano (Hg.Cl;) em uma solucéo de
KCI 3,0 mol L™

4.3.3 Eletrodo auxiliar
Como eletrodo auxiliar ou contra eletrodo utilizou-se um fio de platina.

4.4 Célula eletroquimica

A célula eletroquimica constituiu de uma célula de vidro Pyrex® com uma
camisa para o controle de temperatura, equipada com uma tampa de Teflon®,
contendo orificios para posicionar os eletrodos: eletrodo quimicamente modificado
com SAM (Eletrodo de Trabalho- ET); eletrodo de calomelano (Eletrodo de
Referéncia- ER) e eletrodo de platina (Eletrodo Auxiliar- EA). A célula eletroquimica
esta representada pela Figura 3.
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David-Parra, D. N,

Figura 3: Representacdo da célula eletroquimica, onde EA: Eletrodo de platina; ET: Eletrodo
modificado com monocamadas auto-organizadas e ER: Eletrodo de Calomelano (KCI 3,0 mol L'l).

4.5 Estudo da modificacdo do eletrodo de ouro

4.5.1 Preparagéo dos eletrodos modificados com monocamadas auto-organizadas

sobre o eletrodo de ouro

4.5.1.1 Monocamadas formadas com brometo de (11l-mercaptoundecil)-N’,N”,N”"-

trimetilamoénio

A adsorcdo das moléculas do tiol funcionalizado (11-mercaptoundecil)-
N’ N” N’”-trimetilamoénio foi realizada através da imersdao do eletrodo de ouro em
uma solucdo etandlica deste tiol. As moléculas fisicamente adsorvidas foram
removidas por lavagem da superficie com etanol e agua deionizada.

A escolha da concentracdo mais adequada do alcanotiol a ser utilizada foi
determinada variando-a: 1,0 mmol L™, 10 mmol L™ e 20 mmol L™, e realizando- se a
técnica de voltametria ciclica em uma solugdo de K3[Fe(CN)g]/ K4[Fe(CN)g] 0,210 mol
Lt em KCI 0,50 mol L™ em atmosfera de nitrogénio, aplicando uma velocidade de
varredura de potenciais de 25 mV s*. A reversibilidade dos processos
eletroquimicos foi verificada através da dependéncia linear dos valores de corrente
pico em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura, ou seja, I, « V2 [97-
99].
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O tempo de modificacdo do eletrodo de ouro em uma solucao etandlica do
tiol foi determinado variando-se o0 mesmo em: 30 minutos, 60 minutos, 120 minutos,
360 minutos, 720 minutos e 1440 minutos. As medidas eletroquimicas foram
realizadas através da voltametria ciclica em uma solucdo de Kjz[Fe(CN)g)/
Ka[Fe(CN)g] 0,10 mol L™ em KCI 0,50 mol L™* em atmosfera de nitorgénio, verificando
0 comportamento eletroquimico através dos valores de magnitude de corrente para

os diferentes tempos estudados.

4.5.1.2 Monocamadas formadas com brometo de (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N”-

trimetilaménio e 6-(ferrocenil)hexanotiol

Para a formacdo das monocamadas mistas foram utilizados os parametros
experimentais otimizados na formacdo de SAM com apenas o tiol brometo de 11-
mercaptoundecil-N’,N”,N”-trimetilaménio.

Inicialmente, a formag&do das monocamadas foram realizadas em solugéo
etandlica equimolar de brometo de (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’-trimetilaménio e
6-(ferrocenil)hexanotiol (1:1). Um segundo estudo foi realizado para monocamadas
formadas em 10 mmol L™ C14H3,BINS e 20 mmol L™ CygHxFeS (proporcéo 1:2,
respectivamente). O periodo de modifica¢éo do eletrodo de ouro foi de 1 hora.

4.6 Caracterizacdo das SAM

4.6.1 Caracterizacao eletroquimica

Os eletrodos modificados foram submetidos a varredura ciclica de potenciais
para a determinacdo dos potenciais de oxi-reducdo e da reversibilidade dos
mesmos. O estudo da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta
eletroquimica do eletrodo modificado foi realizado em solucdo de Ks[Fe(CN)g)/
K4[Fe(CN)¢] 0,10 mol L™, através da técnica de voltametria ciclica, com janela de
potencial -0,3 V a 0,8 V vs. EC, com o intuito de verificar o mecanismo de
transferéncia eletronica e determinar a concentracdo do tiol ativo na superficie do

eletrodo.
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4.6.1.1 Estudo do tempo de pré-concentracdo com ferricianeto de potassio sobre o

eletrodo quimicamente modificado

Para verificar a viabilidade da molécula de hexacianoferrato como mediador
da transferéncia de elétrons para posterior construcdo de um biossensor, foi
realizada a pré-concentracdo por troca ibnica realizada entre esta molécula com o
tiol funcionalizado adsorvido na superficie do ouro (60, 120 e 360 minutos) . A
técnica utilizada para este estudo foi a voltametria ciclica de varredura na faixa de
potencial compreendida entre -0,5 V a 0,8 V vs. EC, variando-se a velocidade de

varredura entre 5 e 225 mV s™.

4.6.2 Caracterizacao morfolégica por microscopia eletronica de varredura

As imagens das monocamadas auto-organizadas com ti6is funcionalizados
sobre a superficie de ouro foram obtidas através de Microscopio Eletrénico de
Varredura (MEV) Carl Zeiss modelo EVO LS15 equipado com detector de elétrons

secundarios (SE) em alto vacuo e temperatura constante.

4.7 Método de adicao multipla de padrdo para deteccao de glicose

A imobilizagdo da enzima glicose oxidase sobre o eletrodo de ouro foi
realizada através da adsorcdo de uma aliquota de 50 pL da glicose oxidase
(Aspergillus niger) com concentracdo de 5 mg L™ em tampé&o acetato 0,10 mol L-1,
pH=4,6.

A viabilidade da aplicagdo do eletrodo modificado com SAM como
biossensor foi verificada pela técnica de voltametria ciclica através de adicdes
sucessivas de uma solucdo padréo de 1,0 x 102 mol L™ D-glicose. O intervalo de
concentracdo estudado foi de 5,0 umol L™ a 1,6 mmol L™. O célculo do limite de
deteccao, sensibilidade e a estabilidade da ligacdo enzima-substrato (constante de
Michaelis Menten) foram calculados através das respostas eletroanaliticas, valores
de magnitude de corrente, quando adicionadas as aliquotas de D-glicose.

A técnica de amperometria no potencial de 0,06 V também foi utilizada para
deteccado de glicose, verificando a eficiéncia do biossensor de 22 geracdo. O estudo

foi realizado em tamp&o acetato 0,10 mol L™ (pH=4,6) com tempo de estabilizacéo



37

de 20 minutos. As sucessivas adi¢cdes de glicose foram no intervalo de 5,0 pmol L™ a
1,6 mmol L™.

4.8 Estudo dos interferentes na determinacao de glicose

O estudo dos interferentes foi realizado em uma solucéo de 1,0 x 10“ mol L™
de B-D-glicose em tamp&o acetato 0,10 mol L™ de pH = 4,6. Adicionou-se uma
aliquota de 250 pL da solucdo estoque 1,0 x 10 mol L™ dos seguintes interferentes:
paracetamol, acido urico, acido citrico, acido ascorbico, manose, frutose, galactose.
A técnica utilizada para a visualizacdo da possivel interferéncia destes compostos na
determinacao do analito em interesse, a glicose, foi voltametria ciclica com varredura
de potenciais entre -0,5 e 0,8 V a uma velocidade de varredura de 25 mV s™ na

presenca de oxigénio.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Monocamadas formadas por (11-mercaptoundecil)-N’,N”’,N’”’-trimetilamd&nio

5.1.1 Efeito da concentracéo do tiol funcionalizado

O estudo da melhor concentracdo do tiol funcionalizado (11-
mercaptoundecil)-N’,N”,N’”-trimetilamonio foi realizado a fim de garantir o melhor
empacotamento e auto-organizagcdo das monocamadas.

O comportamento eletroquimico foi representado na Figura 4 pela técnica de
voltametria ciclica em solucdo aquosa de hexacianoferrato de potassio. A variacdo
de potencial ndo foi significativa para as diferentes concentracfes, entretanto, as
correntes anddicas e catddicas apresentaram um incremento com o aumento da
concentracdo do tiol. Os potenciais dos picos anoddicos e catddicos para as
concentracdes utilizadas na formagdo das monocamadas foram, aproximadamente,
0,272V (pico de oxidacdo de Fe*/Fe®) e 0,144V (pico de reducdo Fe®*/Fe®"),
respectivamente. A Tabela 2 apresenta os valores de corrente de pico e o0s

potenciais redox para as trés concentracdes de tiol estudadas.
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Tabela 2: Valores de potencial e corrente de pico dos voltamogramas ciclicos para as diferentes
concentracdes da solucéo etandlica de (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’-trimetilamdnio.

Concentracao

Epa (V)

Epc (V)

AE

|pa

|pc

(mmol L) vs. EC vs. EC vs. EC (mA) (mA)
1 0,272 0,144 0,128 1,981 -2,001
10 0,272 0,140 0,132 2,194 -2,127
20 0,271 0,144 0,127 2,932 -2,314

* Elaborada pelo autor, a partir de dados basicos da pesquisa.

A avaliacdo das concentragBes do tiol (Tabela 2 e Figura 4), através da
voltametria ciclica do eletrodo de ouro quimicamente modificado por monocamadas
auto-organizadas, foi mais significativa para 20 mmol L™, apresentando maior
incremento de corrente de oxidacdo e reducdo do par redox Fe*/Fe** do complexo

hexacianoferrato.

— branco

> L 1 mmol L™,
——— 10 mmol L™.
——— 20 mmol L™.

|/ mA

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/Vvs. EC

Figura 4: Voltamogramas ciclicos para o eletrodo de ouro modificado com diferentes concentracdes
de tiol (1 mmol L™, 10 mmol L e 20 mmol L"l). As determinagfes foram feitas a 25 mV s'em 1,0
mmol L™ K3[Fe(CN)gl/K4Fe[CN)g] em KCI 0,5 mol LY, aplicando a janela de potencial de -0,3a 0,8 V.

5.1.2 Efeito do tempo de imerséo

Para a formacdo das SAM foi também investigado o melhor tempo de
imersdo do eletrodo de ouro em solucdo de alcanotiol (20 mmol L™). Os tempos de
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imersdo empregados para esse estudo foram: 30 min, 60 min, 120 min, 240 min e
1440 min. Os valores de correntes e potenciais de picos redox, obtidos por
voltametria ciclica em velocidade de varredura de potencial de 25 mV s, em funcéo
do tempo de imersdo do eletrodo em solucdo contendo tiol, estdo ilustrados nas

Figuras 5 e 6.
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Figura 5: Variagdo de valores de corrente de pico anddica e catddica com o tempo de imersdo do

eletrodo de ouro na solucdo de alcanotiol a 20 mmol L™. Valores de corrente de pico obtidos em
solucao de Ks[Fe(CN)g/K4[Fe(CN)g] 0,10 mol L™ em KCI 0,5 mol L™
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Figura 6: Variacdo de valores de potenciais de pico anddico e catddico em funcdo do tempo de
imersdo do eletrodo de ouro na solucdo de alcanotiol a 20 mmol L™. Valores de corrente de pico
obtidos em solugéo de Ks[Fe(CN)s/K4[Fe(CN)g] 0,10 mol L™ em KCI 0,5 mol L™.

N&o foram observadas diferencas significativas nos valores dos potenciais

de picos e nos valores das correntes anddicas e catddicas. Logo, o tempo de 60

minutos foi selecionado para a formacdo das monocamadas, por apresentar

magnitude de corrente satisfatoria para a formacao das mesmas. A Tabela 3 mostra

0s resultados obtidos para o estudo do tempo de imersdo para a formacao de

monocamadas de (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’” trimetilamonio.

Tabela 3: Valores de potenciais e correntes de pico obtidos em funcdo do aumento do
periodo do tempo de imersdo do eletrodo de ouro em (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N""-

trimetilamonio.

*vs. EC (Elaborada pelo autor através de dados basicos da pesquisa).

Tempo (min) | Era (V)* | Erc (V)* | AE(V) | Ipa(MA) | lec (MA)
30 0,268 0,140 0,128 2,182 2,498
60 0,258 0,135 0,123 2,092 2,377
120 0,266 0,139 0,128 2,265 2,434
240 0,276 0,153 0,123 2,048 2,193
1440 0,272 0,135 0,137 2,047 2,286




41

5.1.3 Estudo da velocidade de varredura em solucdo de hexacianoferrato (1) e (llI)

de potassio 0,10 mol L™

O efeito da velocidade de varredura de potenciais (5 a 175 mV s™) sobre a
resposta voltamétrica do eletrodo modificado com monocamadas de (11-
mercaptoundecil)-N’,N”,N’”-trimetilamonio foi investigada em uma solucao de ferro-
ferricianeto de potassio 0,10 mol L™ em KCI 0,50 mol L™ (Figura 7). Analisando-se
0s voltamogramas ciclicos constatou-se que o aumento da velocidade de varredura
houve um aumento da separacao dos potenciais das correntes de pico redox.

A Tabela 4 apresenta os valores dos potenciais de pico anddico e catddico
com o0s respectivos valores de corrente obtidos nos voltamogramas ciclicos
mostrados na Figura 7. O estudo do mecanismo de transferéncia eletrénica foi
realizado através do logaritmo dos valores de correntes de pico anddico em funcéo

do logaritmo das velocidades de varredura (Figura 8).

al 1?5
2_
< ol
E 5
~
2L
4L

02 00 02 04 06 08
E/Vvs.EC

Figura 7: Estudo da influéncia da velocidade de varredura em um eletrodo modificado com SAM de
(11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’”-trimetilamdnio. As analises foram realizadas em [Fe(CN)G]S'/
[Fe(CN)e]* 0,1 mol L™ em KCI 0,50 mol L™ em janela de potencial de -0,3 a 0,8 V.
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Tabela 4- Valores de potenciais, variacdo do potecial e correntes de pico para 0s picos

anodicos e catédicos aBresentados na Fic!;ura 7.

Velocidade | Epa (V)* | Epc(V)* | AE (V)* lpa (MA) lpc (MA)
(mV s™)

5 0,24 0,16 0,080 0,235 -0,359
10 0,24 0,15 0,085 0,480 -0,697
15 0,24 0,14 0,082 0,964 -1,199
25 0,25 0,14 0,094 1,379 -1,607
50 0,25 0,13 0,123 2,140 -2,108
75 0,26 0,12 0,147 2,664 -2,527
100 0,27 0,11 0,156 3,194 -3,031
125 0,28 0,11 0,170 3,553 -3,322
150 0,29 0,11 0,180 3,963 -3,684
175 0,29 0,10 0,189 4,272 -3,952

*vs. EC (Elaborada pelo autor através de dos basicos da pesquisa).

A Figura 8 apresenta o gréafico do log I vs. log v das correlacbes lineares
obtidas a partir de estudo realizado em meio de hexacianoferrato de potassio em
velocidades de varredura entre 5 e 175 mV s™ para eletrodos modificados com o tiol
funcionalizado (11-mercaptoundecil)-N’,N’,’N”-trimetilaménio. Para esse estudo
considerou-se coeficiente de correlagdo com valores préximo a 0,990 na obtencdo

de linearidade em intervalos definidos de velocidades de varredura.
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6=0,57
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Figura 8: Representacdo do processo de transferéncia eletrbnica do tipo misto (adsortivo e
difusional) através do logaritmo das correntes de pico anddica pelo logaritmo da variacdo da
velocidade de varredura.

Verificou-se como a transferéncia eletrbnica opera por processo adsortivo
em determinados intervalos de velocidades de varredura (5 a 15 mv s™) nos
eletrodos modificados com  (11-mercaptoundecil)-N’,N”,Ntrimetilambnio. A
determinacdo de processo adsortivo diretamente na superficie do eletrodo
correlaciona coeficiente angular 6 tendendo a 1 em grafico log | vs. log v e
coeficientes angulares tendendo a 0,5 apontam para controle de processo mediado
por controle difusional de espécies eletroativas. A difusdo foi observada para
velocidades iguais ou superiores a 25 mV s™ [100, 101].

A Figura 9 mostra o grafico de potencial de pico pelo logaritmo das
velocidades de varredura, tornando possivel o calculo da constante de transferéncia

eletronica calculado neste trabalho.
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Figura 9: Estudo da varredura de potencial pela variacdo do logaritimo da velocidade de varredura
em monocamadas de tiol funcionalizado em eletrodo de ouro.

Os coeficientes de transferéncia eletronica (a,) e a constante aparente de
velocidade de transferéncia eletronica™ (k¢) foram calculados pelo diagrama de Tafel
de acordo com o método descrito por Laviron [102]. Para altos valores de velocidade
de varredura (>50 x 102V s?), a dependéncia do potencial de pico em funcdo do
logaritmo velocidade de varredura torna-se linear, e a partir desta relacéo é possivel
determinar os coeficientes de transferéncia eletronica pelo coeficiente angular da
reta [102, 103].

A constante aparente de transferéncia eletrdonica € dada pela Equacao 04:

_ 2,303anFv,

Ke
RT

(04)

R, n, F e T representam a Constante dos Gases (8,314 V C mol™* K™), nimero de
elétrons envolvidos no processo (1 elétron), Constante de Faraday ( 96485,4 C mol™
e-) e temperatura absoluta (298 K), respectivamente. Através da intersec¢do da
extrapolacdo da parte linear anddica e catddica na Figura 9 é possivel se obter vy
igual a 8,0 x 107 V s™. O coeficiente de transferéncia eletronica a (0,23) foi calculado
através da Equacéo 05.

A Equacéo 05 é representada por:
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2,303RT

coef.angular =
(1-a)nF

(05)

O valor da constante de transferéncia eletrbnica, ke  obtido
experimentalmente foi igual a 0,16 s™. Este valor apresentou-se maior quando
comparado aos valores de constante de transferéncia eletrbnica em monocamadas
auto-organizadas na literatura [104]. A Tabela 5 relata valores de constantes de
transferéncia eletronica encontradas na literatura. O elevado valor da constante de
transferéncia eletronica aparente, apresentada pelas SAMs de (11-mercaptoundeci)-
N’,N”,N’”-trimetilaménio, foi atribuido a interacdo do grupo terminal (amina
guartenaria) desta molécula com as moléculas de hexacianoferrato favorecendo o

transporte eficiente de elétrons, através do efeito do contra-ion (K*).

Tabela 5: Valores das constantes de transferéncia eletrbnica das monocamadas de (11-
mercaptoundecil)-N’, N, N”-trimetilam6nio e valores das constantes encontradas na literatura [104].

Acido mercaptopropidnico (3-mpa) 9,9x 107 [104]

Acido lipéico (ALP) 74x10° |[104]

Acido mercaptoundecandico (11-amu) 4,1x107 [105]

Octanotiol 1,6 x 10° | [106]

9 -. (Fenildiazenil) fenoxi nonano-1-tiol (ANT) e Nonanetiol 1,0 x 10™ [107]
(NT) e fotoinduzida cis-trans conformagéo de azobenzeno

1-Octadecanotiol 2,6x107 |[108]

Tetradecanotiol 2,0x10” | [109]

(11-mercaptoundecil)-N’,N”,N”’-trimetilaménio 1,6 x 107 *

* Elaborada pelo autor, a partir de dos dados basicos da pesquisa.

5.1.4 Estudo da velocidade de varredura no eletrodo de ouro quimicamente
modificado com SAM formadas por (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’”-trimetilaménio

pré-concentradas como mediador eletrénico hexacianoferrato 0,10 mol L™

Apls o0 estudo cinético do eletrodo modificado, em solugcdo de ferro-
ferricianeto de potassio, foi realizada a imobilizagcdo do ion hexacianoferrato por
troca-ibnica, a fim de verificar a eficacia desta molécula como mediador de elétrons

na superficie do ouro modificado.
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A caracterizac@o eletroquimica foi realizada em dois diferentes tempos de
pré-concentracdo com hexacianoferrato: 1 hora e 2 horas, verificando desta forma, a
melhor transferéncia eletronica. O tiol funcionalizado em estudo apresenta no seu
grupo terminal uma amina quaternaria carregada positivamente, o que demonstra
que a troca idnica ocorreu entre trés moléculas do tiol e uma molécula de
hexacianoferrato (Figura 10), desfavorecendo o surgimento de “pinholes” (defeitos),
o qual torna exequivel o processo de transferéncia eletrénica, contribuindo, portanto

para ocorréncia do efeito eletrocatalitico.

3 3-
"y oy cHy (]:H3 , (IZH3 CH,
/ + + 4+ +
N—cH, /| —CHs N—cH, /—N—CHy /—)—CHy ——CHy
HyC H;C HsC HsC HyC HyC
/S /S /S /S /S /S
Au

Figura 10: Representagdo esquematica do estudo de pré-concentracdo com Fe[CN]GS'(aq)( *)em
SAM de (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N””’ trimetilam&nio. Fonte: Elaborada pelo autor, a partir de dos
basicos da pesquisa.

O comportamento eletroquimico para SAM contendo Fe[(CN)e]* apresentou
semelhanca, quando aplicado os periodos de 1 hora e 2 horas de tempo de preé-
concentracdo. O potencial do par redox Fe**/Fe?* do hexacianoferrato localizou-se
proximo a 0,18V e 0,16V, respectivamente (Figura 11 e 12).
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Figura 11: Efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta voltamétrica do eletrodo
de ouro modificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N’’-trimetilamdnio, pré-concentrado em
ferricianeto de potassio 0,10 mol L™ durante 1 hora em cloreto de potassio 0,50 mol L™
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Figura 12: Efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta voltamétrica do eletrodo
de ouro modificado com (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N”-trimetilamoénio, pré-concentrado em
ferricianeto de potéassio 0,10 mol L™ durante 2 horas em cloreto de potassio 0,50 mol L™,

As correlacdes lineares, apresentadas nas Figuras 13 e 14, demonstram que
0 processo de transferéncia eletronica € controlado por mecanismo adsortivos que

ocorrem diretamente na superficie eletrodica.
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Figura 13: Dependéncia das correntes de picos em fun¢éo da velocidade de varredura de potenciais
para o par redox Fe*'/Fe?* em SAM formadas com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N’” trimetilaménio e
pré-concentrados durante 1 hora com Kz[Fe(CN)g].
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Figura 14: Dependéncia das correntes de picos em funcdo da velocidade de varredura de potenciais
para o par redox Fe**/Fe” em SAM formadas com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N”” trimetilaménio e
pré-concentrados durante 2 horas com Kz[Fe(CN)g].

A transferéncia eletronica ocorreu-se entre as moléculas de [Fe(CN)e*

imobilizadas sobre a superficie do eletrodo de ouro modificada com monocamadas

auto-organizadas de (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N”” trimetilaménio. Para processos
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adsortivos, a concentracdo de espécie eletroativa () das monocamadas auto-
organizadas sobre a superficie do eletrodo, foi calculada a partir do declive linear da
relacdo de corrente de pico em funcdo da velocidade de varredura, representado
pela Equacéo 06 [98]:

nZFZ

| =
P4RT

AT'v (06)

onde I, & a corrente de pico (A), n o numero de elétrons (n=1), F constante de
Faraday (96485,4 C mol/ e), A érea da superficie do eletrodo (0,96 cm?), I a
concentracdo das espécies eletroativas (mol cm™), R a constante dos gases (8,314
C K* mol™), T temperatura (298K), e v a velocidade de varredura (V s™).

A pré-concentracao durante o periodo de 60 minutos apresentou maior valor
de cobertura da superficie, I" igual a 1,56 x 10" mol cm™, quando comparada com o
estudo realizado em 120 minutos (/'=1,05 x 10° mol cm™). Os baixos valores de
concentragdes eletroativas corroboram com valores encontrados na literatura [104,
110].

5.2 Formacédo e caracterizacdo de monocamadas auto-organizadas mistas
(SAM mistas)

A auto-organizacdo das moléculas de diferentes tidis sobre o substrato de
ouro é influenciada por interacbes de Van der Waals entre os grupos metilenos da
cadeia carbdnica, possibilitando segregacédo de fases. A estabilidade das SAMs esta
diretamente ligada a quantidade destes grupos, uma vez que, quanto maior a cadeia
carbOnica, maiores as interacdes entre as moléculas de mesma identidade quimica
[48, 111, 112]. A formacao de diferentes dominios é factivel através da formacédo de
monocamadas com distintos adsorbatos, permitindo uma ampla variedade de
composicdes estruturais [113]. Portanto, o critério de selecdo para a escolha dos
tidis funcionalizados foi o tamanho da cadeia carbbnica, bem como suas diferencas
estruturais (tamanho da cadeia carbonica principal e diferentes grupos terminais), a
fim de assegurar uma modificacdo efetiva do eletrodo para o desenvolvimento de
sensores quimicos.

As monocamadas mistas foram formadas com (11-mercaptoundecil)-
N’,N”,N”-trimetilaménio e 6-(ferrocenil)hexanotiol sobre a superficie de ouro. O

grupo terminal ferroceno € capaz de sofrer oxidagcéo reversivel através da geracao
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de um cétion-radical como ilustrado na Figura 15, portanto sdo utilizados como
mediadores de elétrons [22, 49, 114, 115].

CHCH) CHSH

CH{CH) CHSH
S =

Fe = Fe

= S

Figura 15: Representacdo esquemética da oxireduracéo do 6-(ferrocenil)hexanotiol.

A caracterizagdo dos eletrodos quimicamente modificados com SAM mista €
imprescindivel, uma vez que a mesma fornece informagfes sobre transferéncia
eletrbnica de espécies redox, o grau de recobrimento, o excesso superficial, entre
outras propriedades.

O estudo do efeito da concentracao dos tidis de interesse para a formacao
de monocamadas mistas, foi realizado frente a espécies redox ([Fe(CN)¢* e
[Fe(CN)e)]*, visto que, o grau de interacéo destas moléculas é controlado por suas
propriedades fisicas e quimicas, pela organizacdo e pela presenca de
irregularidades nas SAM [116, 117].

O estudo eletroquimico foi realizado a fim de verificar a influéncia do
aumento da concentracdo do tiol com menor cadeia carbdnica sobre a transferéncia
eletrbnica. O mecanismo de transporte de elétrons esta relacionado com a néo
formacao de ‘pinholes” (defeitos), uma vez que o mesmo € realizado através de
tuneis [110].

A auto-organizagdo das monocamadas mistas, formadas por solugdes
equimolares de (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’’-trimetilamonio e 6-
(ferrocenil)hexanotiol (proporcdo 1:1), estd esquematicamente representada nas
Figuras 16 e Figura 17 (proporgéo 1:2). O esquema foi elaborado de acordo com a
descricdo da formacdo de monocamadas evidenciada na literatura, portanto a
formacdo e a auto- organizacdo s&o representadas hipoteticamente por essas
Figuras [22, 48, 111, 113, 117].
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CH, C|3H3 CHs
N“—CH, l;l+—CH3 N—CHj
HyC HaC HyC

S S
A A
/ Au
Figura 16: Representacdo esquematica de monocamadas auto-organizadas mistas de (11-

mercaptoundecil)-N’,N”,N’’-trimetilamonio e 6-(ferrocenil)hexanotiol (proporgéo 1.1,
respectivamente). Fonte: Elaborada pelo autor, a partir de dos basicos da pesquisa.

CH3 CH3 ?H3

: : N—cH

N—CH, N—CH, |
H3C H3C H3C

Figura 17: Representacdo esquematica de monocamadas auto-organizadas mistas de (11-
mercaptoundecil)-N N’ N trimetilambénio e 6-(ferrocenil)hexanotiol  (proporgdo  1:2,
respectivamente). Fonte: Elaborada pelo autor, a partir de dos basicos da pesquisa.

5.2.1 Estudo da velocidade de varredura em solugéo de hexacianoferrato (ll) e (lll)

de potassio 0,10 mol L™.

Os estudos voltamétricos iniciais para o eletrodo quimicamente modificado

com SAM mistas foram realizados em ferri-ferrocianeto de potassio 0,10 mol L™* em
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solucdo aquosa de KCI 0,50 mol L™ (Figura 18 e 19), no intervalo de potencial entre -
0,50V e 0,80V vs. EC.

O perfil eletroguimico para monocamadas mistas apresentou-se altamente
resistivos, uma vez que voltamogramas ciclicos exibiram perfis inclinados e estreitos.
O efeito eletrocatalitico foi evidenciado com o aumento do sinal analitico tanto

anodico quanto catddico. O par redox apresentado pelas monocamadas mistas é

2+/Fe3+ 3+/Fe2+

correspondente aos pares redox Fe (oxidacao) e Fe (reducéo).

|/ mA
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Figura 18: Efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta voltamétrica do eletrodo
de ouro modificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N’’-trimetilamdnio e 6-(ferrocenil)hexanotiol na
proporcéo (1:1) em solucdo de hexacianoferrato (II) e (lll) 0,20 mol L™

225

|/ mA

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
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Figura 19: Efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta voltamétrica do eletrodo
de ouro modificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N’’-trimetilamdnio e 6-(ferrocenil)hexanotiol na
proporcdo (1:2) em solucdo de hexacianoferrato (11) e (Il1) 0,20 mol L™.
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O estudo do logaritmo da corrente em func¢ao do logaritmo da velocidade de
varredura foi realizado através dos valores de magnitudes de correntes anddicas
dos voltamogramas ciclicos das Figuras 18 e 19. Pode-se notar a dependéncia
linear do log | versus log v (Figuras 20 e 21). Para SAMs mistas (1:1), esta
linearidade foi observada para valores de velocidades de varreduras iguais ou
superiores a 15 mV s™, apresentando coeficientes angulares iguais a 0,38.

24

25

log |

26

27k

-1,8 -1,6 -1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6

log v

Figura 20: Estudo do comportamento de transferéncia eletrénica através dos valores do logaritmo
das correntes anddicas e catddicas em fungdo do logaritmo das velocidades de varredura, em
monocamadas mistas (1:1) em solucéo de [Fe(CN)s>/Fe[(CN)s" ] em KCI 0,50 mol L™.
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Figura 21: Estudo do comportamento de transferéncia eletrénica através dos valores do logaritmo
das correntes anddicas e catddicas em funcdo do logaritmo das velocidades de varredura, em
monocamadas mistas (1:2) em solucao de [Fe(CN)s>/Fe[(CN)s*] em KCI 0,50 mol L™.
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Nas SAMs mistas (1:2), como observado na Figura 21, a linearidade foi
evidenciada de no intervalo de velocidade de varredura de 5 a 225 mV s, e
coeficiente angular igual a 0,46, para log | versus log v.

Os valores de coeficientes angulares préximos a 0,50 confirmam que o
processo de transferéncia eletronica para as monocamadas mistas em solucdo de
hexacianoferrato (1) e (lll) é controlado difusionalmente [93, 94].

Os coeficientes de transferéncia eletrénica anddico (a,) e a constante
aparente de transferéncia eletronica (ke) foram calculados pelo diagrama de Tafel de
acordo com o método descrito por Laviron [102, 118], como citado na sesséo 5.1.3.
Para velocidades de varredura superiores a 50 mV s, a dependéncia do potencial
de pico torna-se linear com o logaritmo da velocidade de varredura e, a partir desta
relacdo é possivel determinar os coeficientes de transferéncia de elétrons pela

inclinagéo angular das retas, Equagéo. 5:

2303 RT

coeficiente angular=
Q-a)n F

(05)
onde R, T, F e n representam a constante dos gases 8,314 C V K* mol™),
temperatura ambiente (298 K), constante de Faraday (96 485,4 C molt e) e o
namero de elétrons envolvidos no processo redox, respectivamente.

As Figuras 22 e 23 apresentam a dependéncia dos potenciais de picos
anodicos em funcgéo do logaritmo da velocidade de varredura. Considerando-se que
o numero de elétrons envolvidos no processo seja igual a 1, obtém-se os
coeficientes de transferéncia eletrbnica anddicos para as monocamadas mistas
formadas sobre o eletrodo de ouro nas proporc¢oes (1:1) e (1:2), iguais a 0,48 e 0,69,

respectivamente.
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Figura 22: Estudo da varredura de potenciais pela variacdo do logaritmo da velocidade de varredura
para eletrodos modificados com monocamadas mistas (1:1).

so0 L /

400

200

E (mV) vs. ECS

-200 | \

24 -22 -20 -18 -16 -14 -12 -10 -08 -0,6
log v

Figura 23: Estudo da varredura de potenciais pela variacdo do logaritmo da velocidade de varredura
para eletrodos modificados com monocamadas mistas (1:1).

A constante aparente de transferéncia eletrdonica (ke) foi determinada pela

Equacéo 4:
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_2,303.a,.n.F.v,
e R.T

(04)

O calculo da constante aparente de transferéncia eletrénica estimada para a
velocidade de 4,0 x 10° V s* foi de 0,17 s* para monocamadas formadas com
concentracfes equimolares dos tiois funcionalizados (propor¢do 1:1). O valor
observado de ke para T = 298 K, em conjunto com os valores de transferéncia
eletrbnica obtidos anteriormente, demonstram que o0 sistema redox é quasi-
reversivel. As monocamadas mistas na proporcdo 1:2 apresentaram a constante de
transferéncia eletronica aparente aproximadamente igual & 0,30 s™ (vo=5,0 mV s™).

Ao estabelecer paralelo entre o estudo da velocidade de varredura em
solugdo aquosa de hexacianoferrato(ll) e (lll) (Figuras 18 e 19) para diferentes
SAMs mistas pode-se verificar um maior incremento nas correntes de pico para
aguelas formadas na proporc¢ao (1:2).

Ao comparar os resultados obtidos por monocamadas formadas apenas por
(11-mercaptoundecil)-N’,N”,N”-trimetilaménio e monocamadas formadas com
monocamadas mistas, pode-se evidenciar que a presenca de tiGis com menores
cadeias carbbnicas contribui para um aumento na magnitude de corrente e
consequentemente maior transferéncia eletronica. Esse fato € justificado, pelo
aumento da cadeia carbdnica, devido a maior interagdo apolar da cadeia principal,
dificultando a transferéncia eletrénica para monocamadas formadas apenas de (11-

mercaptoundecil)-N’,N”,N”’-trimetilamonio.

5.2.2 Estudo da velocidade de varredura no eletrodo de ouro quimicamente
modificado com SAM mistas pré-concentradas como mediador eletrénico
hexacianoferrato 0,10 mol L™

O estudo de pré-concentracdo no EQM foi realizado com hexacianoferrato
de modo a verificar a eficiéncia destes mediadores de elétrons entre os tidis que
formam a monocamada e a superficie de ouro através da troca i6nica. O esquema
da mediacdo de elétrons envolvida neste estudo esta representado hipoteticamente
pelas Figuras 24 e 25.
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Figura 24: Representacédo esquematica do estudo de pré-concentragdo com Fe[CN]Gs'(aq)( ¥ ) em
SAM mistas (1:1). Fonte: Elaborada pelo autor, a partir de dos basicos da pesquisa.
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Figura 25: Representacdo esquematica do estudo de pré-concentragdo com Fe[CN]63'(aq)( o ) em

SAM mistas (1:2). Fonte: Elaborada pelo autor, a partir de dos basicos da pesquisa.

A pré-concentracdo para tempos inferiores a 60 minutos nao foi efetiva,
portanto os estudos foram realizados para tempos iguais a: 1 hora, 2 horas e 3
horas.

5.2.2.1 Periodo de pré-concentragdo do mediador eletronico durante 1 hora

A pré-concentracdo de hexacianoferrato em monocamadas mistas foi
evidenciada através da presenca de dois processos: 0,18 V referente ao pico
anodico e 0,16 V referente ao pico catddico correspondentes ao par redox do

hexacianoferrato imobilizado no (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’” trimetilaménio e o0s
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potenciais de pico em 0,51 V e 0,39 V, os quais correspondem, respectivamente, ao
par redox do grupo ferroceno, do 6-(ferrocenil)hexanotiol. O comportamento
eletroquimico apresentado por esses dois pares redox foi corroborado ao analisar

separadamente as monocamadas, conforme as Figuras 26 e 27.
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Figura 26: Voltamograma ciclico referente a SAM de (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’” trimetilam®&nio,
pré-concentradas com [Fe(CN)63'] durante 1 hora em KCI 0,5 mol L.
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Figura 27: Voltamograma ciclico referente a SAM de 6-(ferrocenil)hexanotiol realizado em KCI
0,50mol L™ a25 mV s™
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O estudo da velocidade de varredura realizado em um intervalo entre 5 mV
st e 225 mV s em solucdo aquosa de KCI 0,50 mol L™ apresentou comportamento
voltamétrico, ilustrados nas Figuras 28 e 29, referentes a SAM mistas (1.1 e 1:2),
respectivamente. Pode-se notar que o pico de reducdo da molécula de ferroceno

nao foi evidente.
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Figura 28: Efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta voltamétrica do
eletrodo de ouro maodificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N-trimetilaménio e 6-
(ferrocenil)hexanotiol (1:1), pré-concentrado em hexacianoferrato de potassio 0,10 mol L™ durante 1
hora em solucao de cloreto de potassio 0,50 mol L™.
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Figura 29: Efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta voltamétrica do eletrodo
de ouro modificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N”-trimetilaménio e 6-(ferrocenil)hexanotiol
(1:2), pré-concentrado em hexacianoferrato de potassio 0,10 mol L™ durante 1 hora em solugéo de
cloreto de potassio 0,50 mol L™
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7

A influéncia da velocidade de varredura é refletida no incremento das
correntes de pico, sendo analisadas mais especificamente através da dependéncia
direta das correntes de picos anodicas e catddicas em funcdo da varredura de

potencias, ilustrado nas Figuras 30 e 31.
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Figura 30: Dependéncia das correntes de picos em fun¢éo da velocidade de varredura de potenciais
oxidacdo do feroceno no eletrodo de ouro modificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N-
trimetilamonio e 6-(ferrocenil)hexanotiol (1:1) e pre-concentrados durante 1 hora em Kz[Fe(CN)g)(ag).-
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Figura 31: Dependéncia das correntes de picos em funcdo da velocidade de varredura de potenciais
oxidacdo e reducdp do par redox do hexacianoferrato em monocamadas mistas (1:1) e pré-
concentrados durante 1 hora em K;[Fe(CN)g)(aq)-
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A dependéncia dos valores de magnitude de corrente ser diretamente
proporcional ao incremento da velocidade de varredura caracteriza o processo de
transferéncia de elétrons pelo confinamento de espécies eletroativas na superficie
(processo adsortivo).

A partir do comportamento eletroquimico das diferentes monocamadas
mistas estudadas, foram determinados os valores dos coeficientes angulares e 0s
valores de correlacdo linear (R), que estdo apresentados na Tabela 6, para os
estudos envolvendo os valores de corrente em funcdo dos valores de velocidade de

varredura (Figuras 30 e 31).

Tabela 6: Dados obtidos para as monocamadas mistas através das equacfes das retas obtidas pelas
Figuras 30 e 31.
I —

g Coeficiente angular
CrEees Anddico Catédico Ra Re
lvs. v (1:1) 3,64 x 10™ -2,68 x 10 0,998 -0,998
lvs. v (1:2) 1,15 x 10* 1,43 x 10* 0,995 0,997

A cobertura de superficie (I pode ser calculada, através dos valores dos

coeficientes angulares da Tabela 6 e empregando-se a Equacéo 06:

n2F2
P 4RT

| ATv (06)

As monocamadas mistas equimolares apresentaram cobertura superficial
igual & 1,2 x 10 mol cm™, enquanto que as monocamadas formadas pela proporcéo
1:2 apresentaram I"igual & 2,8 x 10™° mol cm™. A cobertura superficial das espécies
eletroativas do mediador eletrénico hexacianoferrato, durante o periodo de 1 hora,

apresentou-se baixa para as monocamadas mistas (1:1) e (1:2).

5.2.2.2 Periodo de pré-concentragdo do mediador eletronico durante 2 horas

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta
voltamétrica do eletrodo de ouro modificado com brometo de (11-mercaptoundecil)-
N’ N”,N”’-trimetilaménio e 6-(ferrocenil)hexanotiol com pré-concentracdo em
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ferricianeto de potassio 0,10 mol L™ foi avaliado durante o periodo de 2 horas. As

Figuras 32 e 33 apresentam os voltamogramas ciclicos com velocidades de

varredura entre 5 e 225 mV s para o eletrodo de ouro modificado com os ti6is nas

proporcdes 1:1 e 1:2.
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Figura 32: Efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta voltamétrica do eletrodo
de ouro modificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N-trimetilaménio e 6-(ferrocenil)hexanotiol
(1:1), Pré-concentrado em hexacianoferrato durante 2 horas em solug¢éo de cloreto de potassio 0,50

mol L.
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Figura 33: Efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta voltamétrica do eletrodo

de ouro modificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N”-trimetilamonio e

hexanotiol(1:2), pré-

concentrado em hexacianoferrato durante 2 horas em solucéo de cloreto de potassio 0,50 mol L™
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O confinamento das espécies eletroativas do mediador eletrénico
hexacianoferrato na superficie do eletrodo de ouro modificado com SAMs mistas foi
corroborado através da dependéncia linear das correntes de picos anddicas e
catddicas obtidas pelos voltamogramas ciclicos em funcdo da velocidade de
varredura, como apresentada nas Figuras 34 e 35 [97, 98, 119]. Esta linearidade foi
observada tanto para o par redox Fe*'/Fe** da molécula do hexacianoferrato, como
para a oxidacdo do grupo terminal (ferroceno) do tiol funcionalizado 6-
(ferrocenil)hexanotiol, evidenciando que o0s processos redox envolvidos foram
controlados pelo contra balango de carga sobre a superficie de ouro modificado com
as SAM mistas (1:1) e (1:2).
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Figura 34: Dependéncia das correntes de picos em funcdo da velocidade de varredura dos potenciais
de oxidacdo do feroceno para o eletrodo de ouro modificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N""-
trimetilaménio e 6-(ferrocenil)hexanotiol (1:1).
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Figura 35: Dependéncia das correntes de picos em funcdo da velocidade de varredura dos potenciais
de oxidacdo e reducdo do par redox do hexacianoferrato em monocamadas mistas (1:1) e pré-
concentrados durante 2 horas em Ks[Fe(CN)g)(ag)-

Vale ressaltar que do mesmo modo, observou-se linearidade entre os
valores de corrente em funcdo da velocidade de varredura de potenciais para as
monocamadas mistas na propor¢édo 1:2, por essa razdo nao foram representados
nessa sessao.

Ao comparar a pré-concentracdo no periodo de 2 horas para diferentes tipos
de SAM mistas (1.1 e 1:2), pode-se ratificar, através do aumento dos valores de
corrente, uma maior transferéncia eletrbnica para monocamadas auto-organizadas
com maior proporcao do tiol 6-(ferrocenil)hexanotiol.

A cobertura de superficie () foi investigada para as monocamadas mistas,
conforme a Equacao 06, através do coeficiente angular da relacédo corrente de pico
em funcdo da velocidade de varredura. O calculo da concentracdo de espécies
eletroativas (N foi efetuado para a oxidacdo do hexacianoferrato (Fe?*/Fe®") e do

ferroceno (Fe’/Fe*), e os valores estéo discriminados na Tabela 7.
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Tabela 7: Dados obtidos para as monocamadas mistas através dos valores de coeficientes angulares

obtidos Bela eguagéo da reta dos valores de corrente em fungéo da velocidade de varredura.

Graficos Coeficiente angular rl) r(1.2)
Anédico mol cm? | mol cm™
(1:1) (1:2)
Ferroceno 1,83x 10" | 3,21x 10" | 1,82x 107 | 3,02 x 10
Par redox:Fe”* q/Fe™ aq) 1,14x 10" | 2,61x10" | 1,21 x10° | 2,64 x 10

Apesar do aumento da concentracao eletroativa apresentar-se maior para
monocamadas de proporcdo (1:2), este aumento n&o foi expressivo com a
diminuicAio da quantidade de moléculas de (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N"-
trimetilaménio sobre a superficie do eletrodo. A cobertura superficial € corroborada
com valores encontrados na literatura e justifica a eficacia da transferéncia eletrénica
das monocamadas auto-organizadas com a presenca do mediador eletronico

hexacianoferrato [110].
5.2.2.3 Periodo de pré-concentracdo do mediador eletronico durante 3 horas

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta
voltamétrica do eletrodo de ouro modificado com brometo de (11- mercaptoundecil)-
N’,N”,N’”-trimetilaménio e 6-(ferrocenil)hexanotiol (1:1) com pré-concentracdo em
ferricianeto de potassio 0,10 mol L™ foi avaliado durante o periodo de 3 horas. O
comportamento redox Fe** aq/Fe* 5 do hexaciano para monocamadas mistas (1:1)
foi evidenciado nos voltamogramas ciclicos para diferentes velocidades de varredura
(Figura 36).



66

0,08 -

0,06 -

0,04

0,02 -

|/ mA

0,00 -

-0,02

-0,04

Figura 36: Efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta voltamétrica do eletrodo
de ouro modificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N-trimetilaménio e 6-(ferrocenil)hexanotiol
(1:1), Pré-concentrado em hexacianoferrato durante 3 horas em solug¢éo de cloreto de potassio 0,50
mol L.

O processo de oxidacdo Fe?'/Fe®" apresentou valores de pico préximos a
0,25V, enquanto a reducdo ocorreu em potenciais proOxXimos ou iguais a 0,15V.

O comportamento eletroquimico para eletrodos quimicamente modificados
com monocamadas auto-organizadas mistas (1:2) apresentou-se distinto para altas
e baixas velocidades de varredura. O incremento dos valores das correntes
anddicas e catddicas foi constatado para velocidades iguais e superiores a 15 mV s™
(Figura 37).



67

0,12 -

0,10 |-

0,08 |-

0,06 |-

0,04 -

0,02 -

| (MA)

0,00 -

-0,02 -

-0,04 |

-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/Vvs.EC

Figura 37: Efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta voltamétrica do eletrodo
de ouro modificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N-trimetilaménio e 6-(ferrocenil)hexanotiol
(2:2), Pré-concentrado em hexacianoferrato durante 3 horas em solug¢éo de cloreto de potassio 0,50
mol L.

N&o foi observada linearidade efetiva quando comparada ao intervalo de
velocidade de varredura entre 5 e 225 mV s, Entretanto, a linearidade encontrada
nas regides compreendidas nos intervalos de velocidade de varredura entre 5 e 15
mV s e entre 25 e 225 mV s™ possuem mecanismo de transferéncia eletronica
difusional, evidenciando que o mecanismo de eletroneutralidade ocorre pela difusao
das espécies idnicas presentes em solucdo para as monocamadas 1:1.

O estudo da transferéncia de elétrons foi realizado através do logaritmo dos
valores de corrente obtidos pelos voltamogramas ciclicos pelo logaritmo das
diferentes velocidades de varredura utilizadas. As Figuras 38 e 38 representam a
relacdo de log | versus log v para SAMs mistas (1:1) e (1:2), respectivamente,
através da imobilizacdo do mediador eletrbnico hexacianoferrato no periodo de 3

horas.
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Figura 38: Estudo do comportamento de transferéncia eletrénica através dos valores do logaritmo

das correntes anddicas e catddicas em fungdo do logaritmo das velocidades de varredura, em
monocamadas mistas (1:1) pré-concentradas durante 3 horas com hexacianoferrato.
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Figura 39: Estudo do comportamento de transferéncia eletrénica através dos valores do logaritmo
das correntes anddicas e catddicas em funcdo do logaritmo das velocidades de varredura, em
monocamadas mistas (1:2) e pré-concentrados durante 3 horas em Ks[Fe(CN)g].
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Verificou-se que a transferéncia eletrénica é realizada pela difusdo nas duas
regides lineares (de 5 a 15 mV s e de 25 a 225 mV s™) da Figuras 38 e 39. A
determinacdo de processo difusional correlaciona valores de coeficiente angulares
tendendo a 0,50 em grafico de log | versus log v.

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores dos coeficientes angulares
anodicos e catodicos e as correlagbes de regressdo lineares (R) obtidos pelas

equacdes das retas da Figura 38 e 39.

Tabela 8: Dados obtidos através das equagdes das retas das Figuras 38 e 39.

SAMs mistas Gréficos Coeficiente angular Ra Rc
Anddico Catodico
Log |I| x log v 0,37 0,45 0,992 | 0,999
(1:1) (5a15mVs?
Log |I| x log v 0,45 0,41 0,998 | 0,999
(25a 225 mV s™)
Log |I| x log v 0,27 0,46 0,999 | 0,999
(1:2) (5a15mVs?)
Log |l| x log v 0,64 0,56 0,993 | 0,998
(25 a 225 mV s™)

De acordo com a literatura, os valores obtidos dos coeficientes angulares
tanto anddicos quanto catddicos obtidos experimentalmente nos graficos log | versus
log v, apresentados na Tabela 8, sdo similares ao valor tedrico de 0,50, ratificando
assim o mecanismo de transferéncia eletronica difusional. [97, 98, 119].

A concentracdo de espécie eletroativa () das monoamadas auto-
organizadas sobre a superficie do eletrodo em processos difusionais, pode ser
determinada para voltamogramas obtidos em solucdo aquosa a baixa velocidade de

varredura, utilizando a Equagéao 7 [97, 98]:

Onde I representa a concentragdo de espécie eletroativa formada na superficie do
eletrodo (mol cm™), Q a carga obtida a partir da integral da area dos valores de
corrente anddica (Q = 4,911 x 10° C) em funcdo do tempo de varredura com
correcdo de linha base (C), n o numero de elétron decorrente do processo redox (n =

1), F a constante de Faraday (96485,4 C mol/e”), e A a area do eletrodo de ouro
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(0,96 cm?). O estudo foi realizado para baixas velocidades de varredura 5,0 x 102 V
s™. O valor da cobertura superficial (") para as espécies de hexacianoferrato foi 2,2 x
10° mol cm? e 2,9 x 10° mol cm? para monocamadas mistas (1:1) e (1:2),
respectivamente.

De acordo com os resultados, o melhor tempo de pré-concentracdo do
mediador eletrénico hexacianoferrato foi de 2 horas utilizando-se monocamadas com
proporcdo 1:2 dos tidis funcionalizados para a construcdo do biossensor. Tais
parametros sao justificados devido a melhor transferéncia eletronica em ferri-
ferrocianeto de potassio destas monocamadas, apresentando maior valores de
magnitude de corrente, bem como pelo processo de transferéncia eletrbnica em
solucéo aquosa de KCI ser controlado pelo contrabalanco de carga das moléculas
de hexacianoferrato na superficie do eletrodo modificado (processo adsortivo),
apresentando maior cobertura superficial quando comparado aos demais tempos
estudados.

5.5 Caracterizacdo morfolégica por microscopia eletrénica de varredura (MEV).

A morfologia das monocamadas auto-organizadas foi observada por MEV. A
topografia do eletrodo de ouro ndo modificado pode ser visualizada na Figura 40 (a).
As Figuras 40 (b), 40 (c) e 40 (d) ilustram os eletrodos de ouro modificados com
monocamadas auto-organizadas que podem ser visualizadas com o aumento de
1000 vezes na resolugao.

As imagens de MEV das monocamadas foram extremamente finas,
tornando-se um empecilho na andlise de imagens com alta resolucédo. A microscopia
do eletrodo de ouro mostra que a superficie do metal € razoavelmente plana e com
baixa rugosidade (Figura 40 (a)).

A modificacdo com (11-mercaptoundecil)- N’,N”,N-‘trimetilaménio observado
na Figura 40 (b), possibilitou a formacdo de uma camada mais fina e uniforme
quando comparada com a formagcdo de monocamadas mistas de 6-

(ferrocenil)hexanotiol e (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N”trimetilaménio da Figura 40

(c).
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Figura 40: Imagens de MEV com diferentes morfologias. (a) eletrodo de ouro ndo modificado, (b)
eletrodo de ouro modificado com (11- mercaptoundecil)-N’,N”,N’-trimetilam&nio, (c) eletrodo de ouro
modificado com monocamadas auto- organizadas do tipo mistas (6-ferrocenilnecanotiol e (11-
mercaptoundecil)-N’,N”,N - trimetilaménio), d) eletrodo de ouro modificado com monocamadas auto-
organizadas do tipo mistas (6-ferrocenilnecanotiol e (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’”-trimetilamdnio)
pré-concetrado com [Fe(CN)gls. por 2 horas.
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A formacdo de pequenos aglomerados observado na Figura 40 (c) na
superficie do ouro confirma a presenca do tiol funcionalizado o qual possui em sua
composicdo a molécula de ferroceno [120, 121]. As imagens contendo
monocamadas mistas apresentaram cristais na forma de “dendrito” (Figura 40 (c)),
ramificacOes laterais com uma haste principal. Este tipo de formacdo confirma a
presenca do grupo ferroceno na superficie do eletrodo, despertando grande
interesse na area de catélise eletroquimica, entre outros campos [122].

Na Figura 40 (d) observa-se a imobilizacdo da molécula de hexacianoferrato
na superficie da monocamada, uma vez que ocorre a formacéo de aglomerados e

uma maior uniformidade na superficie do eletrodo.

5.6 Avaliacdo eletroquimica do biossensor em relacdo a resposta para espécie

de interesse

5.6.1 Biossensor voltamétrico

Antes de testar a resposta do biossensor frente a diversas concentracdes de
glicose, o eletrodo modificado com SAMs mistas (propor¢cdo 1:2), mediador
hexacianoferrato e a enzima glicose oxidase imobilizada foi submetido a varreduras
ciclicas de potenciais a 25 mV s em um intervalo de potencial de -0,50 a 0,80 V vs.
EC em uma solucdo tampdo de acetato 0,10 mol L (pH 4,6). Através do
voltamograma foi possivel observar a presenca de dois pares redox: 0,21 V (pico
1)/0,06 V (pico de IV) e 0,44 V (pico 11)/0,31 V (pico lll), atribuidos as reacdes redox
de [Fe(CN)g]* a [Fe(CN)g]* e [ferroceno] a [ferroceno]”, respectivamente (Figura 41).
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Figura 41: Voltamograma ciclico de o eletrodo de ouro modificado com monocamadas auto-
organizadas (1:2, proporcdo) em tampao de acetato (pH = 4,6) 0,10 mol L" a 25 mV s™.

A resposta eletroquimica do biossensor foi investigada através de adicdes
de 5,0 x 10° mol L* a 1,6 x 10° mol L™ de B- D-glicose em tampé&o acetato 0,10 mol
L. Através destas adicbes um incremento de corrente de pico anddica (pico Il) e
corrente de pico catodico (pico IV) foram observados. O potencial escolhido para o
respectivo estudo foi o de reducdo (pico 1V), haja vista que biossensores
voltamétricos e amperométricos devem detectar glicose em potencial préximo a 0,0
V para minimizar o risco de reac¢fes interferentes e diminuir também os niveis de
corrente residual e ruidos [85].

A atividade do biossensor quando testado em relacdo a glicose exibiu um
incremento de corrente de pico catodico (+0,06 V vs. EC) fornecendo uma resposta
favoravel com mediador de elétrons hexacianoferrato e o centro redox da enzima
glicose oxidase (FAD). A Figura 42 representa a biofuncionalidade do sensor

enzimatico proposto com as sucessivas adi¢cdes de [3-D-glicose.
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Figura 42: Resposta voltamétrica do biossensor proposto para adi¢cdes sucessivas de glicose em
tamp3o de acetato 0,10 mol L™ (pH = 4,6) a25 mV s™.

O desempenho do biossensor para a glicose baseia-se no ciclo de quatro
reacOes subsequentes, sendo as trés primeiras etapas quimicas (Equacdes 01, 08 e
09), e a quarta uma etapa eletroquimica (Equacado 03), onde ocorre o processo de

reducéo do mediador eletronico [Fe(CN)g]* a [Fe(CN)g]* na superficie do eletrodo.

B-D-glicose + GOx(FAD) — Acido glucénico + GOx(FADH,) (01)
GOX(FADHy) + O, — GOx(FAD) + H,0, (08)
2[Fe(CN)g]* + H202 + 2 H > 2[Fe(CN)g]* + 2H,0 (09)
[Fe(CN)e]* (etetrodo) + & > [F&(CN)e]* etetrocio (03)

Para avaliar o desempenho do biossensor os valores de corrente de pico
catddica (potencial fixo de +0,06 V vs. EC) foram registrados a fim de se obter a

curva analitica (Figura 43).
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Figura 43: Curva analitica obtida através das correntes de pico catddicas em funcao de sucessivas
adi¢cbes de glicose.

Por meio da curva analitica pdde-se observar o comportamento do
biossensor, onde obteve-se correntes de pico catddica linearmente dependentes da
concentracdo de glicose na gama de resposta de 5,0 x 10° a 8,6 x 10® mol L™,
sendo o limite de deteccdo igual a 1,0 x 10 mol L™. A equacéo de regressdo linear

pode ser expressa por:

| (MA) = 0,34 + 4,1 [glicose] (umol L™) (R=0,998)

A atividade enzimatica do biossensor para glicose pode ser interpretada
através da equacdo de Michaellis- Menten, considerando o intervalo linear entre a
magnitude de corrente e a variacdo da concentracdo de B-D-glicose. A equacao de

Michallis- Menten é representada por:

__ NFAkopslE[glicose]
Lnax =

(Km+|[glicose]) (10)

A partir da igualdade acima, a determinacdo de K,* e Imax pode ser descrita
pelas equacdes lineares de Lineweaver-Burke (LB), conhecida pela dupla inverséao
da equacdo de Michaellis-Menten; Eadie- Hofstee (EH) [123, 124], onde o estudo é
realizado atraves da relacdo (Imax/[glicose]) em funcdo In.x € Hanes-Woolf,
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recomendada para estudos onde o erro para o calculo de Inhax fosse pequeno, sendo

realizado o célculo dos parametros cinéticos pela andlise linear da dependéncia de

([glicose]/ Inax) €m funcdo da [glicose]. As diferentes equacdes lineares obtidas

através do rearranjo da Equacdo de Michaellis-Menten estdo representadas na

Tabela 9.

Tabela 9 Representagdo das equacgOes lineares obtidas através do rearranjo da equacdo de

Michaellis- Menten.

Equacdes | Rearranjo de Michaellis- Menten Representacao
11 Lineweaver-Burk 1 Kn . 1
Imax  x[glicose] x [glicose]
12 Eadie- Hofstee (EH) hnax x I max
[glicose] K, K
13 Hanes-Woolf [glicose] _ [glicose]+&
Imax x x

*
Sendo x = nFAk,,I'g, sendo .= 9,2016 x 107°"mol cm

As representacoes graficas das equacgfes da Tabela 09 com os dados obtidos

dos valores de magnitude de corrente e as concetracbes de D- glicose foram

utilizados para construir as Figuras de 44 a 46.
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Figura 44: Representacéo grafica de Lineweaver-Burk para determinacdo dos pardmetros cinéticos.
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Figura 45: Representacdo linear de Eadie-Hofstee (EH) para determinacdo dos parametros cinéticos.
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Figura 46: Representacéo linear de Hanes-Woolf para determinacdo dos parametros cinéticos.

O valores de Kn®, Imax, Kobs € R obtidos através das Figuras 44 a 46 sdo
apresentados na Tabela 10. Como pode ser visto, 0os parametros cinéticos de
Michaellis-Menten calculados a partir dos trés meétodos distintos sdo todos na

mesma ordem, ou seja, 10 para K e 10 para 0 kops. Os baixos valores de Ky
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obtidos para o biossensor baseado em Au/SAM mistas/Fe(CN)s>/GOx reflete uma
alta afinidade do analito pelo substrato. Sendo kon,s 0 NUmero de vezes em cada local
de enzima que converte substrato (glicose) em produto por unidade de tempo, pode-
se evidenciar que o biossensor apresenta alta producdo catalitica em pequenos
intervalos de tempo. Por fim, ao denotar a regido para cada representagcdo grafica
ilustrada nas Figuras 44 a 46, a linearidade é satisfatoria, pois os coeficentes de
regressdo sao, aproximadamente, 0,996, -0,990, 0,980 para as curvas de

Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee e Hanes, respectivamente .

Tabela 10: Valores de K, kqps € coeficientes de regressao linear referente as representacoes

gréficas das Figuras de 47 a 49.

Método Km® (Umol L) | Imax (MA) Kobs (™) R
Lineweaver-Burk 37 2,52 0,032 0,996
Eadie-Hofstee 28 2,45 0,027 -0,990
Hanes-Woolf 21 2,04 0,028 0,998

5.6.2 Biossensor amperometrico.

A eficicacia do biossensor Au/SAMmista/[Fe(CNg)*1/GOx foi também
avaliada como sensor bioenzimatico amperométrico.

Os estudos eletroquimicos foram realizados na auséncia de B-D-glicose, e
posteriores sucessivas adicdes sucessivas de uma solucdo padrdao de B-D-glicose
1,0 x 10? mol L. A variacéo das concentracdes foi de 5,0 x 10° a 1,6 x 10 mol L™,
obtendo 0 amperograma em tamp&o acetato 0,10 mol L™ (pH=4,6).conforme Figura

47 com potencial fixo em 0,06 V.
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Figura 47: Resposta amperométrica do biossensor proposto para adicdes sucessivas de glicose em
tampéao de acetato 0,10 mol L* (pH =4,6) a25 mV s' no potencial fixo de 0,06 V.

A confirmacdo da deteccdo de B-D-glicose pelo biossensor enzimético
proposto é observada pelo aumento do incremento de magnitude de corrente apos
sucessivas adicbes do analito e a formacédo patamares de estabilizacdo. Esta
resposta foi significativa no intervalo de concentracdo de 5,0 x 10°® a 1,4 x 10 mol
L™, apds este intervalo ndo houve a estabilizagdo da corrente.

Com base nos dados obtidos através do amperograma, obteve-se a curva
analitica representada na Figura 48.
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Figura 48:: Curva analitica de adicbes de B-D-glicose para o biossensor amperomeétrico em solucao
tampao de acetato 0,10 mol L™ (pH=4,6).

A curva analitica (Figura 48) é linear no intervalo de concentracéo de glicose
entre 1,0 x 10™ e 8,4 x 10 mol/L, de acordo com a equacdo (Al (A) = 1,52 x 107 +
0,0062 [Glicose] (mol/L), resultando em um coeficiente de correlacédo linear (R) de
0,990 e um limite de deteccéo de 2,5 pmol L™. O desvio padréo foi de 4,3 %.

A atividade enzimatica do biossensor para glicose pode ser interpretada
através da equacdo de Michaellis-Menten, considerando o intervalo linear entre a
magnitude de corrente e a variacdo da concentracao de 3-D-glicose.

As constantes de Michaellis-Menten foram: 27, 24, 20 umol L™ de acordo
com as equacdes de Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee e Hanes-Woolf,
respectivamente. As constantes cataliticas foram na ordem de 102 s (0,040; 0,032
e 0,029 s™ para as equacbes de Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee e Hanes-Woolf,
respectivamente).

O desempenho dos biossensores amperométrico e voltameétrico
desenvolvidos foi comparado com outros biossensores para determinagcdo de
glicose, recentemente publicados, baseados na utilizacdo de diferentes materiais

modificadores e diferentes técnicas de detec¢cdo conforme Tabela 11.



Tabela 11: Comparacéo entre o hiossensor deste trabalho e os recentemente publicados.
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Método de Materiais utilizados K Kobs LD
. o Eletrodo L Ref.
deteccéao na modificacao (mM) (s™) | (UM)
_ Nitrofenil
Amperometria . ' Cv 2,95 4,25 10 [125]
diazbnio/GOx
Amperometria Grafeno/ZnO/GOx Ccv 0,0142 | 1,42 | 0,24 | [126]
Espectroscopia Nanoparticulas
_ o - 0,115 0,96 - [127]
do UV-vis coloidais/GOx
MWNTSs-
Amperometria | Chit/GOx/CdSe@Cd Ccv 0,46 - 25 [128]
S
Amperometria | GOx/NH,-MWCNTSs Cv 0,48 1,49 9,0 | [129]
Voltametria CuSPE/ GOx CuSPE 20,17 1,42 - [124]
Voltametria SAM mistas*/GOx Au 0,037 |0,032| 1,0 *
Amperometria SAM mistas*/GOx Au 0,027 | 0,040 | 2,56 *

*SAM mistas: (11-mercaptoundecil)- N’,N”,N”-trimetilaménio + hexacianoferrato ; M= mol L™, CV=
carbono vitreo, Au= ouro; CuSPE: eletrodo impresso de carbono banhado com cobre R: Referéncia;

LD: limite de deteccéo.

**:Este trabalh

Os baixos valores da constante de Michaellis-Menten e da constante

catalitica quando comparados com o0s biossensores existentes na literatura
comprovam a eficicacia do biossensor para glicose de 22 geracdo. E importante
ressaltar que ambos os tipos de biossensores estudados, voltamétricos e

amperométricos, apresentaram respostas eficazes na determinacédo de glicose.

5.7 Estudo de interferentes na determinacao de glicose.

A influéncia de compostos interferentes eletroativos na resposta do
biossensor Au/SAM mistas/Fe(CN)s>/GOx frente & glicose foi investigada com sete
substancias diferentes: acido ascorbico, acido Urico, acido citrico, paracetamol
(acetaminofeno), manose, frutose e galactose, ou seja, componentes de amostras
biolégicas, produtos alimentares e farmacos. A Figura 49 apresenta os valores de

corrente dos interferentes estudados em relagéo ao analito de interesse (glicose).
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Figura 49: Corrente relativa (%) de interferentes em relagdo a concentragao de glicose (GLU) 1,23 x
10 mol L™. AA = 4cido ascébico; AU = &cido Grico; AC= 4cido citrico; MN= manose; GA= galactose;
FR=frutose; PA = paracetamol.

Os componentes estudados foram considerados como néo interferentes
quando o erro relativo na medicdo de corrente foi menor 5%. Analisando entdo os
interferentes estudados, o paracetamol e a manose provocaram maior diferenca no
sinal analitico frente a presenca de glicose em solucdo. A presenca do paracetamol
influenciou o aumento da magnitude de corrente em 5%, enquanto a manose
propiciou a queda de 5% do sinal analitico, aproximadamente.

Ja para os demais interferentes (acido Urico, acido ascorbico, frutose, &cido
citrico e galactose) as influéncias nas correntes foram pouco significativas. Sendo a
gueda do sinal de corrente para acido Urico, acido ascérbico, acido citrico igual a
0,6%, 1,3% e 1%, respectivamente. Para galactose um incremento de 0,6% da
corrente relativa quando comparada com uma solucao de glicose na auséncia de
qgualquer outra substancia interferente foi observado.

O estudo dos possiveis interferentes na determinacdo de glicose nao
apresentou diferencas significativas nos valores de corrente relativa para a
determinacao do analito, confirmando a elevada seletividade ao biossensor proposto

neste trabalho.
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6 CONCLUSAO

A viabilidade da formacdo das monocamadas auto-organizadas foi confirmada
através do estudo eletroquimico por voltametria ciclica em uma solucdo de
hexacianoferrato (lI1) de potassio 0,1 mol L. As monocamadas formadas através da
modificacdo do eletrodo de ouro durante 60 minutos em uma solugéo etandlica de
20mmol L* de (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N”-trimetilamonio foram as que
apresentaram respostas eletroquimicas mais significativas.

A transferéncia eletronica destas monocamadas auto-organizadas em solucéo
de ferri-ferrocianeto de potassio apresentou-se do tipo misto, sendo mecanismo
adsortivo para baixas velocidades de varredura e difusionais para velocidades
superiores e iguais a 25 mV s*. O valor calculado da taxa de transferéncia
eletrdnica, igual a 0,16 s, apresentou-se efetivamente maior quando comparado
aos valores relatados de outras monocamadas na literatura [104], corroborando a
eficdcia da modificacdo quimica dos eletrodos de ouro.

A pré-concentracdo com a mediador [Fe(CN)g]* foi efetiva, apresentando
mecanismo eletrdbnico semelhante para diferentes tempos estudados nhas
monocamadas formadas por (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’”-trimetilaménio. A
transferéncia ocorre através da adsorcdo das moléculas na superficie do eletrodo
modificado. A cobertura superficial das espécies eletroativas da molécula de
hexacianoferrato apresentou-se na escala de nmol cm®, corroborando com os
valores encontrados na literatura [104, 110].

O comportamento difusional apresentado no estudo da velocidade de
varredura em solucéo de [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)g]* foi anédlogo para a formacdo das
diferentes SAM mistas ((11-mercaptoundecil)-N’,N”,N”’-trimetilaménio e 6-
(ferrocenil)hexanotiol) quando comparado com o estudo realizado para
monocamadas formadas por (11-mercaptoundecil)-N’,N”,N’’-trimetilaménio.

A mediacdo eletronica através do estudo de pré-concentracdo também foi
viavel com utilizagdo do hexacianoferrato para monocamadas formadas com dois
distintos tidis funcionais. Pode-se notar a similaridade entre os estudos para SAM
(1:1) e (1:2), pois apresentaram transferéncia eletronica controlada pelas moléculas
confinadas na superficie do eletrodo modificado (mecanismo de adsor¢éo) para 60 e

120 minutos. A transferéncia eletrénica é controlada pela diferenca do gradiente de
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concentracdo (difusdo) para tempos de imobilizacdo do mediador eletrénico
superiores a 180 minutos.

O aumento da concentracdo das espécies eletroativas foi observado com a
presenca de maior concentracdo de 6-(ferrocenil)hexanotiol, porém esse incremento
nao foi expressivo. Os valores obtidos de cobertura superficial foram concordantes
aos relatados na literatura, confirmando o a eficiéncia do mediador hexacianoferrato
na transferéncia eletrénica [110].

O desenvolvimento de um biossensor para determinacdo de glicose foi
efetivo. Os rearranjos lineares da equacdo de Michaellis-Mentes evidencia a
concordancia entre os valores de K,® e kgs, confirmando também a eficacia do
sensor. O biossensor apresentou uma boa seletividade frente ao acido arico, acido

citrico, acido ascorbico, manose, frutose, galactose e paracetamol.

7 ATIVIDADES FUTURAS

Posteriormente, como uma segunda etapa para a caracterizacdo dos
eletrodos quimicamente modificados por monocamadas altamente organizadas
serdo utilizadas:

o Microscopia de forca atbmica (AFM): Estudar as propriedades fisicas
das monocamadas (rugosidade, espessura e morfologia).

o Estudo da aplicabilidade do eletrodo modificado como biossensor em
amostras reais de urina e sangue.

. Desenvolvimento de um biossensor bienzimatico contendo glicose
oxidase e peroxidase.

. Estudo da aplicabilidade do eletrodo modificado como biossensor de

outros analitos (acido desoxirribonucleico, perdxido de hidrogénio e ureia).
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