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RESUMO

Os complexos multinucleados de manganés tém ganhado notoriedade pela possibilidade de
mimetizar o mecanismo do complexo de evolucdo de oxigénio do fotossistema II, além da
grande importancia catalitica com processos de transferéncia eletronica de multietapas. Estas
propriedades dos complexos multinucleados tornam interessante estudar os processos
eletroquimicos em eletrodos modificados para aplicacdes como sensores quimicos. Dessa
forma, este trabalho de dissertacdo teve como objetivo sintetizar e caracterizar complexos
oxo-manganés contendo diferentes ligantes ([Mn'" (u-O)(salpn)l, e [Mn""V(u-
O)(phen);]2(ClO4)3) buscando caracteristicas estruturais, cinéticas e cataliticas semelhantes a
complexos biomimetizadores de centros ativos enzimaticos para posterior aplicacao
eletroanalitica no desenvolvimento de sensores biomiméticos e determinagdo de espécies de
interesse analitico. Primeiramente, os estudos com o complexo oxo-manganés-Schiff [Mn'" (p-
O)(salpn)], deram-se através da sintese do ligante precursor Salpn e do complexo. Estes por
sua vez foram caracterizados por microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de
absor¢ao na regido do UV-Visivel, Infravermelho e luminescéncia. Diferentes técnicas
eletroquimicas foram utilizadas a fim de investigar ¢ compreender qualitativamente o
comportamento eletroquimico do complexo [MnIV(,u—O)(salpn)]z em solucdo. A construcdo de
um eletrodo modificado baseado no [Mn' (u-O)(salpn)]>-Nafion™/Pt foi realizada, porém, os
estudos eletroquimicos ndo se mostraram promissores, devido a perda de sinal analitico por
consequéncia da baixa solubilidade do complexo na etapa de imobiliza¢dao. Por fim, a
atividade eletrocatalitica e biomimética do complexo [Mn" (¢-O)(salpn)], em solugdo frente a
reducdo de perdxido de hidrogénio pdde ser investigada com sucesso oportunizando
importantes parametros cinéticos relacionados a biomimetizagdo de centros ativos
enzimaticos das enzimas catalase contendo managanés. O complexo oxo-manganés-
fenantrolina [Mnm/lv(,u—O)(phen)z]z(ClO4)3 foi sintetizado e caracterizado por
espectrofotometria de absor¢cdo na regido do UV-Visivel. Posteriormente, o complexo
sintetizado foi utilizado na constru¢cdo de um eletrodo de pasta de carbono quimicamente
modificado. Estudos do comportamento eletroquimico do EPCM-[Mn"" Vu-
O)(phen),]2(ClO4); foram realizados e, através destes, pode-se avaliar e compreender os
processos € mecanismos relacionados ao material investigado, para que pudesse entdo ser
aplicado como sensor eletroquimico na determinag¢do de uma substincia utilizada no doping.
O sensor eletroquimico baseado no EPCM-[Mn"" YV (u-0)(phen);]2(Cl04); demonstrou
propriedades eletrocataliticas na eletrooxidag¢do de acetazolamida, permitindo a detec¢do de
baixos niveis e alta sensibilidade, além de caracteristicas biomiméticas, as quais foram
investigadas de acordo com o modelo de Michaelis-Menten. Por fim, a determinacdo de
acetazolamida pelo sensor biomimético foi avaliada em trés diferentes fluidos biologicos
sintéticos (plasma, saliva e urina) com interesse na aplicacdo em amostras reais. A andlise do
controle de doping por ACTZ pelo EPCM-[Mnm/w(,u-O)(phen)z]2(C104)3 em amostras de
urina real mostrou-se vidvel, sugerindo uma nova e promissora plataforma a ser utilizada
nestas analises.

Palavras-chave: Complexo oxo-manganés, Biomimetizador enzimatico, Eletrodo
modificado, Sensor biomimético, Sensor eletroquimico.



ABSTRACT

Multinucleate manganese complexes have gained notoriety due its ability to mimic the
mechanism of oxygen evolution complex of photosystem II, besides the great catalytic
importance with processes of electronic transfer of multistage. These properties of
multinucleated complexes make them interesting to study the electrochemical processes in
modified electrodes for applications such as chemical sensors. In this way, this dissertation
aimed to synthesize and characterize oxo-manganese complexes containing different ligands
(IMn" (u-O)(salpn)], and [Mn"™"(u-O)(phen),]»(Cl04)3) looking for structural, kinetic and
catalytic characteristics similar to biomimicking complexes of enzymatic active center for
subsequent electroanalytical application in the development of biomimetic sensors and
determining species of analytical interest. First, studies with oxo-manganese-Schiff complex
[Mn"(u-O)(salpn)], is given through the synthesis of the Salpn ligand and then of the
complex. These in turn were characterized with efficiency by scanning electron microscopy,
UV-Vis spectrophotometry, infrared spectroscopy and luminescence. Different
electrochemical techniques were used to investigate and qualitatively understand the
electrochemical behavior of [Mn" (u-O)(salpn)], complex in solution. The construction of a
modified electrode based on [Mn" (u-O)(salpn)]o-Nafion™/Pt was performed, however, the
electrochemical studies were not promising, due to loss of analytical signal as consequence of
the low solubility of complex in the immobilizing step. Finally, the electrocatalytic and
biomimicking activity of [Mn""(u-O)(salpn)]> complex in solution compared to the reduction
of hydrogen peroxide could successfully be investigated providing promising results in
biomimicking enzymatic active centers of the Mn-containing catalase enzyme. The oxo-
manganese-phenanthroline  complex [MnIH/IV(],t—O)(phen)z]2(C104)3 was efficiently
synthesized and characterized by absorption spectrophotometry in the UV-Visible region.
Subsequently, the synthesized complex was used in the construction of a chemically modified
carbon paste electrode. Studies of the electrochemical behavior of the CPEM-[Mn"™""(u-
O)(phen),]2(Cl04); were conducted and through these could be evaluated and understand the
processes and mechanisms related to the investigated material, so that it could then be applied
with an electrochemical sensor for the determination of a substance used in doping. The
electrochemical sensor based on CPEM-[Mn"" Y (u-0)(phen),]2(Cl04); shown electrocatalytic
properties in the electrooxidation of acetazolamide, allowing the detection of low and high
sensitivity, as well as biomimicking characteristics, which were investigated according to the
Michaelis-Menten model. Finally, the determination of acetazolamide at the biomimetic
sensor was evaluated in three different synthetic biological fluids (plasma, saliva and urine)
with an interest in application to real samples. The analysis of doping control for ACTZ by
CPEM-[Mn""" (1-0)(phen),]2(Cl04); in real urine samples revealed viable, suggesting a new
and promising platform to be used in these analysis.

Keywords: Oxo-manganese complex, Enzymatic biomimicking, Modified electrode,
Biomimetic sensor, Electrochemical sensor.
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1 INTRODUCAO

1.1 Eletrodos quimicamente modificados

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) ¢ definido, segundo a Divisao de
Quimica Analitica da [UPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, do inglés
International Union of Pure and Applied Chemistry), como eletrodo feito de um material
condutor ou semicondutor que ¢ recoberto com um filme monomolecular, polimolecular,
i6nico ou polimérico e apresenta por meio de reagdes faradaicas propriedades quimicas,
eletroquimicas e/ou Opticas referentes as espécies quimicas incorporadas [1].

O marco da utilizacdo desta denominacdo deu-se na década de 70 por Murray e
colaboradores, referindo-se a eletrodos com espécies quimicamente ativas imobilizadas sob
tais superficies eletrodicas [2]. Neste trabalho, Murray e seus colaboradores realizaram a
modificacdo quimica da superficie de eletrodos de SnO, via organosilanos e os resultados
obtidos demonstraram que as superficies de SnO, exibem uma reatividade para com
organosilanos muito analoga a de superficies de silica.

Além do controle do potencial do eletrodo a fim de obter uma fonte variavel de
energia [3], a modificacdo quimica de eletrodos visa pré-estabelecer e controlar a natureza
fisico-quimica da interface eletrodo-solucdo e impor e controlar sua reatividade e/ou
seletividade [4], propiciando estabilidade quimica e mecanica, reprodutibilidade de medicdes,
emprego de matrizes que permitem a imobilizagdo de uma ou mais espécies cataliticas, ampla
faixa dinamica de trabalho, correntes de fundo relativamente baixas e estaveis,
compatibilidade com meios organicos e aquosos, facilidade de preparacao, entre outros [5].

A construgdo de eletrodos quimicamente modificados constitui uma area em
constante desenvolvimento, por consequéncia, diferentes métodos de modificacdo da
superficie de eletrodos tém sido descritos na literatura. Os métodos mais comuns de
preparacdo dos eletrodos quimicamente modificados baseiam-se em:

a)  Adsor¢do ou quimisor¢do, que consiste na dissolu¢do do agente modificador
em um solvente apropriado e na exposi¢ao do eletrodo a esta solugdo [6];

b) Formagdo de compdsitos, onde simplesmente mistura-se o agente quimico
modificador com o material da matriz do eletrodo [7-9];

c) Formacdo de Liga¢do Covalente, no qual espécies ativas sdo utilizadas para
ligar covalentemente de uma a varias camadas monomoleculares do modificador quimico a

superficie do eletrodo [10-12] e;
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d) Recobrimento com filmes poliméricos, que se fundamentam em filmes
poliméricos condutores ou ndo condutores mantidos sob a superficie eletrdédica devido a
alguma combinagdo de quimisor¢do e baixa solubilidade na solugdo de contato ou por
ancoragem fisica em um eletrodo poroso [13-15].

O desenvolvimento de sensores baseados em eletrodos quimicamente modificados
vem sendo muito explorado durante as ultimas décadas, principalmente por ser uma area de
grande interesse em estudos eletroquimicos e eletroanaliticos. Além das caracteristicas ja
enunciadas, a versatilidade de modificagdes e a utilizagdo de modificadores eletroquimicos
propicia uma ampla aplica¢do desses materiais em analises de amostras ambientais, clinicas e

industriais.
1.1.1 Eletrodos com filmes poliméricos de troca-ionica

As técnicas que utilizam filmes poliméricos sdo baseadas na imobilizacdo de
monocamadas da espécie ativa, sendo estas compostas por polimeros com sitios
quimicamente ou eletroquimicamente ativos, condutores ou permeaveis ao eletrélito e a
espécie de interesse, na superficie eletrodica. Dentre os filmes poliméricos, os de troca-idnica
comegaram a ser utilizados na modificagdo de eletrodos no inicio dos anos 80 [16].

A utilizagao de ionomeros perfluorados e sulfonados ¢ uma das possibilidades de
formacao de filmes poliméricos. Um iondmero ¢ um polimero linear ou ramificado, com
grupos ionizaveis covalentemente ligados. Dentre os mais comuns, o Eastman AQ®, Nafion®
e Tosflex” sdo caracterizados por massas equivalentes elevadas ¢ um numero baixo de sitios
trocadores de ions interpostos entre longas cadeias organicas [16].

O Nafion® ¢ o copolimero de 4cido tetrafluoroetileno-perfluoro-3,6-dioxa-4-metil-7-
octanosulfonico (Figura 1) sintetizado por copolimerizacdo de tetrafluoretileno (TFE) e um
derivado de perfluor(alquil, vinil éter) com acido fluorsulfonico [17, 18]. Sua utilizagdo tem
sido amplamente explorada em industrias quimicas como membrana catalitica de troca i6nica
na fabricagdo de soda céustica [19] e como separador em células eletrocataliticas, eletrolito de
polimero solido em células combustiveis e baterias [20]. Além do mais, membranas de
Nafion® tém sido aplicadas na remocgio ions de metais alcalinos terrosos [21-23] e fons
metalicos em aguas residuais [17, 24].

Em eletroquimica e eletroanalitica, as membranas de Nafion® tém sido aplicadas na

construcdo e desenvolvimento de biossensores e sensores quimicos, devido suas propriedades
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como anti-incrustagdo, biocompatibilidade, estabilidade térmica, inércia quimica, resisténcia

mecanica [17, 25, 26].

Figura 1 - Representa¢do estrutural do polimero de troca-idnica Nafion”.

* CF, CF,
/
CF, FC *
A0 y
[ 0O—cF, N /CFz
FC/ CF, SO; Na ou H'
|
] CF3

z
Fonte: Autoria propria via software ACDLabs Freeware 2012.

1.1.2 Eletrodos compositos de pasta de carbono

Os compositos sdo basicamente formados pela juncdo de duas ou mais espécies de
natureza diferente e caracteristicas proprias, a fim de apresentar propriedades (fisicas,
quimicas ou bioldgicas) novas em relacdo as espécies separadas. Devido as caracteristicas
condutoras da pasta de carbono, seus compdsitos podem ser utilizados na construgdo de
eletrodos e aplicados a eletroquimica [27]. Dentre os materiais que mais se destacam no
preparo de compositos, aqueles a base de carbono sdo amplamente utilizados, devido a
formacao de fases condutoras ideais.

O eletrodo de pasta de carbono (EPC) tem sido utilizado desde 1958, quando Adams
[28] relatou sua tentativa de preparar um eletrodo gotejante de pasta de carbono renovéavel
para ser utilizado em potenciais mais positivos que o eletrodo de mercturio metalico. No
entanto, sua tentativa sem sucesso, devido a alta resisténcia causada pelo componente liquido
orgénico, oportunizou no desenvolvimento deste tipo de eletrodo.

Contrariamente aos eletrodos sélidos convencionais (carbono vitreo, platina, ouro,
etc), a construgdo dos eletrodos de pasta de carbono possibilita a modificagdo interna do
material. Além do mais, os eletrodos preparados a base de pasta de carbono oportunizam em
baixa corrente de fundo, baixo custo, baixo ruido, grande intervalo de potencial de trabalho,
facilidade de renovagao da superficie e versatilidade nas aplicagdes.

Em 1964, Kuwana e French [29] relataram pela primeira vez a utilizagdo de um

eletrodo de pasta de carbono modificado (EPCM). Neste trabalho, os autores ao utilizarem um
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composto organico como aglutinante notaram que esta modificacdo proporcionava ao eletrodo
caracteristicas eletroquimicas diferentes da pasta de carbono ndo modificada e semelhantes as
do material utilizado. A partir de entdo, diversos trabalhos relatando a modificagdo de pasta

de carbono para estudos eletroquimicos foram publicados.

1.2  Complexos multinucleados de manganés

O maior interesse em sintetizar complexos multinucleados de manganés deve-se,
além de mimetizar propriedades de enzimas que possuem manganés em sua composi¢cao
como cofator, como por exemplo, ligninase, Mn-catalase, Mn-peroxidase, Mn-ribonucledtido
redutase, Mn-superoxido dismutase, Mn-tiossulfato oxidase [30-34], ao seu grande potencial
eletrocatalitico na oxidacdo fotolitica de 4gua para produzir oxigénio pelo complexo de
evolucdo de oxigénio (OEC) do fotossistema II (PSII) durante a fotossintese [35-38].

Os centros cataliticos do fotossistema II, denominado complexo de evolu¢dao do
oxigénio, contém um complexo tetranuclear de manganés que interage com as proteinas que o
rodeiam [39]. Os nucleos de manganés do complexo de evolucdo do oxigénio sdo conectados
por pontes u-oxo e ligantes carboxilatos e/ou N-doadores, que completam entdo a esfera de
coordenacdo do ion metalico. Esta estrutura mencionada foi solucionada a partir de
experimentos espectroscopicos e estruturais, como cristalografia, e ainda evidencia que o
complexo de evolugdo do oxigénio envolve um ion célcio além dos nucleos de manganés
(quatro ions), que sdo oxidados via estados intermediarios chamados de estados-S. A ligagado
0-0 do oxigénio molecular ¢ formada entre os atomos de oxigénio ligados aos de manganés
mais oxidados, estado S4[40, 41].

Weatherburn e coautores relatam diversas possibilidades de obtencdo de complexos
de manganés com diferentes estados de oxidagdo e ligantes tendo propriedades estruturais
caracteristicas as evidenciadas para o complexo de evolucdo de oxigénio [42]. Ainda mais
com o avanco das técnicas de sintese e caracterizagdo, pesquisadores tém estudado
extensivamente complexos com um nimero varidvel de nucleos, estados de oxidagdo, ligantes
e pontes u-O, que sejam capazes de mimetizar o sitio ativo do PSII e, por consequéncia,
promover a compreensao de alguns aspectos da enzima nativa. Além do mais, o estudo de
modelos para os sistemas bioldgicos oportuniza em um controle reacional, eliminagdo dos
processos de extracdo e purificacio de produtos naturais, simplificagdo do sistema e

diminui¢do da agdo de contaminantes naturais [43].
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Em outra vertente, o estudo eletroquimico de complexos multinucleados de
manganés tém recebido importantes contribuigdes por estes apresentarem processos de
transferéncia eletronica de multietapas, que resultam em boa estabilidade para altos estados de
oxidagdo, e capacidade de troca de cargas entre ions manganés [44]. Sendo assim, varios
complexos desenvolvidos tém sido aplicados como catalisadores e eletrocatalisadores para a
oxidacdo de agua [36, 45], alcoois [46, 47] e outros compostos organicos [48-51].

Melvin Calvin (1974) foi o pioneiro no estudo de complexos binucleares de
manganés com atividade fotolitica [52, 53]. A partir de entdo, muitos materiais tém sido
sintetizados. Com base nisto, os complexos binucleares oxo-manganés podem ser divididos
dentro de quatro grandes categorias: (a) di-p-oxo, (b) di-p-oxo p-carboxylato, (c) p-oxo di-p-

carboxylato e (d) tri-p-oxo, como representado na Figura 2.

Figura 2 - Estruturas dos complexos binucleares oxo-manganés de alta valéncia do tipo a) di-p-oxo, b) di-p-oxo
p-carboxylato, ¢) p-oxo di-p-carboxylato e d) tri-p-oxo.
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Fonte: Autoria propria via software ACDLabs Freeware 2012.

Os complexos binucleares oxo-manganés de alta valéncia requerem consideravel

atencao por visarem principalmente a modelagem de sitios ativos de metaloenzimas [36, 42].

1.3  Bases de Schiff

Dentre a ampla gama de modificadores quimicos, as bases de Schiff constituem uma
importante classe de compostos com grandes potencialidades. As bases de Schiff foram
reportadas inicialmente por Hugo Schiff em 1864 [54] e sdo denominados como compostos
com um grupo funcional que contenha uma dupla ligagdo carbono-nitrogénio com o atomo de
nitrogénio conectado a um grupo arila ou alquila, sendo representados pela forma genérica
R3R,C=NR, onde os substituintes R, ¢ R3 podem ser um grupo alquila, arila, heteroarila ou

até mesmo hidrogénio [55].
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Estes compostos constituem uma classe de ligantes muito eficientes, devido a
capacidade de coordenacdo bi, tri, tetra, penta ou polidentado, de acordo com as
caracteristicas de cada ligante, e pela possibilidade de um segundo grupo funcional préximo a
fun¢do imina, geralmente um grupo hidroxila, o qual permite a formagao de quelatos quando
coordenados com cations metalicos.

A sintese de complexos metalicos de bases de Schiff tem sido realizada e estudada
desde o século XIX. Os complexos metalicos derivados de bases de Schiff tetradentadas sao
extensivamente conhecidos por formar diversos compostos estaveis com metais de transi¢ao
em uma variedade de estados de oxidagdo, onde a coordenagdo se da através do conjunto de
doadores N,O,. Dentre as diversas aplicagdes, os complexos metalicos com bases de Schiff
tém atraido atencdo devido a notavel atividade antibacteriana [56, 57], antifungica [58] e
antitumoral [59, 60], além de suas utilizacdes como catalisadores em sintese organica [61-64],
eletrocatalisadores [65, 66] e cristais liquidos [67].

Em Quimica Bioldgica, o interesse em bases de Schiff deve-se a sua atuacdo como
importantes intermediarios em uma série de reagdes enzimaticas que envolvem a interagao de
enzimas com um grupo amino ou carbonil de um substrato. J4 em Quimica Bioinorgénica, o
interesse em complexos metalicos de bases de Schiff deriva da sua capacidade de fornecer
modelos sintéticos para sitios ativos contendo metais em metaloproteinas. Dessa forma, as
bases de Schiff e seus complexos metalicos exibem uma variedade de aplicacdes em diferentes
areas da ciéncia.

Entre os diversos complexos de manganés-Schiff com envolvimento no PSII [68-70]
e aplicagcdo em bioinorganica e catalise [71-73], o complexo bis(u-oxo)dimanganés(IV)-N,N -
bis(salicilideno)-1,3-diaminopropano tem sido reportado por assemelhar-se estruturalmente
com uma parte do complexo de evolugdo de oxigénio.

Em 1991, o Grupo de Pesquisa de Pecoraro' desenvolveu dentro do Projeto
Manganés, que tinha por objetivo entender o papel de manganés em sistemas biologicos de
forma mais completa, estudos com o complexo [Mn'" (n-O)(salpn)],. Os estudos reportados
evidenciaram que o complexo ¢ um mimetizador catalase muito eficiente e disproporcionador
catalitico de peroxido de hidrogénio [74]. Outro aspecto importante do presente sistema ¢ a
capacidade de protonar as oxo-pontes do complexo e, consequentemente, testar as alteragcdes

nas propriedades fisicas do mesmo.

! “The Pecoraro Group” é coordenado pelo Dr. Vincent Pecoraro na Universidade de Michigan e suas pesquisas
estdo focadas em Quimica Inorgénica e Bioinorganica.
(http://www.umich.edu/~vlpecgrp/index.html)
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1.4  Doping

Em todos os Jogos Olimpicos lembra-se do valor da competi¢do internacional do
esporte como um meio de promo¢dao da paz e compreensdo mutua a nivel mundial.
Infelizmente, lembra-se também que ha atletas que sacrificardo suas carrerias e violardo a
confianca de seus compatriotas pelo uso de substancias que melhoram o desempenho para
dar-lhes uma vantagem competitiva.

A pratica de aumentar o desempenho atlético utilizando substancias “estranhas” ¢
conhecida desde os primeiros Jogos Olimpicos. No entanto, apenas em 1967, o Comité
Olimpico Internacional (COI) estabeleceu uma Comissdo Meédica responsavel pelo
desenvolvimento de uma lista de substancias e métodos proibidos [75].

O advento do uso de substancias que melhoram o desempenho de atletas, seja como
“drogas” ou compostos altamente purificados e potentes, acabou resultando na triagem
sistematica para detectar ¢ impedir o uso de tais substiancias, comumente referido como
“doping”.

Em 1999, durante a Conferéncia Mundial sobre Doping no Esporte, criou-se a
Agéncia Mundial Antidoping (World Anti-Doping Agency — WADA)?, com base em
representacao paritaria do movimento olimpico e autoridades publicas almejando harmonizar
o cddigo olimpico antidoping e desenvolver um unico codigo aplicavel e aceitavel para todas
as partes interessadas [75].

Atualizada frequentemente, a lista de substincias e métodos ¢ supervisionada pela
Agéncia Mundial Antidoping e inclui atualmente [76, 77]:

J Trés métodos proibidos (melhoria da transferéncia de oxigénio, manipulagdo
fisica ou quimica de amostras e doping genético);

. Quatro categorias de substancias proibidas durante a competicao (estimulantes,
narcdéticos, canabindides e corticoides) e,

. Cinco categorias de substancias proibidas em todos os tempos (agentes
anabolizantes, hormdnios e substincias relacionadas, beta-agonistas, agentes antiestrogénicos,
e diuréticos e outros agentes mascarantes).

Os testes de controle de doping ou exames antidoping sdo realizados por meio da

analise da urina, sangue, etc, dos trés primeiros colocados de provas individuais e alguns

* Site oficial da Agéncia Mundial Antidoping: https:/www.wada-ama.org/
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atletas de equipes coletivas indicados por sorteio, ou ainda, a convocagdo de outros atletas sob
suspeita. O material a ser analisado ¢ colhido separadamente em dois frascos (prova e
contraprova), numerado e enviado para um laboratorio de analises.

Todas as amostras sdo analisadas exclusivamente por laboratorios credenciados pela
WADA (32 laboratérios em todo o mundo, sendo apenas um na América do Sul — Colombia)
[78], os quais sdo obrigados a seguir as normas internacionais do Codigo Mundial
Antidoping. Os métodos analiticos requeridos baseiam-se em [79]:

o Analisador hematolégico e citdmetro para pardmetros hematoldgicos e para
deteccao de transfusao de sangue;

o Cromatografia gasosa com combustdo e espectrometria de massas de razdo
isotOpica para distingdo de esterdides endogenos e exdgenos.

o Cromatografia gasosa com espectrometria de massas e espectrometria de
massas em tandem para detec¢do de betabloqueadores, diuréticos, esteroides, estimulantes,
narcoticos, etc.

. Cromatografia liquida com deteccao via UV-Vis ou espectrometria de massas e
espectrometria de massas tandem para diuréticos, estimulantes, glicocorticoides, narcoticos,
etc.

o Ensaio fluométrico para detectar hormonios peptidicos;

o Ensaios imonuluminométrico para distingdo pituitdria e hormodnio de
crescimento recombinante;

. Focalizagao isoelétrica para anélise de eritropoietina.

O resultado das andlises, em envelope lacrado, ¢ enviado ao presidente do Comité
Antidoping do COI, o qual ¢ o unico a ter a relagdo dos nimeros das amostras com os nomes
dos atletas. Sendo algum resultado positivo, o presidente encaminha ao laboratorio o pedido
para que a contraprova seja examinada e todo o processo se repete. Caso a contraprova
confirme o resultado positivo, o nome do atleta ¢ divulgado e puni¢des sdo efetuadas

imediatamente.

1.4.1 Deteccao de substancias usadas no doping: Acetazolamida

A acetazolamida (ACTZ), N-[5-(Aminosulfonil)-1,3,4-tiadiazol-2-il]acetamida

(Figura 3), ¢ um inibidor da enzima anidrase carbdnica usada clinicamente no tratamento de

glaucoma [80]. Também, ¢ utilizado sozinho ou em associagdo com medicamentos
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antiepiléticos para o tratamento de varias formas de epilepsia [81] e ainda, como fArmaco para
a profilaxia de doencas da altitude [82], hipertensdo intracraniana idiopatica [83], cistinuria,
paralisia periddica [84], apnéia do sono central [85] e ectasia dural. De acordo com a lista de
medicamentos essenciais da Organizacdo Mundial de Satde, a acetazolamida ou Diamox®
(Genom) como ¢ vendido comercialmente, ¢ um dos medicamentos necessarios no sistema

basico de saude.

Figura 3 - Representacao estrutural do N-[5-(Aminosulfonil)-1,3,4-tiadiazol-2-ilJacetamida (ACTZ).
H3CYO o
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Fonte: Autoria propria via software ACDLabs Freeware 2012.

O mecanismo de a¢do da ACTZ baseia-se na inibi¢do da enzima anidrase carbdnica,
reduzindo a concentragdo de protons na medula renal e, consequentemente evitando a
reabsor¢ao de sodio, devido ao trocador de protons por sodio localizado no tibulo proximal
do néfron. Sua farmacocinética, absor¢ao da droga, ¢ rapida e atinge picos de concentragao no
plasma em aproximadamente 1-3 horas ap6s a administracdo oral. Além do mais, cerca de
80% do medicamento ¢ excretado pela secrecao tubular das espécies anionicas [86].

A Agéncia Mundial Antidoping classifica a ACTZ como uma substancia proibida
dentro e fora de competi¢do [77], j4 que por agir como um diurético pode ser considerada
como um agente “ocultador ou camuflador” de drogas ilegais especificas procuradas nos
testes de doping. Os diuréticos podem ser ponderados como agentes “camufladores”, devido a
dilui¢do da urina, que resulta em niveis inferiores da substancia banida segregada pelo corpo.

Dentre os casos de doping, em 2010 a fundista brasileira Maria Zeferina Baldaia foi
advertida pela Comissdo Disciplinar Nacional, primeira instancia da Justica Desportiva da
Confederagdo Brasileira de Atletismo, apods ter sido flagrada em exame antidoping para a
substancia ACTZ.

Dessa forma, muitas técnicas de detec¢do de ACTZ em amostras bioldgicas tém sido
desenvolvidas: biossensores Opticos de matriz sol-gel [87], cromatografia gasosa com detector
por captura de elétrons [88], cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) [89-92], ensaios

enzimaticos [93], polarografia [94] e sensores eletroquimicos [95-97].
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O método mais utilizado na andlise de diuréticos, e por consequéncia na detecg¢ao de
ACTZ, baseia-se na utilizacdo de técnicas cromatograficas. Dentre os relatos, Park e
colaboradores [98] realizaram uma anélise sistematica de substancias proibidas nos exames
antidoping, entre elas a ACTZ, por HPLC e a validagdo dos resultados obtidos por
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa seguido por metilagdo, no qual
obtiveram um intervalo linear de 0,2 a 20,0 pg/mL com a curva de calibracdo e um limite de
deteccao de 0,2 pg/mL em amostras de urina.

O primeiro trabalho envolvendo a utilizacao de sensores eletroquimicos na deteccao
e quantificacdo de ACTZ foi relatado em 2010 por Khodadadian e Ahmadi [95]. Neste, trés
polimeros molecularmente impressos foram projetados computacionalmente e entdo
sintetizados para determinacdao seletiva em plasma humano, sendo obtidos os melhores
resultados para a acrilamida. Aplicando a técnica de voltametria de pulso diferencial foram
obtidos um limite de quantificagdo equivalente a 9,00 x 10”7 mol L e um limite de detec¢io
de 2,70 x 107 mol L™,

O trabalho mais recente (2012) foi reportado por Shakibaian e Parvin [97], o qual
investigou a eletrorreducdo de ACTZ utilizando um eletrodo de pasta de grafeno aplicando a
técnica voltametria de pulso diferencial, tendo obtido um limite de quantificacdo e detecgdo
de 7,30 x 10° mol L' ¢ 2,20 x 10° mol L™, respectivamente. Ademais, a aplicabilidade do
método proposto foi demonstrada pela analise de amostras reais de dois fluidos biologicos,

soro e urina humana.

1.5  Sensores eletroquimicos

A maioria dos métodos utilizados para determinacdo de substancias proibidas e seus
metabolitos em amostras de urina de atletas em competi¢cdes requer varias e demoradas etapas
de manipulacdo, instrumentos sofisticados e treinamento especial. Por exemplo, geralmente as
analises sdo realizadas utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa,
uma técnica que, embora extremamente eficaz, requer um grande pré-tratamento da urina,
incluindo etapas de extra¢do solido-liquido ou liquido-liquido, hidrdlise enzimadtica ou
quimica, pré-concentragdo e derivatizagdo. Dessa forma, o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos surge como uma promissora alternativa.

Os sensores eletroquimicos sdo classificados como dispositivos capazes de fornecer
informagdes do ambiente que estdo inseridos por meio das propriedades redox do sistema [99-

101]. Durante o desenvolvimento destes sensores, busca-se a obtencao de eletrodos que
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oportunizem em maior sensibilidade, seletividade e maiores taxas de transferéncia eletronica
com relagdo a outros métodos ou aos eletrodos convencionais ndo modificados.

Complementarmente, aplicado ao controle de doping, as técnicas eletroanaliticas
apresentam diversas vantagens em relacao a outras técnicas, entre elas pode-se destacar a alta
sensibilidade, baixo custo, capacidade de portabilidade, diminui¢do do uso de reagentes e
residuos poluentes, resposta rapida, simplicidade nas operacdes de determinagdes e
possibilidade de anélise in situ, sendo entdo uma alternativa mais econdmica para analises
preliminares do doping por substancias ou métodos [102, 103].

Dessa forma, muitos sensores com interesse analitico no controle de doping tém sido
desenvolvidos. Entre eles, sensores para antagonistas beta [104, 105], diuréticos [106, 107],
estimuladores, como a norepinefrina [108, 109], e esteroides [110]. Recentemente, Moura e
colaboradores estudaram a oxidagao voltamétrica de testosterona (4-androsten-17f3-ol-3-one),
um dos esteroides mais utilizados, empregando um eletrodo de carbono vitreo modificado

com 6xido de cobalto, obtendo um limite de detec¢ao 0,16 uM [111].

1.6 Sensores biomiméticos

A Quimica Bioinorgénica vem crescendo rapidamente nas ultimas duas décadas e,
consequentemente, suas descobertas e pesquisas tém trazido notoriedade a Ciéncia. Prova
disso ¢ o crescente nimero de artigos que mencionam a necessidade de ions metalicos em
sistemas bioldgicos, assim como a presenga de metais ndo essenciais incorporados na biologia
humana para os diagnodsticos de doengas e no tratamento das mesmas sob a acao de farmacos
[112].

Simultaneamente, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos baseados na
utilizacdo de andlogos sintéticos de materiais bioldgicos, os compostos biomiméticos, vem
sendo estudados devido sua melhoria de seletividade e sensibilidade, assim como as
vantagens de simplificacdo do sistema, controle das condigdes de reagdo, diminui¢do de
espécies interferentes presentes em amostras naturais e eliminagdo dos processos de extragao
e purificacdo de enzimas naturais [113].

Dentre os compostos mais utilizados, pode-se mencionar: as ciclodextrinas
modificadas [114, 115], que imitam sitios de ligacdo enzimatica; as monocamadas
moleculares [116-118], que mimetizam membranas celulares; os polimeros impressos [119-
123], que imitam receptores naturais, como anticorpos; € os complexos metalicos, os quais

mimetizam sitios ativos enzimaticos. Sendo assim, a constru¢do de um sensor biomimético ¢é
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promissora na area de desenvolvimento de procedimentos analiticos para determinagao de
diferentes espécies.

Por mimetizarem diferentes sitios ativos enzimaticos [30-34], os complexos de
manganés tornam-se atrativos no desenvolvimento de sensores biomiméticos, como por
exemplo, a construgdo de um sensor amperométrico para compostos fenodlicos empregando
um eletrodo de pasta de carbono modificado com ftalocianina de manganés e histidina,
biomimetizador das enzimas f-monooxigenase, peroxidase e tyrosinase [124], um sensor
eletroquimico  baseado no complexo  binuclear [Mn""Mn"(Ldtb)(n-OAc),]BPhy,
biomimetizador da enzima peroxidase, imobilizado em pasta de carbono para determinacao
de rutina [125], e recentemente, a utilizagdo do complexo dinuclear oxo-manganés-
fenantrolina incorporado em Nafion® sobre um eletrodo de carbono vitreo na determinagio de
diferentes espécies, sulfito e nitrito, e suas propriedades cataliticas na biomimetizagao das
enzimas sulfito e nitrito oxidase [126, 127], respectivamente.

Na literatura ha também relatos com a utilizacdo de complexos de cobre(Il) no
desenvolvimento de sensores biomiméticos para determinac¢ao de catecolaminas (dopamina,
levodopa, epinefrina e noraepinefrina) [128, 129], fenol [130, 131], ascorbato [132], sulfito
[133], entre outros [134-139], complexos contendo ferro(Il) aplicados a andlise de captopril
[140], paracteamol [141] e compostos fendlicos [142], entre outros complexos [143-145].
Sendo que, alguns destes apresentaram melhor e/ou comparavel sensibilidade, seletividade e
estabilidade quanto a sensores que utilizam componente bioldgico.

Quanto a utilizacdo de complexos biomiméticos na determinagdo de susbstancias
consideradas proibidas no doping, recentemente, Ruy, Figueira e Taboada-Sotomayor [146]
desenvolveram um sensor biomimético baseado no eletrodo de pasta de carbono modificado
com complexo cobre(I)-ftalocianina (catalisador biomimético da enzima P450) para
quantificagdo do diurético bumetanida. O sensor apresentou uma resposta linear entre 9,90 x
107 e 8,30 x 10° mol L™ e limites de deteccao e quantificagdo de 2,70 x 107 e 9,00 x 107

-1 .
mol L, respectivamente.
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2 OBJETIVOS GERAIS

Objetivou-se com este trabalho de dissertagdo sintetizar e caracterizar complexos
oxo-manganés contendo diferentes ligantes buscando caracteristicas estruturais, cinéticas e
cataliticas semelhantes a complexos biomimetizadores de centros ativos enzimaticos para
posterior aplicagdo eletroanalitica no desenvolvimento de sensores biomiméticos e

determinagdo de espécies de interesse analitico.
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3 SINTESE, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ELETROCATALITICA DO
COMPLEXO METALICO-SCHIFF BIS(u-OXO)DIMANGANES(IV)-N,N’-
BIS(SALICILIDENO)-1,3-DIAMINOPROPANO

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho basearam-se em:

v’ Sintetizar o ligante precursor N,N -bis(salicilideno)-1,3-diaminopropano
(Salpn);

v' Sintetizar o  complexo  metdlico  bis(u-0xo)dimanganés(IV)-N,N -
bis(salicilideno)-1,3-diaminopropano ([Mn" (n-O)(salpn)]»);

v' Caracterizar o ligante e o complexo sintetizado por Espectroscopia na regido
do Ultravioleta-Visivel e Infravermelho, Espectroscopia de Luminescéncia e Microscopia
Eletronica de Varredura;

v' Caracterizar eletroquimicamente o complexo [Mnlv(u—O)(salpn)]z em solucao;

v' Preparar 0 eletrodo quimicamente modificado [an(u—
O)(salpn)]o/Nafion®/CV;

v' Estudar o comportamento eletroquimico do eletrodo de carbono vitreo
modificado com complexo [Mn" (u-O)(salpn)], imobilizado com Nafion®;

v" Investigar a atividade eletrocatalitica do complexo [Mnlv(p—O)(salpn)]z em

solucdo frente a H,0,.

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados nos experimentos, assim como suas formulas moleculares,

procedéncia e pureza analitica encontram-se na Tabela 1.



Tabela 1 - Reagentes utilizados nos experimentos.
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Reagente Formula molecular Procedéncia Pureza (%)
1,3- .
NH,(CH;);NH; Aldrich >99,0
propanodiamina
2-hidroxi- .
2-(OH)C¢H4CHO Aldrich >98,0
benzaldeido
Acetato de . )
Mn(CH3;C0OO),.4H,0 Sigma-Aldrich >99.0
manganés(II)
Acido sulfirico H,SO, Synth >95,0
Diclorometano CH,Cl, Vetec >99,5
Etanol CH;CH,OH Aldrich >99,8
Metanol CH;0OH Sigma-Aldrich >99,8
Nafion® - Sigma-Aldrich —
Nitrogénio Nog) White Martins >99.9
Oxido de aluminio Al,O5 Aldrich -
Perclorato de ) .
(CH;3;CH,CH,CH,)4N(ClO4) Sigma-Aldrich >99.0
tetrabutilaménio
Permanganato de
KMnOy4 Synth 100%
potassio
Peroxido de
HyO; Cinética -

hidrogénio

3.2.1.1 Reagentes utilizados nas sinteses

Para a sintese do ligante Salpn foram utilizados 2-hidroxi-benzaldeido, 1,3-

propanodiamina e metanol. A sintese do complexo [Mn'" (u-O)(salpn)], foi realizada

utilizando acetato de manganés(Il), hidroxido de sédio, perdéxido de hidrogénio e metanol.

3.2.1.2 Reagentes utilizados nas medidas de caracterizacio

Na caracterizagio do ligante Salpn e do complexo [Mn" (u-O)(salpn)], por

Espectroscopia na Regido do UV-Visivel e de Luminescéncia utilizou-se etanol anidro como

solvente. Na caracterizagdo dos mesmos por Espectroscopia na Regido do Infravermelho
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(FTIR) utilizou-se brometo de potassio para preparo das amostras. Por fim, a caracterizagao
eletroquimica do complexo [Mn'"(u-O)(salpn)], em solugio deu-se com a utilizagdo de

diclorometano como solvente e perclorato de tetrabutilamdnio como eletrélito suporte.
3.2.1.3 Reagentes utilizados na modificacdo dos eletrodos

Para a modificagdo e imobilizacdo do complexo sobre a superficie do eletrodo de
trabalho foi utilizado Nafion® 5% "/, (acido tetrafluoroetileno-perfluoro-3,6-dioxa-4-metil-7-

octanosulfonico) e etanol anidro.

3.2.1.4 Reagentes utilizados na investigacdo eletroquimica de peréxido de hidrogénio

com o0 complexo [MnIV(u-O)(salpn)]z

A investigacdo da atividade eletrocatalitica do complexo [Mnlv(p—O)(salpn)]z em
solugdo frente a peréxido de hidrogénio deu-se utilizando peroxido de hidrogénio (30 /) e

diclorometano, como solvente.
3.2.2 Solucoes
3.2.2.1 Solugdes utilizadas nas medidas de caracterizacio

Os espectros de absorgdo foram obtidos para solugdes de 1,0 x 107 mol L™ do
ligante e do complexo diluidos em etanol. Os espectros de emissao do ligante Salpn e do
complexo [Mn" (u-O)(salpn)], foram obtidos para solugdes de 1,0 x 10°, 1,0 x 10°, 1,0 x
107 ¢ 1,0 x 10°®* mol L dos mesmos diluidos em etanol a temperatura ambiente. Os estudos
eletroquimicos do complexo [Mn" (u-O)(salpn)], foram realizados em solugdo de 20 mL
diclorometano contendo 0,1 mol L de perclorato de tetrabutilaménio como eletrolito de
suporte e 1,0 mmol L' do complexo diluido. Antes dos experimentos Ny foi borbulhado por

15 minutos.
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3.2.2.2 Solucdo utilizada na investigacio eletroquimica de peréxido de hidrogénio com o

complexo [MnIV(u-O)(salpn)]z

Para a investigacdo da atividade eletrocatalitica do complexo [Mn" (u-O)(salpn)],
frente a peroxido de hidrogénio utilizou-se uma solugdo estoque de H,O, 1,0 x 10~ mol L™

em diclorometano contendo 0,1 mol L™ de perclorato de tetrabutilaménio.

3.2.3 Sinteses

3.2.3.1 Sintese do ligante precursor: N,N’-bis(salicilideno)-1,3-diaminopropano (Salpn)

A sintese do ligante Salpn foi realizada de acordo com os procedimentos descritos na
literatura [147, 148]. Inicialmente foram preparadas solugdes de 10,0 mmol de 2-hidroxi-
benzaldeido em 100 mL de metanol e 5,0 mmol de 1,3-propanodiamina em 50 mL de
metanol. A solucdo de 1,3-propanodiamina foi adicionada lentamente (gota a gota) a solugao
de 2-hidroxi-benzaldeido sob agitacdo constante e atmosfera de nitrogénio. Apos total mistura
das solucdes, o sistema foi mantido em refluxo com aquecimento (40° C) por 3 horas.
Decorrido este tempo, a mistura reacional contendo o sélido amarelo foi resfriada, filtrada e

lavada com metanol e por fim, o s6lido foi recristalizado em metanol.

Figura 4 - Representacdo estrutural do ligante N, N -bis(salicilideno)-1,3-diaminopropano.
—N N—

OH HO

Fonte: Autoria propria via software ACDLabs Freeware 2012.

3.2.3.2 Sintese do complexo metalico: Bis(u-oxo)dimanganés(IV)-N,N’-bis(salicilideno)-

1,3-diaminopropano ([Mn" (u-O)(salpn)|,)

A sintese do complexo metalico [Mn""(u-O)(salpn)], foi efetuada com adaptagdes de
procedimentos reportados na literatura [149]. O ligante salpn (1,81 g, 5,0 mmol) foi
dissolvido em 100 mL de metanol, sem a exclusdo de oxigénio e agua. Em seguida,

adicionaram-se 2 equivalentes de NaOH e a solu¢do amarela resultante foi aquecida (40 °C) e
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agitada até a base dissolver-se completamente. Uma massa de Mn(CH;CO0),.4H,0 (1,22 g,
5,0 mmol) foi dissolvida em 25 mL de metanol, seguido pela adi¢do de H,O, 30% até a
solucdo tornar-se marrom escura. Por fim, a solucdo contendo os ions manganés foi
adicionada lentamente a solu¢do contendo o ligante e entdo agitada por 4 horas. O sélido

marrom escuro formado foi filtrado, lavado e entdo recristalizado com metanol.

Figura 5 - Representacdo estrutural do complexo bis(u-oxo)dimanganés(IV)-N,N -bis(salicilideno)-1,3-
diaminopropano.
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Fonte: Autoria propria via software ACDLabs Freeware 2012.

3.2.4 Caracterizacio do ligante Salpn e do complexo [Mn" (n-O)(salpn)), sintetizados

3.2.4.1 Caracteriza¢cao morfologica por Microscopia Eletronica de Varredura

O ligante Salpn e o complexo metalico [Mn" (n-O)(salpn)], sintetizados foram
caracterizados morfologicamente em um Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) Carl
Zeiss modelo EVO LS15 equipado com detector de elétrons secundarios (SE) em alto vacuo e

temperatura constante.

3.2.4.2 Caracteriza¢io por Espectroscopia na Regido do UV-Visivel, Infravermelho e de

Luminescéncia

As medidas de absorbancias foram realizadas em um Espectrofotometro UV-Visivel
(PerKinelmer), utilizando cubetas de quartzo de um centimetro de caminho Optico. Os
espectros foram obtidos para solu¢des de 1,0 x 107 mol L' do ligante e do complexo diluido

em etanol empregando um intervalo de analise de 300 a 700 nm.
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A caracterizagdo dos compostos na regido do infravermelho foi realizada em um
espectrofotometro com transformada de Fourier (Shimadzu, IRAffnity-1) utilizando um
intervalo espectral de 4000 cm™ a 400 cm™, com resolu¢do de 4 cm™ e 100 scans. As
amostras foram diluidas em KBr na propor¢ao de 1:100 (Amostra:KBr).

As medidas de luminescéncia foram realizadas em um espectrofluorimetro
(PerKinelmer LS55) equipado com lampada de xendnio pulsante de 9,9 watt de poténcia com
indicador de tempo de deterioragdo/decaimento e detec¢ao via fotomultiplicadora R928 PMT
disponivel para toda escala e sincronicidade de varredura com comprimento de onda
constante ou de diferenca de frequéncia incluida, utilizando cubetas de quartzo de um
centimetro de caminho Optico. Os espectros foram obtidos para solugdes em diferentes
concentragdes do ligante e do complexo em metanol a temperatura ambiente com excitagdo
fixa em 277 nm, fenda de excita¢dao e de emissdao de 10 nm e filtro de interrupgao de 290 nm.
Os espectros de excitagdo foram corrigidos automaticamente e os de emissao a partir de curva

de calibragdo interna referente a fotomultiplicadora.

3.2.4.3 Caracterizacio Eletroquimica do complexo [Mn"" (u-O)(salpn)], em solugio

Para a caracterizag@o eletroquimica foram utilizados 20 mL de diclorometano com
0,1 mol L de perclorato de tetrabutilaménio (PTBA), como eletrélito de suporte, contendo
1,0 mmol L' do complexo dissolvido. Borbulhou-se nitrogénio por 15 minutos antes da
realizagdo das medidas eletroquimicas e durante as mesmas uma atmosfera de Ny, foi

mantida.

3.2.5 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram efetuadas empregando um
potenciostato/galvanostato  p-Autolab Type III (Eco Chimie) conectado a um
microcomputador, gerenciado pelo software GPES 4.9.7., em uma célula eletroquimica
convencional contendo trés eletrodos: eletrodo de fio de platina como eletrodo auxiliar,
eletrodo de calomelano saturado (ECS) como eletrodo de referéncia e eletrodo de carbono
vitreo (para caracterizagdo eletroquimica do complexo em solucdo) e platina (para a
modificacdo e estudo do eletrodo modificado) como eletrodo de trabalho (ambos com area =

0,071 cm?).
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Figura 6 - Representacdo esquematica da célula eletroquimica com trés eletrodos. ER = eletrodo de referéncia,
ET = eletrodo de trabalho e EA = eletrodo auxiliar.

ER ET

Fonte: Autoria propria.

3.2.5.1 Limpeza dos eletrodos

Antes do uso, os eletrodos de trabalho foram submetidos a procedimentos de
limpeza, sendo que, para o eletrodo de carbono vitreo as seguintes etapas foram realizadas: 1?
etapa — O eletrodo foi imerso em solugdo de detergente Micro-90® por 30 minutos, para
remocdo de materiais contaminantes, logo apos lavado com 4gua deionizada em abundancia;
2* etapa — Polimento com solucdo de abrasivo e lavagem com 4gua deionizada em
abundancia; 3% etapa — Polimento com suspensao de alumina (<50 nm) e lavagem com agua
deionizada em abundancia; 4 etapa — Por fim, polimento com algodao umedecido em etanol
absoluto, seguido por uma lavagem com agua deionizada e secagem com Nj). J4 para o
eletrodo de platina, os procedimentos adotados foram: 1* etapa — O eletrodo foi imerso em
uma solucdo de permanganato de potassio por 24 horas, para oxidacdo de possiveis
contaminantes; logo apo6s foi lavado com agua deionizada em abundancia; 2* etapa — O
eletrodo foi imerso por 10 segundos em solugdo piranha (1:1 Y/, peroxido de hidrogénio e
acido sulfurico) e lavado com agua deionizada em abundancia, por trés vezes. 3 etapa —
Polimento com solucdo de abrasivo e lavagem com agua deionizada em abundancia; 4* etapa -
Polimento com solucdo de alumina (<50 nm) e lavagem com agua deionizada em abundancia;
5* etapa — Por fim, polimento com algoddao umedecido em etanol absoluto, seguido por uma

lavagem com 4agua deionizada e secagem com No(g).
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3.2.5.2 Modificacio do eletrodo de trabalho

Primeiramente, uma solugdo contendo 1,5 mg (2,0 pmol) do complexo [Mn' (p-
O)(salpn)], diluido em 500 pL de Nafion® e 1000 pL de etanol absoluto foi preparada. Esta
solugdo foi submetida a agitagdo em ultrasonicador por 15 minutos. A seguir, a modifica¢ao
do eletrodo de trabalho (eletrodo de platina) deu-se pela deposi¢do de 5 pL desta solugdo sob
a superficie do eletrodo de trabalho pelo método “casting”. O eletrodo foi mantido em
dessecador por 4 horas até a completa evaporagcdo do solvente e imobilizagdo do material
eletroativo. Finalmente, o eletrodo modificado foi lavado com &gua deionizada, seco a

temperatura ambiente e submetido a medidas eletroquimicas.

Figura 7 - Representacdo esquematica da construcio do eletrodo modificado [Mnlv(u-O)(salpn)]Z—Naﬁ0n®/Pt.

ﬁ Camada do complexo [Mn™(p-O)(salpn)], em Nafion*/EtOH

Disco de platina

Fonte: Autoria propria.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1 Sintese do ligante Salpn

O mecanismo de sintese de bases de Schiff baseia-se na adi¢ao nucleofilica de aminas
compostos carbonilicos, como aldeidos ou cetonas, sob condi¢des de refluxo, propiciando a
formagdo de um intermediario carbinolamina, seguido por uma desidratacdo para geragdo de
um composto com ligagdes imina [150]. Dessa forma, a sintese da base de Schiff Salpn ocorre
por um mecanismo de adi¢do de 1,3-propanodiamina a 2-hidroxi-benzaldeido, onde a
primeira etapa desta reacdo ocorre através do ataque nucleofilico do nitrogénio de 1,3-
propanodiamina a carbonila de 2-hidroxi-benzaldeido, resultando em um intermediério

instavel. Apos a eliminagdo do grupo hidroxila ha a formagdo da ligagdo imina (C=N) e a
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outra amina restante de 1,3-propanodiamina ataca a carbonila de uma nova molécula de 2-
hidroxi-benzaldeido, acontecendo entdo etapas de eliminacdo da hidroxila e abstragdo do
préton, similares as que ocorrem nas etapas anteriores (Figura 8). De acordo com esta sintese

obteve-se um rendimento equivalente a 87%.

Figura 8 - Mecanismo reacional para a formagao do ligante Salpn.
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Fonte: Autoria propria via software ACDLabs Freeware 2012.

3.3.2 Sintese do complexo [MnIV(u-O)(salpn)]z

A estrutura do complexo [Mn"" (n-O)(salpn)], consiste de dois centros metélicos de
Mn(IV) conectados por duas pontes p-O, obtendo um nucleo Mn,0O, planar com uma
separacdo Mn--Mn de 2,728(1) A, distancia esta semelhante a encontrada nos nucleos do
fotossistema II [36] e na enzima Mn-catalase em seu estado superoxidado [151, 152]. O
ligante salpn doa dois atomos de oxigénio fendlico e dois atomos de nitrogénio imina
completando de modo axial o ambiente de coordenagao octaédrica em torno de cada atomo de
manganés, deixando entdo dois sitios cis abertos para os grupos p-O. A adoc¢ao deste modo de
ligacdo coloca um atomo de oxigénio fendlico e um atomo de nitrogénio imina em posi¢ao

trans aos grupos p-O e um doador de cada tipo em posicdo cis em relagdo ao atomo de
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oxigénio em ponte. Uma distingdo no comprimento das ligagdes trans dos grupos p-O sdo
observadas, com distancias de Mn—O dos atomos de oxigé€nio fenolato cis e trans sendo
1,903(1) e 1,929(1) A, respectivamente, e as distancias de Mn—N dos 4tomos de nitrogénio cis

e trans iguais a 2,012(1) A e 2,065(1), respectivamente [36].

Figura 9 - Representagdo estrutural em 3D do complexo bis(p-oxo)dimanganés(IV)-N,N -bis(salicilideno)-1,3-
diaminopropano, onde Mn = cinza, O = vermelho, N = azul, C = ciano e¢ H = branco.

Fonte: Autoria propria via software ACDLabs Freeware 2012.

Dessa forma, diferentes métodos de sintese do complexo [Mn'" (n-O)(salpn)], sdo
reportados na literatura [153-155]. O mais proximo da sintese realizada neste trabalho foi
desenvolvido por Larson e seus colaboradores e baseia-se na oxidag¢do aerdbica do produto
oriundo da mistura de acetato de manganés(IIl) com o ligante Salpn [149].

A utilizacdo de peroxido de hidrogénio como agente oxidante na sintese de
complexos de manganés tem sido relatada [156-158]. Nestes trabalhos, diferentes ligantes
foram utilizados na preparagdo de complexos de manganés(IV). Ademais, nota-se que, os
complexos sintetizados sdo binucleares e os centros metalicos estdo conectados através de
pontes p-oxo, 0 que vai ao encontro com a proposta de sintese realizada (Figura 10). Obteve-

se um rendimento de 85%.
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Figura 10 - Representagio esquematica para a formagdo do complexo [Mn""(u-O)(salpn)]s.
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3.3.3 Caracterizagio morfolégica do ligante Salpn e do complexo [Mn"" (u-O)(salpn)];

Fonte: Autoria propria via software ACDLabs Freeware 2012.

por Microscopia Eletronica de Varredura

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para
caracterizar morfologicamente os solidos sintetizados. Dessa forma, o ligante Salpn ¢ o
complexo metalico [Mn" (u-O)(salpn)], foram submetidos 4 analises em um microscopio
eletronico de varredura.

As Figuras 11 e 12 exibem as imagens obtidas para o ligante Salpn e para o
complexo [Mn" (u-O)(salpn)], respectivamente. Nestas, é possivel observar que para o
ligante (Figura 11), os cristais formados ndo apresentam formas bem definidas, enquanto que
para o complexo (Figura 12), os cristais apresentam-se em maior parte na forma hexagonal.

Além do mais, ¢ nitida a diferenca de tamanho entre os cristais do ligante e do complexo.

Figura 11 - Imagens de microscopia eletronica de varredura para o ligante Salpn em 10 um (esquerda) e 100 um
(direita).
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Figura 12 - Imagens de microscopia eletronica de varredura para o complexo [Mn" (u-O)(salpn)], em 10 pm
(direita) e 100 pm (esquerda).

h

3.3.4 Caracterizacdo do ligante Salpn e do complexo [MnIV(u-O)(salpn)]z por

Espectroscopia na Regio do Ultravioleta-Visivel

A confirmagdo do ligante Salpn e do complexo metélico [an(p-O)(salpn)]z
sintetizados foi investigada utilizando a técnica de espectroscopia de absor¢do na regido do
UV-Vis. As medidas foram realizadas em um intervalo espectral de 300 a 700 nm com
concentracio de 1,0 x 107 mol L™ dos compostos diluidos em etanol.

O espectro obtido para o ligante Salpn apresentou duas bandas de absorc¢ao (Figura
13). A banda de alta intensidade em 314 nm pode ser atribuida as transi¢des m1 — n* do grupo
cromoéforo para um orbital antiligante do anel aromatico [159] ou as transi¢des 1 — 7* dos
elétrons provenientes de um orbital m para um orbital molecular n* caracteristico dos sistemas
n-conjugado dos anéis aromaticos [159, 160] e a banda de baixa intensidade observada em
408 nm refere-se a transi¢do n — n* de um elétron do par isolado do 4&tomo de nitrogénio do
grupo cromoéforo (C=N), caracteristico das bases de Schiff, para um orbital antiligante do

grupo imina [159, 161, 162].
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Figura 13 - Espectros de absor¢io obtidos para 1,0 x 10”7 mol L™ do ligante Salpn diluido em etanol.
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Para o complexo metdlico [Mn"(u-O)(salpn)], trés bandas de absorgdo foram
observadas (Figura 14), sendo as duas primeiras bandas atribuidas as transi¢cdes m — n* (325
nm) e n — ©* (405 nm) caracteristicas das bases de Schiff, como mencionado anteriormente, e
uma nova banda de absor¢do em 488 nm, referente a transferéncia de carga metal-ligante
(TCML) [163].

Os complexos di-u-O podem apresentar trés tipos de transi¢des eletronicas [164]: (1)
transicdo d—d do centro metalico; (2) transicdo d—d entre os centros metalicos do mesmo
complexo, e (3) transi¢do entre o metal e o ligante.

O ion Mn"" exibe uma configuragdo eletronica de um sistema d*, no qual a transi¢cdo
eletronica d—d ocorre dos orbitais t2g3 — tzgz egl, sendo este mecanismo predominante em
regides de alta energia com o envolvimento de um Unico elétron no processo de transferéncia
[164].

A transferéncia de carga metal-ligante (Mn' —ox0) tende a ocorrer preferencialmente
no orbital dxy (o qual esta no plano da ligagdo Mn"'—oxo), do que a transi¢do dz’ (que esta
perpendicular ao plano Mn""—oxo) [165]. J4 as transi¢des dos orbitais dxz e dyz apresentam
menor energia, € consequentemente menor transferéncia de carga, por estarem
perpendiculares ao plano de Mn' —oxo [165]. Sendo assim, espera-se que as transi¢des

I’IIVfOXO .

acontecam através da transferéncia de carga entre o orbital dxy do M
Os valores das bandas de absor¢@o e suas respectivas atribui¢cdes foram listados na

Tabela 2.
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Figura 14 - Espectros de absor¢do obtidos para 1,0 x 10”7 mol L™ do complexo [Mn"" (u-O)(salpn)], diluido em
etanol.
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Tabela 2 - Atribui¢do das bandas de absor¢do observadas nos espectro referente ao ligante Salpn e ao complexo
[Mn"" (u-O)(salpn)], dissolvido em etanol.

[Mn" (u-O)(salpn)];

Referéncia
Banda (nm) Atribuicao Banda (nm) Atribuicao
314 T — ¥ 325 T — ¥
408 n — 405 n — [159, 161, 162]
— 488 dn — n* [163, 164]

3.3.5 Caracterizacio do ligante Salpn e do complexo [Mn" ' (u-O)(salpn)]; por

Espectroscopia na Regido do Infravermelho

A formacgio do ligante Salpn e do complexo metalico [Mn" (u-O)(salpn)ls
sintetizados também foi investigada utilizando a técnica de espectroscopia na regido do
infravermelho (FITR). Os espectros, apresentados na Figura 15, foram obtidos através da
analise em pastilhas de KBr na proporcao de 1:100 (Amostra:KBr), utilizando um intervalo
espectral de 4000 cm™ a 400 cm ™.

As principais bandas caracteristicas dos ligantes de base de Schiff sdo atribuidas as
ligagdes do tipo estiramento C=N, por sua vez, estas foram observadas em 1635 cm™ e 1622
cm™ para o ligante Salpn e o complexo [Mn'""(u-O)(salpn)],, respectivamente. Estiramentos
do tipo >C-O fenolico, O-H fendlico e C=C conjugados também foram observados nos
espectros, 0s quais sdo caracteristicos de ligantes do tipo Salpn [159, 161]. Os valores das

principais bandas vibracionais e as respectivas atribui¢des estdo listados na Tabela 3.
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Figura 15 - Espectros vibracionais referentes ao ligante Salpn (linha preta) e ao complexo metalico [Mn'"(u-

O)(salpn)], (linha vermelha) obtidos através de pastilhas de KBr na proporgao de 1:100 (Amostra:KBr) em um
intervalo espectral de 4000 cm™ a 400 cm™ com resolugio de 4 cm™.
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Tabela 3 - Atribuicdo das principais bandas vibracionais observadas nos espectros vibracionais referente ao
ligante Salpn e a0 complexo metalico [Mn" (u-O)(salpn)],.

Salpn [Mn™ (n-O)(salpn)).
BEVLE] Banda
(em™) Atribuicdo  Referéncia (em™) Atribuicdo  Referéncia
2944-2866 VOH fensiico [161, 166] 1622 vC=N [159, 166]
1635 vC=N [159, 166] 1506 vC=C [166]
1498 vC=C [166] 1445 —CH,- [167]
1444 —CH>- [167] 1301-1089 >C-0 [161, 166]
1277-1004 >C-O [161, 166] 880 Mn-N [167]
753-566 sC—H [167] 850 Mn-O [167]
755-639 sC-H [167]

Quando comparados os valores das principais bandas vibracionais em ambos os
espectros, pequenas mudangas podem ser observadas, estas sdo atribuidas a coordenagdo do
cation manganés(IV) ao centro de coordenagao N,O; do ligante Salpn [166, 168]. Entre elas,
o desaparecimento da banda observada em 2944-2866 cm™ correspondente ao estiramento O—
Hfensiico devido as coordenagdes dos cations manganés(IV) com atomos de oxigénio presentes

nos ligantes Salpn, assim como o deslocamento da banda 1635 cm™ para 1622 cm™ atribuida
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ao estiramento C=N também relacionado com a coordenac¢do com o cation metalico. Ainda
~ L oge . . -1 -1 .
com relagdo ao complexo, bandas de média intensidade em 880 cm™ e 850 cm™ relacionadas

aos estiramentos Mn—N e Mn—O, respectivamente, puderam ser observadas.

3.3.6 Caracteriza¢io do ligante Salpn e do complexo [Mn" (u-O)(salpn)], por

Espectroscopia de Luminescéncia

As propriedades luminescentes do ligante Salpn e do complexo metalico [Mn' (p-
O)(salpn)], sintetizados foram avaliadas por meio de medidas espectrofotométricas utilizando
solugdes de diferentes concentracdes (1,0 x 10° a 1,0 x 10® mol L) do ligante e do
complexo dissolvidos em diclorometano. Os espectros foram obtidos com comprimento de
onda de excitacao fixo em 277 nm, fenda de excitacdo e emissao 10 nm e filtro de 290 nm.

As Figuras 16 e 17 apresentam os espectros de emissdo em diferentes concentragdes
do ligante Salpn e do complexo [Mn""(u-O)(salpn)],, onde para ambos compostos quatro
bandas foram observadas, estas referentes as transi¢des m — n* e n — n* da base de Schiff.

Analisando os espectros, nota-se que com o decréscimo da concentragdo hd um
aumento na intensidade de emissdo e quando comparados os espectros do complexo [Mn" (p-
O)(salpn)], com os do ligante Salpn, ha uma supressao da intensidade de luminescéncia. Isto
se deve, possivelmente, a menor disponibilidade de elétrons w e de grupos cromoforos para
absorver energia quando o metal estd coordenado, o que proporciona consequentemente

emissoes de menor intensidade.

Figura 16 - Espectro de emissdo para o ligante Salpn dissolvido em CH,Cl, em diferentes concentragdes:
1,0 x 107 (linha preta), 1,0 x 10 (linha vermelha) e 1,0 x 10”7 mol L™ (linha azul).
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Figura 17 - Espectro de emissdo para o complexo [Mn'"(u-O)(salpn)], dissolvido em CH,Cl, em diferentes
concentragdes: 1,0 x 107 (linha preta), 1,0 x 10 (linha vermelha) ¢ 1,0 x 10™® (linha azul) mol L™
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Também, diagramas de cromaticidade foram obtidos a partir dos espectros de

emissdo do ligante Salpn e do complexo [an(u—O)(salpn)]z (Figura 18). Estes revelaram um

comprimento de onda (A) dominante em aproximadamente 640 nm e pureza de cor

equivalente a 100% para ambos compostos, ja que as bandas foram similares entre eles.

Figura 18 - Diagrama de cromaticidade obtido a partir dos espectros de emissdo do ligante Salpn (esquerda) e

do complexo metélico [Mn""(u-O)(salpn)], (direita).
520

3.3.7 Caracterizagio Eletroquimica do complexo [Mn""(u-O)(salpn)], em soluciio

Os estudos eletroquimicos do complexo [Mn'" (u-O)(salpn)], em solugdo foram

realizados em diclorometano contendo 0,1 mol L™ de perclorato de tetrabutilaménio (PTBA),
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como eletrolito de suporte, e 1,0 mmol L™ do complexo metélico. Os voltamogramas foram
obtidos em um intervalo de potencial de -0,8 a 0,0 V vs. ECS utilizando uma velocidade de
varredura de 25 mV s™, tendo tratado a solu¢io com N»(g) por 15 minutos. O solvente CH,Cl,
foi inicialmente utilizado por ter apresentado melhor solubilidade ao complexo e as demais
condi¢cdes para a caracterizagdo -eletroquimica em solu¢do foram determinadas em
concordancia com os experimentos. O voltamograma ciclico para o complexo em solug¢ao
apresentou um par redox atribuido a Mn" (p-0O)Mn""/Mn"(u-O)Mn"", sendo o pico anddico
(Epa) em -0,390 V vs. ECS e o pico catodico (E,) em -0,517 V vs. ECS, como pode ser
observado na Figura 19. Uma variacdo de potencial de pico (AE, = Epa — Epc) equivalente a
0,127 V, indicando um processo quasi-reversivel para o par redox, e um potencial de meia

(Epn = (Epa T Epc)/2) de -0,454 V vs. ECS foram obtidos.
[Mn"(u-0),Mn""] — [Mn"!(u-0);Mn™"] + 1¢ (1)

Figura 19 - Voltamograma ciclico para complexo [Mn" (u-O)(salpn)], (1,0 mmol L) em solugdo de CH,Cl,
contendo 0,1 mol L de PTBA utilizando eletrodo de carbono vitreo em um intervalo de potencial de -0,8 a 0,0
V vs. ECS com uma velocidade de varredura de 25 mV s
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O potencial de meia do complexo [Mn"" (u-O)(salpn)], em solugdo de diclorometano
foi menor em comparacio aos complexos Mn' (n-O)Mn'" contendo diferentes ligantes
reportados na literatura (Tabela 4), chegando a ser 1,7 V menor. Este resultado ¢ um
indicativo da capacidade notavel de ligantes de bases de Schiff, particularmente os doadores

fenolatos, de estabilizar cations metalicos com elevados estados de oxidagao.



53

Tabela 4 - Comparagdo do potencial de meia de complexos binucleares de manganés(IV).

Complexo Ep;n (V) vs. ECS Referéncia

[Mn,' " Os(phen)s]* 1,33 [169]

[Mn," Ox(bpy)s]™ 1,32 [169]

[Mn, " Ox(Me;tpa),]™ 1,27 [170]

[Mn,"" Oa(pic)s] 0,66 [154]

[Mn," O2(0,CMe)Cly(bpy)a]” 0,30 [171]
[Mn'" (u-O)(salpn)], -0,45 Este trabalho

O efeito da velocidade de varredura (10 a 200 mV s™) sobre o comportamento
eletroquimico do complexo [an(u—O)(salpn)]z foi estudado com este (1,0 mmol L) em
solucdo de diclorometano contendo 0,1 mol L™ de perclorato de tetrabutilaménio utilizando
eletrodo de carbono vitreo em um intervalo de potencial de -0,8 a 0,0 V vs. ECS.

Os voltamogramas ciclicos registrados exibiram um incremento na corrente de pico
anddico e catddico e uma linearidade entre estas com a raiz quadrada das velocidades de
varredura de 10 a 50 mV s™' e de 75 a 200 mV s, como apresentado na Figura 20, sugerindo
que os processos redox do complexo [Mn""(u-O)(salpn)], em solugdo sdo controlados por um

mecanismo difusional [100].

Figura 20 - Dependéncia das correntes de pico anddica (/,,) e catddica (/,.) com a raiz da velocidade de
varredura.
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La (WA) =-2,05 x 100+ 1,46 x 10°v"? mV' s (n=4,R=0981) (2)

Lo (0A) =-2,09 x 10°+9,88 x 107 v"? mV'"?s')  (n=4,R=0,997) (3)
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Le (WA) =-2,54 x 10°-2,00 x 10°v"? mV'"? ') (n=4,R=0,999) (4)
Le (uA)=-3,11 x 10°- 1,18 x 10°v"? mV'"? ') (n=4,R=0,999) (5)

A caracterizagdo eletroquimica em solu¢dao também foi realizada por voltametria de
pulso diferencial, aplicando um intervalo de potencial de -0,8 V a 0,0 V vs. ECS a 25 mV s!
com pulso de 50 mV. A Figura 21 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial no sentido
de oxidacdo e redugdo. Nestes voltamogramas dois processos redox no sentido anddico e
catodico foram observados, resultados os quais sdo distintos dos obtidos utilizando a técnica

de voltametria ciclica.

Figura 21 - Voltamograma de pulso diferencial para complexo [Mn"(u-O)(salpn)], (1,0 mmol L") em solugio
de CH,Cl, contendo 0,1 mol L' de PTBA utilizando eletrodo de carbono vitreo em um intervalo de potencial de
-0,8 2 0,0 V vs. ECS com uma velocidade de varredura de 25 mV s e amplitude de pulso de 50 mV, sendo a)
sentido anodico e b) sentido catodico.
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Os estudos de voltametria ciclica de Gohdes e Armstrong [154] reportaram que, os
processos eletroquimicos do complexo [Mn" (u-O)(salpn)], seriam atribuidos ao par redox
Mn" (u-0)Mn"/Mn"'(u-O)Mn"" (Equacio 6), o qual corrobora com os resultados obtidos

inicialmente.
M"Y (u-0)(salpn)], + 1e” — [Mn™(u-O)(salpn)]> (6)

No entanto, o aparecimento dos picos em -0,487 V e -0,236 V vs. ECS no sentido
anddico e -0,488 V e -0,163 V vs. ECS no sentido catddico no estudo eletroquimico utilizando
voltametria de pulso diferencial revela um efeito de comproporcionamento. Esse efeito esta
relacionado com a oxidagao/redu¢ao de um centro metalico do complexo que resulta em uma
mudanca de densidade eletronica da unidade molecular que é prontamente comunicada ao
outro sitio metalico através da ponte p-O, tornando mais dificil a segunda etapa de

oxidacao/reducdo [172], como representado nas Equagdes 7 e 8:
[Mn"" (u-0)(salpn)], + 1e” — [Mn"""(u-O)(salpn)], 7
M"Y M(u-0)(salpn)]> + le” — [Mn"™"(u-0)(salpn)], ()

3.3.7.1 Efeito de Comproporcionamento para o complexo [Mnlv(u-O)(salpn)]z em

solucio

As reagdes de comproporcionamento podem ser elucidadas como uma manifestagdo
direta de comunicagdo eletronica entre os centros metéalicos de complexos binucleares, onde
ha uma separacdo de potenciais redox para os nucleos metalicos em ambientes quimicos
aparentemente idénticos. Os centros metalicos destes complexos podem nao estar diretamente
ligados, j& que essa interagdo propaga-se através do ligante-ponte. Deste modo, o centro
metalico quando reduzido propicia uma mudanga de densidade eletronica na extensdo da
molécula, que ¢ prontamente comunicada ao outro centro metalico por intermédio do ligante-
ponte, ocasionando em uma redug¢do “mais dificil” [172, 173]. As equacdes a seguir

representam a diferenca do potencial redox dos centros metalicos:

[O,O]X +ne — [R,O]X_nl (E1) (9)
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[R,O]" + me” — [RR]™ ™ (£2) (10)

Sendo assim, a comunicagao eletronica ¢ originada pela sobreposicao dos orbitais dn
dos nucleos metalicos com os orbitais © dos ligantes, o que torna os elétrons deslocalizados,
fazendo com que o elétron “par” do nucleo metdlico atue como uma carga oscilante na
comunica¢do durante os processos redox. Considerando que, o complexo metalico binuclear
[Mn""(u-O)(salpn)], envolve duas etapas eletroquimicas o mecanismo eletroquimico-

eletroquimico pode ser representado por:

[0,0] [O,R]

Mn" (dn)-L-(dn*)Mn" — Mn" (dn’)-L-(dn*)Mn™ (11)
[O.,R] [R,R]

Mn" (dn)-L-(dn")Mn" — Mn"(dn*)-L-(dn*)Mn™ (12)

Segundo Richardson e Taube [172, 174, 175], o efeito de comproporcionamento para

compostos que sofrem varias etapas de transferéncia de carga do tipo:

n,e E; B nye ,E,

(13)

pode ser analisado de acordo com o valor da constante de comproporcionamento (Kc),

conforme a Equagdo 14:

_ [Bmtrz (E1— E;)nynyF
Ke = tepmmam = eXp[ RT ] (14)

onde E; e E, sdo os potenciais de pico, n; € n, o numero de elétrons envolvidos em cada etapa
eletroquimica, F' a constante de Faraday, R a constante dos gases reais ¢ 7 a temperatura
absoluta (Kelvin). Sendo que para um sistema simples, ou seja, uma reagdo que envolva um
unico elétron no processo de transferéncia em cada etapa redox (n; = n, = 1), a Equagdo 14

pode ser simplificada para:
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_ AEI/Z
K. = exp (25,69 mV) (15)

onde AE); ¢ a diferenga entre os potencias de meia onda e deve ser dado em mV.

A constante de comproporcionamento pode também classificar os complexos de
acordo com a intensidade de interacao eletronica entre o centro metalico doador e aceptor.
Sendo assim, Robin e Day [172, 176] categorizam em:

Classe I: compostos em que a interacdo entre os centros redox ¢ muito fraca, de
modo que apenas as propriedades individuais de cada ntcleo redox isolado sejam
evidenciadas (valores de K, < 10?);

Classe II: compostos com fraco acoplamento eletronico, mas com perturbagdes nas
caracteristicas originais dos centros redox, que permitem novas propriedades nao associadas
as espécies isoladas sdo evidenciadas (valores de K, > 10°);

Classe III: compostos com forte interagdo eletronica, que permite novas
propriedades, sendo estas totalmente diferentes daquelas de suas unidades componentes (10°
<K.<10%.

A Tabela 5 apresenta os valores de potencial de meia onda obtidos nos
voltamogramas de pulso diferencial para o complexo [Mn"(u-O)(salpn)], em diferentes
velocidades de varredura com relagdo ao primeiro e ao segundo par redox, a diferenca entre
os potencias de meia onda e a constante de comproporcionamento calculada utilizando a

Equagao 15.

Tabela 5 - Valores de potencial de meia onda obtidos nos voltamogramas de pulso diferencial para o complexo
[Mn"(u-O)(salpn)], em diferentes velocidades de varredura com relagdo ao primeiro par redox (E1n"), ao
segundo par redox (£ »?), a variagdo entre eles (AE) ) e a constante de comproporcionamento calculada.

14 (mV S-l) E]/z(l) (mV) E]/z(z) (mV) AEl/2 (mV)

1,86 x 107
25 -488 -200 -344 1,53 x 10°
50 -486 213 -350 1,21 x 10°°
75 -494 213 -354 1,04 x 10°°
100 -500 213 -357 0,92 x 107
150 -495 212 -354 1,04 x 10°

200 -500 -200 350 1,21 x 10°®




58

Independente da velocidade de varredura aplicada, de acordo com a Equagdo 10, o
complexo [Mn" (u-O)(salpn)], pode ser classificado como um composto com interagio
eletronica entre os centros redox muito fraca (Classe I) devido suas constantes de
comproporcionamento na ordem de 107

Outro parametro que pode ser analisado a partir dos valores obtidos ¢ a relagdo da
constante de comproporcionamento com a energia de Gibbs padrdo (AG®), a qual pode ser

representada por:

AG® = —RT InK, (16)

Dessa forma, as transigdes eletronicas podem exibir um carater exergonico, quando
AG® < 0 sendo termodinamicamente favoraveis, ou endergdnico, quando AG® > 0 sendo
termodinamicamente desfavoraveis, onde as espécies doadoras ou aceptoras de elétrons que
compoe o sistema devem ser quimica ou eletroquimicamente distintas. Esta diferenca entre as
espécies ¢ imprescindivel para que uma variacdo de energia durante o processo de
transferéncia eletronica ocorra. De acordo com os resultados obtidos (Tabela 6), a redugdo do
complexo [Mn'"(u-O)(salpn)], em solucdo apresentou-se termodinamicamente desfavoravel

para todas velocidades de varredura com valores de AG® na ordem de kJ mol™.

Tabela 6 - Valores de energias de Gibbs padrdo calculadas utilizando a Equagdo 16 para as diferentes
velocidades de varredura aplicadas.

AG® (kJ mol™)

5 32,691
25 33,175
50 33,757
75 34,132
100 34,436
150 34,132
200 33,757

A Figura 22 apresenta a variagdo dos valores das constantes de
comproporcionamento e energia de Gibbs padrio calculados para o complexo [Mn'" (p-
O)(salpn)], em solucao para distintas velocidades de varredura. Através desta, pode-se notar

. , -1 .
que, conforme o aumento da velocidade de varredura at¢ 100 mV s™, mais fraca torna-se a
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interacgdo eletronica entre os centros redox do complexo, isto porque a cinética torna-se rapida
a ponto de um nucleo ndo comunicar-se efetivamente com o outro, o que consequentemente,

desfavorece a reagao (aumento do AG®).

Figura 22 - Valores de constante de comproporcionamento e energia de Gibbs padrdo calculados para o
complexo [Mn"(u-O)(salpn)], em solugdo em fungdo da velocidade de varredura aplicada na voltametria de
pulso diferencial.
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3.3.8 Comportamento eletroquimico do eletrodo de platina modificado com complexo

[MnIV(u-O)(salpn)]z imobilizado com Nafion®

Ap6s a modifica¢io da superficie do eletrodo de trabalho com complexo [Mn' (p-
O)(salpn)], imobilizado com Nafion®, o comportamento eletroquimico do eletrodo
modificado ([Mnlv(p—O)(salpn)]z—Naﬁon®/Pt) foi investigado por voltametria ciclica em uma
solucdo aquosa de KCl 0,5 mol L' (pH 5,2) na auséncia de oxigénio dissolvido. O
voltamograma ciclico, obtido em um intervalo de potencial menor que o intervalo utilizado
nos estudos do complexo [Mn" (u-O)(salpn)]> em solugdo (-0,4 a 0,0 V vs. ECS), revelou um
unico processo redox (Equagdo 17), sendo Ep, = -0,179 V e E,c = -0,248 V vs. ECS, AE, =
0,069V e E,» =-0,214 V vs. ECS, caracterizando um processo quasi-reversivel (Figura 23).

[Mn""™ (u-O)(salpm)lasasione-py + 2¢” — [Mn""(u-O)(salpn) Larone-po (an
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Figura 23 - Voltamograma ciclico obtido para o [Mn" (n-O)(salpn)],-Nafion™/Pt em solugio aquosa de KCI1 0,5
mol L™ (pH 5,2) em um intervalo de potencial de -0,4 V a 0,0 V vs. ECS utilizando uma velocidade de varredura
de 25 mV s na auséncia de oxigénio dissolvido.
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A confirmag¢dao dos processos observados para o eletrodo modificado [Mnlv(u—
O)(salpn)]>-Nafion™/Pt foi realizada por voltametria de pulso diferencial, aplicando um
intervalo de potencial de -0,4 V a 0,0 V vs. ECS a 25 mV s™ com amplitude de pulso de 50
mV. A Figura 24 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial no sentido de oxidacdo e
reducdo. Nestes voltamogramas, um processo redox no sentido anddico (-0,237 V vs. ECS) e
catodico (-0,187 V vs. ECS) foi observado, corroborando com os resultados obtidos usando a

técnica de voltametria ciclica.
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Figura 24 - Voltamograma de pulso diferencial para o [Mn" (u-O)(salpn)],-Nafion®/Pt em solugdo aquosa de
KCI 0,5 mol L' (pH 5,2) em um intervalo de potencial de -0,4 a 0,0 V vs. ECS utilizando uma velocidade de
varredura de 25 mV s™' e amplitude de pulso de 50 mV na auséncia de oxigénio dissolvido, sendo a) sentido
anddico e b) sentido catodico.
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Os processos redox observados por voltametria de pulso diferencial para o eletrodo
modificado [Mn" (u-O)(salpn)],-Nafion”/Pt foram distintos aos observados para o complexo
[Mn"V(u-O)(salpn)], em solugio de diclorometano. Esta mudanga de comportamento
eletroquimico pode ser atribuida ao uso de uma solucdo aquosa para os estudos com o
eletrodo modificado ao invés de uma solucdo orginica, como utilizada nos estudos com
complexo em solugdo. Também, a membrana polimérica de &cido tetrafluoroetileno-
perfluoro-3,6-dioxa-4-metil-7-octanosulfonico pode ter alterado a estrutura do complexo na
etapa de imobiliza¢do do material eletroativo.

De acordo com o modelo de rede de clusters (“cluster network model”), o Nafion®™
formaria agregados i6nicos com formatos aproximadamente esféricos e estrutura do tipo

micelar invertida [177-180] (Figura 25). Ainda quanto ao Nafion®, os estudos de Gierke e
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Hsu [180] reportam que o Nafion® seco possui clusters de aproximadamente 1,8 nm, na
superficie dos quais estdo distribuidos os grupos sulfonicos, conectados entre si por estreitos

canais tubulares hidrofilicos com até 1,0 nm de didmetro.

Figura 25 - Representagio estrutural do tipo “micelar invertida” para o Nafion®.

CF, CFs

CF, FC

Fonte: Adaptado de Perles [179].

Dessa forma, a imobilizagao de espécies eletroativas ocorreria nos clusters esféricos
(Figura 26). Possivelmente, ao imobilizar o complexo nestes canais, a distdncia entre os
nucleos de manganés foram diminuidas, ou seja, ocasionou em um acoplamento na estrutura
e, consequentemente, uma sobreposi¢do maior m-m, a qual oportuniza em um Unico processo

redox e uma troca de carga mais efetiva.

Figura 26 - Imobilizagio do complexo [Mn" (n-O)(salpn)], nos clusters esféricos de Nafion®.

CF; CF>

CF, FC ¥

Eletrodo de Platina

Fonte: Autoria propria.

A mudanga do comportamento eletroquimico de complexos metalicos imobilizados

em membranas poliméricas de Nafion® quando comparados aos complexos livres (em
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solugdo) foi reportada anteriormente pelos autores deste trabalho utilizando o complexo
[Mn3;O4(phen)s(H,0),]* [127, 181].

No entanto, ao decorrer dos estudos eletroquimicos do eletrodo modificado [Mn"(p-
O)(salpn)]>-Nafion™/Pt o sinal analitico dos voltamogramas diminuiu mais de 50% ap6s 10
ciclos de potenciais. Juntamente com uma mudanca visual da superficie do eletrodo, pode-se
concluir que a imobilizagdo do complexo foi ineficiente, provavelmente devido a solubilidade
do complexo e a metodologia utilizada. Sendo assim, outras técnicas de modificacao
eletrodica foram realizadas (eletrodo de pasta de carbono modificada, casting utilizando
CH,Cl, como solvente, Langmuir-Blodgett e spin coating), porém nenhuma delas apresentou-
se eficiente na modificag¢do do eletrodo, corroborando com a pouca solubilidade do complexo

em solucdo aquosa.

3.3.9 Investigacio eletroquimica do complexo [Mn" (u-O)(salpn)]; em solucio na

determinacio de peréxido de hidrogénio

Inicialmente, a atividade eletrocatalitica do complexo [Mnlv(u—O)(salpn)]z em
solucdo frente a peroxido de hidrogénio foi investigada utilizando 1,0 mmol L™ do complexo
dissolvido em uma solu¢io de diclorometano contendo 0,1 mol L' de perclorato de
tetrabutilamonio com a técnica de voltametria ciclica aplicando um intervalo de potencial de
-0,8 2 0,0 V vs. ECS utilizando uma velocidade de varredura de 25 mV s,

A Figura 27 apresenta o voltamograma ciclico para o complexo [Mn""(u-O)(salpn)],
em solucdo na auséncia e na presenga de 5,00 x 107 mol L’l, 1,00 x 10°mol L e 2,00 x 10°
mol L de H,0,, onde ¢ possivel observar o aumento da corrente de pico anddica e catddica
com o aumento da concentracao de H,O,.

Com relacao a determinagdo de H,O, utilizando o eletrodo de carbono vitreo no
mesmo intervalo de potencial e na auséncia do complexo [Mn" (u-O)(salpn)],, nenhum
processo eletroquimico, tampouco aumento das correntes de pico anddica e catddica puderam
ser observados, evidenciando-se assim as propriedades -eletrocataliticas do complexo

[Mn""(u-O)(salpn)], como mediador eletrénico na redugdo de H,O,.



64

Figura 27 - Voltamograma ciclico para complexo [Mn"(u-O)(salpn)], (1,0 mmol L) em solugdo de
CH,CL,/PTBA 0,1 mol L™ utilizando eletrodo de carbono vitreo em um intervalo de potencial de -0,8 a 0,0 V vs.
ECS com uma velocidade de varredura de 25 mV s na auséncia (linha preta) e presenca de 5,00 x 107 mol L'
(linha vermelha), 1,00 x 10 mol L (linha ) e 2,00 x 10° mol L' de H,0, (linhas azul).
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Adicionalmente, um estudo cinético da reacdo de reducdo de H,O, pela regido
catodica de Tafel (Figura 28) foi realizado utilizando o método convencional de construcao do
grafico de Tafel (log 7 (A) vs. n (V)) para cada concentragdo de H,O, (extraidas a partir da
Figura 27) para elucidar a cinética de transferéncia eletronica entre os centros ativos do

complexo [Mn""(u-O)(salpn)], e o analito [100].

Figura 28 - Ampliagdo da regido catodica de Tafel para a redugdo de a) 5,00 x 107 mol L, b) 1,00 x 10 mol
L' e c) 2,00 x 10° mol L™ de H,0, pelo complexo [Mn" (u-O)(salpn)],.
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Dessa forma, os coeficientes de transferéncia eletronica em fung¢do do numero de
elétrons envolvidos na etapa determinante do processo redox foram (a.) obtidos utilizando

dos coeficientes angulares (Equacdo 18) da relacdo de Tafel (Figura 29), aqui chamado de
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074%1. De acordo com 07, € a. reportados na Tabela 7, uma independéncia da concentracdo

de H,0, na etapa determinante foi obtida.

2,303RT

X.NnF

(18)

eTafel =

Figura 29 - Relacio de Tafel para o complexo [Mn""(u-O)(salpn)], na redugdo de H,O, com concentragio de a)
5,00 x 107, b) 1,00 x 10° e ¢) 2,00 x 10° mol L.

0,03 -
0,02 |
0,01
—_ \ 4
2
= 0,00 |
-0,01
u v
-0,02 - @ ® ©
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Tabela 7 - Parimetros cinéticos para redugdo de H,O, pelo complexo [Mn'"(u-O)(salpn)], em diferentes
concentragdes do analito.

[H,0,] mol L 07470 (V dec™) R
5,00 x 107 -0,260 0,227
1,00 x 10 -0,250 0,237
2,00 x 10 -0,240 0,246

A ordem aparente da reagdo (q) para respectivas concentracdes de H,O, foram
determinadas pela regido de Tafel com potencial fixo (0,443 a 0,488 (V) vs. ECS) baseado na
relacdo linear de log 7 (A) vs. log [H2O;] (Figura 30) através da Equacdo 19. De acordo com
os resultados obtidos e reportados na Tabela 8, a ordem aparente da reacdo de reducdo de
H,0, pelo complexo [Mn'(n-O)(salpn)], em solu¢io demonstrou-se independente do

potencial aplicado.

dlogl )
= \———— 19
(d lOg[Hz 02] ET ( )
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Figura 30 - Representacdo do logaritmo da corrente versus o logaritmo da concentragdo de H,O, de acordo com
o potencial aplicado.
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Tabela 8 - Resultados obtidos para a ordem aparente de reacdo (¢) de acordo com o potencial fixo.

Potencial fixo (V vs. ECS) Ordem aparente de reacio (q)
-0,443 0,103
-0,453 0,097
-0,463 0,107
-0,473 0,104
-0,483 0,112

Demonstrada a atividade eletrocatalitica do complexo [Mnlv(u—O)(salpn)]z e
calculado seus parametros cinéticos na redu¢do de H,O,, medidas voltamétricas de varredura
linear foram realizadas em um intervalo de potencial de -0,30 a -0,80 V vs. ECS em diferentes
concentragdes de H,O, a fim de obter uma curva analitica.

A Figura 31 apresenta os voltamogramas lineares para o complexo em solu¢do na
auséncia e na presenca de diferentes concentracdoes de H,O,, onde ¢ possivel observar o
aumento da corrente de pico catodica com o aumento da concentracio de H,0,,
diferentemente do que acontece com o eletrodo de carbono vitreo na auséncia do complexo, ja

que ndo ¢ possivel a deteccao direta de H,O,.
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Figura 31 - Voltamogramas lineares para 1,0 mmol L™ do complexo [Mn""(u-O)(salpn)], em solugio de CH,Cl,
contendo 0,1 mol L™ de PTBA utilizando eletrodo de carbono vitreo em um intervalo de potencial de -0,3 a -0,8
V vs. ECS com uma velocidade de varredura de 25 mV s na auséncia (linha vermelha) e presenca (linhas
pretas) de diferentes concentragdes de H,O,.
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As correntes de pico catddica em funcdo das sucessivas adi¢des foram registradas a

fim de avaliar a evolucao catalitica do complexo na redugdo de H,O, (Figura 32).

Figura 32 - Relagdo da resposta de corrente de pico catddica com a concentragdo de H,O,.
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Os valores de corrente de pico foram lineares em um intervalo de concentragdo de
5,00 x 10" mol L' a 5,50 x 10 mol L'l, com um limite de quantificacdo (dez vezes o sinal
de trés voltamogramas do branco/coeficiente angular) [182] de 1,42 x 10° mol L ¢ limite de
deteccao (trés vezes o sinal de trés voltamogramas do branco/coeficiente angular) [182] de
4,27 x 107" mol L'l, de acordo com a Equacao 20. Embora o valor calculado para o limite de

quantificagdo seja maior que a primeira adi¢io de H,0,, espera-se que 5,00 x 107 mol L seja
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um valor mais realistico na quantificacio de H,O, mediado pelo complexo [Mn'(u-

O)(salpn)], em solugao.
— AL (WA) =2,18 x 107 + 0,66 [H,0,] (umol L") (n=5,r=0,989)  (20)

As propriedades cataliticas e biomiméticas do complexo [Mn" (u-O)(salpn)], foram
estudadas por Pecoraro e colaboradores [32]. Nestes estudos, os autores observaram
propriedades semelhantes do complexo com a enzima catalase. A enzima catalase contém
dois ions manganés em seu sitio ativo e desempenham um importante papel de prote¢do dos
efeitos danosos de espécies no organismo, como por exemplo, propiciando a decomposi¢do de

peroxido de hidrogénio (Equagdo 21).
2H;05aq) = 2H200) + Oagg) (21)

A enzima catalase completa seu ciclo catalitico em duas etapas de reducdo e
oxidacao envolvendo dois elétrons, da mesma forma, o mecanismo eletrocatalitico de reducao
do perdxido de hidrogénio pelo complexo [Mn" (u-O)(salpn)], foi descrito de acordo com a

Figura 33 [74].

Figura 33 - Mecanismo catalitico de redugio de H,0, pelo complexo [Mn" (u-O)(salpn)], [74].
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Fonte: Adaptado de Larson e Pecoraro [74] via software ACDLabs Freeware 2012.

De acordo com o modelo de cinética enzimatica, o qual trata do mecanismo pelo qual

as enzimas se ligam ao substrato e o transforma em produto (Equacdo 22), um possivel
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mecanismo pode ser descrito para a biomimetizagdo das enzimas catalase contendo manganés

pelo complexo [Mn" (u-O)(salpn)]» na redugio de H,O»:

k kca .
Enzima + Substrato © [Enzima—Substrato] % Enzima + Produto (22)

Mn™ I k1
n (u-OH);Mn (solugdo) T H202(soluqéo) —

[(MI’IIH(M-OH)zMHHI)—(HZOZ)] (solugdo) (23)

k ca
[(Mn"(u-OH);Mn™)~(H,05)] solugao) ~—

MnIV(H'O)ZMnIV(solugﬁo) + HZO(I) + Oz(g) + 2HJr (24)

Sendo assim, as propriedades biomiméticas do complexo [Mn' (u-O)(salpn)]> na
reducdo de H,0O, foram investigadas recorrendo o perfil de corrente catodica versus a
concentracdo do analito (Figura 32). Dessa forma, a equacdo de Michaelis-Menten aplicada a

H,0, para o estado estacionario da corrente catalitica (issc) pode ser expresso como [133,
183, 184]:

imax [H202] (25)
Ky + [H20,]

lssc =
onde inax € a corrente maxima catalitica, [H,O,] € a concentracdo de peroxido de hidrogénio e
K € a constante de Michaelis-Menten. Assim, os parametros cinéticos foram obtidos através

do rearranjo da equacao de Michaelis-Menten pela expressao de Lineweaver-Burke:

1 1 K
— = - —— M (26)
lssc lmax imax [H202]
K
S — M

27)

A incognita § denota o coeficiente angular derivado da equacdo linear do gréafico
obtido pelo método de Lineweaver-Burke (Figura 34). Ainda avaliando os parametros

cinéticos, as constantes catalitica (k.;) € de especificidade (k) foram calculadas pelas

Equagoes 28 e 29, respectivamente.
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imax

Kear = [complexo] (28)
kca

ks = K—Mt (29)

O grafico da expressdo de Lineweaver-Burke e sua equacdo linear, assim como os

resultados cinéticos obtidos sdo apresentados a seguir:

Figura 34 - Representacdo do método de Lineweaver-Burke através do inverso da corrente de pico catédica com
o inverso da concentragdo de H,O,.
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~AL: " (A)=0,66+2,18 x 107 [H,0,]" mol L' (n=0,984 ¢r=06) (30)

Tabela 9 - Parametros cinéticos de Michaelis-Menten calculados pelo método de Lineweaver-Burke aplicados a
biomimetizagio da enzima catalase na redugio de H,0, pelo complexo [Mn"Y(u-O)(salpn)],.

Parametros

Resultados obtidos

Ky (mol L) 4,39 x 107
Keat (s-l) 3,87 x 10-3
ks (mol L) s 8,81 x 107

A constante de Michaelis-Menten esta relacionada com a afinidade da enzima ou do
complexo biomimetizador, como no caso do complexo [Mn' (n-O)(salpn)]», pelo substrato,
bem como a concentragdo requerida para que a catalise efetiva ocorra. O baixo valor de Kj,

(ordem 10 mol L") indica a grande afinidade catalitica do complexo [Mn" (u-O)(salpn)]s
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por H,0,. Ademais, quando comparado o valor de Ky obtido para o complexo [Mn"(u-
O)(salpn)], com outros complexos de manganés e até mesmo enzimas catalase contendo
manganés (do inglés Mn-containing catalases) na reducao de H,O, obteve-se uma maior

afinidade, conforme apresentado na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores de K, obtidos para complexos de manganés e enzimas catalase contendo manganés.

Material Ky (mol L'l) Referéncia
[Mn,(BPBPMP)(OAc),]" 8,26 x 10° [185]
[Mn,(bpia);(p-OAc);](C104), 3,15 x 10~ [186]
[(Adpa);Mn,(n-OAc);](OAc) 1,44 x 10~ [187]
[Mn(QA)(OAc)(H,0),](OAc) 8,00 x 10 [188]
[Mn;(salpentO)(n-OAc)(n-OMe)| " 1,45 x 10~ [189]
[Mn,(p-OAc)(p-OH,)(benzimpnO)|** 6,40 x 10™ [190]
[Mn;(5-SO;-salpentO)(n-OMe)(H,0);]-5H,0 2,58 x 107 [191]
Lactobacillus plantarum 3,50 x 107 [192]
Thermoleophilum album catalase 1,58 x 107 [192]
Thermus thermophiles catalase 8,30 x 10~ [193]

[Mn" (u-O)(salpn)], 4,39 x 10°° Este trabalho

A constante catalitica expressa a produgdo catalitica, ou seja, o nimero de moléculas
de H,O, convertidas em oxigénio por molécula do complexo. Examinando o k., obtido para o
complexo [Mn'" (n-O)(salpn)]> pode-se notar uma grande produgdo catalitica em tempos
extremamente rapidos, tendo muitas vez um produg¢do maior ou proxima a outros compostos
de manganés anteriormente reportados [190, 194, 195].

A relacdo k.,/Km pode ser utilizada para analisar a eficiéncia do complexo na
conversao catalitica do substrato (H,O,) em produto em baixas concentracdes de substrato.
Isto porque, se Ky € utilizada por si s6 como o indicador de especificidade, o efeito do H>O;
ira ser fortemente manifestado principalmente para valores em que [H20,]/Kj << 1. Como
[H,0,]/K)s aumenta acima deste valor, k., torna-se o parametro mais apropriado para
descrever a melhor eficiéncia catalitica [196]. Deste modo, esta dicotomia ¢ resolvida
mediante a utilizacdo de k.,/K)s como constante de especificidade.

De acordo com os resultados obtidos, a constante de especificidade para o complexo

[Mn"V(u-O)(salpn)], apresentou-se menor que para a enzima Lactobacillus plantarum
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catalase (5,7 x 10° (mol L)' s™), isto porque, por mais que o complexo apresente um ke
inferior, seu Kj”” tem muito mais afinidade pelo analito, resultando em baixa eficiéncia
catalitica [197]. Esta eficiéncia catalitica superior da enzima pode ser explicada pelo nimero
de forte doadores-c envolvidos com o sitio metalico, o qual pode impedir ou dificultar a

ativagdo do substrato [190].
34 CONCLUSOES

De acordo com os estudos reportados pdde-se evidenciar uma sintese altamente
satisfatoria tanto para o ligante Salpn como para o complexo oxo-manganés-Schiff’ [Mnlv(u—
O)(salpn)],, além de uma nova rota para a sintese deste. Os materiais sintetizados foram
caracterizados com eficiéncia por microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de
absor¢ao na regido do UV-Visivel e Infravermelho, e luminescéncia, oportunizando entdo sua
aplicacdo nos estudos eletroquimicos e eletroanaliticos. A utilizagdo de diferentes técnicas
eletroquimicas possibilitou investigar e compreender qualitativamente o comportamento
eletroquimico do complexo [Mn" (u-O)(salpn)], em solugdo. Para o eletrodo modificado
[MnIV(u—O)(salpn)]z—Naﬁon®/Pt os estudos ndo mostraram-se promissores, devido a perda de
sinal analitico por consequéncia da baixa solubilidade do complexo na etapa de imobilizagao.
No entanto, a atividade eletrocatalitica e biomimética do complexo [Mn""(u-O)(salpn)], em
solucdo frente a reducdo de perdxido de hidrogénio pdde ser investigada com sucesso
oportunizando importantes parametros cinéticos, de acordo com o modelo de Michaelis-
Menten, relacionados a biomimetizacdo de centros ativos enzimaticos, como no caso, as

enzimas catalase contendo manganés.
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4 APLICACAO  ELETROANALITICA DO  COMPLEXO  BIS(u-
OXO)DIMANGANES(IILIV)-TETRAQUIS-1,10’-FENANTROLINA NA
DETERMINACAO DE UMA SUBSTANCIA USADA NO DOPING

41 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho fundamentaram-se em:

v' Sintetizar 0 complexo metalico bis(p-oxo)dimanganés(IIL,IV)-tetraquis-1,10-
fenantrolina ([Mn"""" (u-O)(phen),]»(C104);.CH;COCH3);

v' Caracterizar o complexo sintetizado por Espectroscopia na regido do
Ultravioleta-Visivel,

v' Caracterizar eletroquimicamente o complexo [MnHI/IV(u—O)(pherz)z]z3+ em
solucao;

v' Preparar o eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado com
complexo [Mnnmv(u—O)(phen)z]2(C104)3;

v' Estudar o comportamento eletroquimico do eletrodo de pasta de carbono
quimicamente modificado com complexo [Mn"" Y (u-0)(phen),]2(Cl04)s;

v' Aplicar o eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado com o
complexo [Mn"""(u-O)(phen);]»(C104); como sensor eletroquimico na determinagio de

substancias usadas no doping.
4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.2.1 Reagentes e Solucoes

Os reagentes utilizados nos experimentos, assim como suas formulas moleculares,

procedéncia e pureza analitica encontram-se na Tabela 11.



Tabela 11 - Reagentes utilizados nos experimentos.

Reagente Formula molecular Procedéncia Pureza (%)
1,10-fenantrolina Ci2HgN, Sigma-Aldrich >99,0
Acetato de ) .
Mn(CH3;C0OO),.4H,0 Sigma-Aldrich >99.0
manganés(II)
Acetato de sédio CH;COONa Synth >97,0
Acetazolamida C4HeN4O5S, Fluka >99,0
Acetona CH;COCH; Vetec >99.0
Acetonitrila CH;CN Sigma-Aldrich >99,8
Acido acético CH;CO,H Vetec >99.7
Acido citrico HOC(COOH)(CH,COOH), Sigma-Aldrich >99.5
Acido ascorbico CeHgOg¢ Fluka >99.0
Acido latico C3HgO5 Synth >85%
Acido tirico CsH4N,05 Sigma >99,0
Bicarbonato de
NaHCO; Synth 100%
sodio
Cafeina CsH;0N4O5 Sigma-Aldrich >99,5
Cloreto de amonio NH4CI Synth 100%
Cloreto de calcio CaCl, Synth >99,0
Cloreto de calcio
CaCl,.2H,0 Synth >98.0
di-hidratado
Cloreto de
magnésio hexa- MgCl,.6H,0O Synth 100%
hidratado
Cloreto de potassio KCl Synth 100%
Cloreto de sodio NaCl Synth 100%
Dihidrogenofosfato
NaH,PO4 Synth 100%
de sodio
Dipirona C13H16N30O4SNa Fluka >99,0
Etanol CH;CH,OH Aldrich >99,8
Fosfato de potassio
KH,PO, Synth 100%
monobasico
Glicose C6H1206 Vetec 299,0
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Continua¢ao da Tabela 11.

Grafite em po — Sigma-Aldrich >99,0
Hexano CH;3(CH;)4CH3 Synth >95,0
Hidrogenofosfato
dissodico tri- Na,HPO4.3H,0 Synth 100%
hidratado
Hidroxido de sodio NaOH Vetec >97,0
Oleo mineral - Aldrich -
Paracetamol CH;CONHC¢H4OH Fluka >99,0
Perclorato de sodio NaClOy4 Vetec >98,0
Perclorato de _ )
(CH3;CH,CH,CH;)4N(Cl1O4) Sigma-Aldrich >99.0
tetrabutilamonio
Permanganato de
KMnOy4 Synth 100%
potassio
Sulfato de sédio Na;SOy4 Synth 100%
Tiocianato de
KSCN Synth 100%
potassio
Ureia CH4N,O Vetec >99.0

4.2.1.1 Reagentes utilizados nas sinteses

Os  reagentes  utilizados nas  sinteses do  complexo [Mn"" Vp-
O)(phen),]2(Cl04);.CH3;COCH;  foram  1,10-fenantrolina, acetato de manganés(I)

tetrahidratado, acetona, acido acético, etanol, perclorato de sd6dio e permanganato de potéssio.

4.2.1.2 Reagentes e solucdes utilizados nas medidas de caracterizacao

Na caracterizagdo do complexo [Mn"""(

u-O)(phen);]2(ClO4)s por Espectroscopia no
UV-Visivel utilizou-se acetonitrila como solvente. A caracterizacdo eletroquimica do
complexo [Mn"""(1-0)(phen);]2(Cl04); em solugdo orgdnica deu-se com a utilizagdo de
acetonitrila como solvente e perclorato de tetrabutilamoénio como eletrolito de suporte. Os
espectros de absorbancia foram obtidos para solugdes de 1,0 x 10 mol L do complexo

[Mn"""Y(u-0)(phen),]2(Cl04); diluidos em acetonitrila. Os estudos eletroquimicos do
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complexo [MnHUIV(u-O)(phen)z]2(CIO4)3 em solugdo foram realizados em acetonitrila

contendo 0,05 mol L' de perclorato de tetrabutilaménio e 1,0 mmol L™ do complexo diluido.

4.2.1.3 Reagentes utilizados na construcio do eletrodo de pasta de carbono modificado

Para a modificagdo quimica do eletrodo de pasta de carbono foi utilizado grafite em

p6 (<20um), dleo mineral, hexano e o complexo metalico [Mnm/ Y (u-0)(phen),]»(Cl0y);.

4.2.1.4 Reagentes e solucdes utilizados no estudo do comportamento eletroquimico do

eletrodo modificado em solucdo tampao

Para o estudo do comportamento eletroquimico do eletrodo modificado em solucao
tampao foi utilizado acetato de sédio e acido acético. Utilizou-se uma solugdo tampao acetato
0,1 mol L' em diferentes pH, sendo estes ajustados com solugdes de acido acético 0,5 mol L!

e hidroxido de sédio 0,5 mol L

4.2.1.5 Reagentes e solucoes utilizados na aplicacdo do eletrodo modificado com sensor

eletroquimico na determinac¢io de uma espécie utilizada no doping

O eletrodo modificado foi avaliado eletroquimicamente como sensor para as
seguintes espécies: acetazolamida, 4cido ascorbico, acido citrico, acido Uurico, cafeina,
.« e . ~ -1 o
dipirona, glicose e paracetamol. As solugdes estoque 1,0 mmol L~ destas espécies foram

preparadas em tamp3o acetato 0,1 mol L™

4.2.1.6 Reagentes e solucoes utilizados na determinacio de acetazolamida em amostras

sintéticas

A aplicagdo do sensor eletroquimico na determinagdo de acetazolamida foi estudada
utilizando amostras sintéticas de plasma, saliva e urina. A solu¢do de plasma sintético a ser
contaminada por ACTZ foi preparada de acordo com procedimentos descritos na literatura
[198]. Dessa forma, preparou-se uma solucao (1,0 L) contendo 8,036 g de cloreto de sodio,
0,352 g de bicarbonato de sodio, 0,225 g de cloreto de potéssio, 0,238 de hidrogenofosfato
dissodico tri-hidratado, 0,311 g de cloreto de magnésio hexahidratado, 0,293 g de cloreto de

calcio e 0,072 g de sulfato de s6dio em 1,0 L de agua deionizada. A solucao de saliva sintética
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[198] foi preparada pela mistura de 1,5 g de cloreto de sodio, 1,5 g de bicarbonato de sédio,
0,5 g de dihidrogenofosfato de sodio, 0,5 g de tiocianato de potassio € 0,9 g de acido latico em
1,0 L de agua deionizada. Também, preparou-se uma solucao (1,0 L) de urina sintética [199]
utilizando 1,10 g de cloreto de calcio di-hidratado, 2,925 g de cloreto de calcio, 2,25 g de
sulfato de sédio, 1,40 g de fosfato de potassio monobasico, 1,60 g de cloreto de potassio, 1,00
g de cloreto de amonio e 25,0 de ureia. Por fim, todas as amostras sintéticas foram
propositalmente contaminadas com 1,0 x 10* mol L' de ACTZ. Similarmente, uma solugéo

padrio de 1,0 x 10 mol L de ACTZ foi preparada em tamp3o acetato 0,1 mol L™.

4.2.1.7 Reagentes e solucoes utilizados na determinacio de acetazolamida em amostras
reais de urina

A aplicacdo eletroanalitica do sensor eletroquimico baseado no EPCM-[Mn"""(u-
O)(phen),]2(ClO4); na analise do controle de doping foi investigada através da determinacao
de acetazolamida em amostras reais de urina seguindo os moldes indicados pela Agéncia
Mundial Antidoping [200]. Sendo assim, uma amostra de urina fresca foi coletada em um
recipiente plastico previamente esterilizado de um individuo desportista voluntario de 24 anos
apd6s uma hora de exercicios anaerdbicos e 30 minutos de exercicios aerdbicos, tendo este
feito o uso de um comprimido de Diamox” (Genom) contendo 250 mg de ACTZ 6 horas
antes. A amostra de urina foi dividida e condicionada em dois recipientes hermeticamente
fechados (prova e contraprova).

No laboratorio, a amostra de urina (prova) foi filtrada por duas vezes em papel filtro
quantitativo (poros de 14 um) e condicionada em um novo recipiente plastico também
esterilizado e hermeticamente fechado. Um volume de 1,0 mL desta amostra de urina filtrada
foi utilizado para a extracdo do farmaco em 0,5 mL de acetato de etila. A fase organica foi
entdo separada em um tubo de ensaio e este foi deixado por 24 horas em dessecador. Apds a
evaporacao do extrato, o residuo foi dissolvido em 0,5 mL de etanol anidro. Uma aliquota de
120 pL desta solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL contendo tampao
acetato 0,1 mol L (pH 5,6). A andlise da segunda amostra de urina (contraprova) foi

realizada seguindo os mesmos parametros.
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4.2.2 Sintese do complexo metilico: bis(u-oxo)dimanganés(IILIV)-tetraquis-1,10-

fenantrolina ([MnHI/IV(u-O)(phen)z]2(ClO4)3.CH3COCH3)

A sintese do complexo metalico [MnHMV(u-O)(phen)z]z(ClO4)3.CH3COCH3 foi
realizada de acordo com adaptacdes de procedimentos citados na literatura [201]. Uma
solugdo de 1,08 g de Mn(CH;COO),.4H,0 (4,4 mmol) em 15 mL de 4gua deionizada foi
adicionada a 2,37 g de 1,10-fenantrolina (13,0 mmol) em 7,5 mL de acetona, formando uma
solucdo amarela. A esta solucdo foram adicionados 20 mL de tamp@o acetato 1,0 mol L™ (pH
4,5) e o pH ajustado com acido acético glacial a 4,5. Apds, a solugdo resultante foi resfriada
em banho de gelo até 0 °C e 0,30 g de KMnOy4 (1,9 mmol) em 12,5 mL de 4agua destilada
foram adicionados gota a gota sob agitacdo constante. Uma solugdo verde foi formada e esta
foi agitada por 15 minutos a 0 °C. Ao final do tempo, uma solu¢do de NaClO4 1,0 mol L' foi
adicionada e o precipitado formado foi filtrado, lavado com etanol e seco a temperatura

ambiente.

Figura 35 - Representagdo estrutural do complexo bis(p-oxo)dimanganés(I11,IV)-tetraquis-1,10-fenantrolina.
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Fonte: Autoria propria via software ACDLabs Freeware 2012.

\/

4.2.3 Caracterizacio do complexo [Mn"""(n-0)(phen),],(C10,); por Espectroscopia

na Regido do Ultravioleta-Visivel

As medidas de absorbancia foram realizadas em um Espectrofotometro UV-Visivel
(PerKinelmer), utilizando cubetas de quartzo de um centimetro de caminho 6ptico. Os
espectros foram obtidos para solugdes de 1,0 x 10 mol L' do complexo [Mn"""(u-

O)(phen);]2(ClO4); em acetonitrila empregando um intervalo de anélise de 500 a 850 nm.



79

4.2.4 Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram efetuadas empregando um
potenciostato/galvanostato  p-Autolab Type III  (Eco Chimie) conectado a um
microcomputador, gerenciado pelo software GPES 4.9.7., em uma cé¢lula eletroquimica
convencional contendo trés eletrodos: eletrodo de fio de platina como eletrodo auxiliar,
eletrodo de calomelano saturado (ECS) como eletrodo de referéncia e eletrodo de pasta de

carbono modificado (area = 0,08 cm?) como eletrodo de trabalho.

Figura 36 - Representagdo esquematica da célula eletroquimica com trés eletrodos. ER = eletrodo de referéncia,
ET = eletrodo de trabalho e EA = eletrodo auxiliar.

ER

Fonte: Autoria propria.

4.2.4.1 Limpeza dos eletrodos

Antes do uso, o tubo de Teflon® e a haste de ago inoxidavel utilizados para
construcdao do eletrodo de pasta de carbono modificado foram lavados com alcool etilico e

agua deionizada por trés vezes e seco em dessecador a temperatura ambiente.

4.2.4.2 Construcao do eletrodo de pasta de carbono modificado

O eletrodo de pasta de carbono modificado foi preparado pela mistura de 60% (™/in)
de po de grafite, 30% ("/i) de aglutinante (6leo mineral) € 10% ("/1,) do complexo metalico
[Mn"""(u-0)(phen),]2(Cl04)s. Nesta mistura foram adicionados 20 mL de hexano e entdo

colocada sob agitagdo em um agitador magnético até a completa evaporagao do solvente. Este
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composito foi colocado no interior de uma das extremidades de um tudo de Teflon® (didmetro
interno = 0,8 cm, didmetro externo = 1,0 cm e comprimento = 15 c¢cm) e entdo compactada
pressionando-se uma haste de aco inoxidavel (diametro = 0,8 cm e comprimento = 20 cm),

colocada na outra extremidade do tubo contra uma superficie plana e inerte (Figura 37).

Figura 37 - Representagio esquematica da constru¢do do EPCM-[Mn""" (u-0)(phen),]»(Cl0,)s.

Pasta de Carbono Modificada com o Complexo

[Mn™™(n-0)(phen),],(ClO.);

Fonte: Autoria propria.

43 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.3.1 Sintese e caracterizacio do complexo [Mnm/w(u-O)(phen)Z]2(C104)3 por

Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel

A utilizagdo de permanganato de potdssio como agente oxidante na sintese de
complexos de manganés oportuniza em sistemas de valéncia mista. Dessa forma, seguindo os
procedimentos reportados, foi possivel obter um complexo de oxo-manganés(III/IV) com um
rendimento de 91%.

A estrutura do complexo [Mn" Y (u-0O)(phen),]o*" consiste em um cation binuclear,
onde os dois nucleos de manganés ocupam o centro de um octaedro, sendo estes ligados entre

1T

si por meio de duas pontes p-oxo. A coordenacio do octaedro de Mn"™ e Mn'" consiste de oito

atomos de nitrogénio das moléculas de fenantrolina, como representado na Figura 38.
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Figura 38 - Representacdo estrutural em 3D do complexo bis(p-oxo)dimanganés(Il1,1V)-tetraquis-1,10-
fenantrolina, onde Mn = cinza, O = vermelho, N = azul, C = ciano ¢ H = branco.

Fonte: Autoria propria via software ACDLabs Freeware 2012.

A confirmagdo do complexo [MnHI/IV(p—O)(phen)z]2(CIO4)3 sintetizado foi
investigada utilizando a técnica de espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis. As
medidas foram realizadas em um intervalo espectral de 500 a 900 nm com concentragdo de
1,0 x 10® mol L™ do complexo dissolvido em tampio acetato 0,1 mol L™.

O espectro obtido para o complexo [MnHI/IV(p—O)(phen)z]2(C104)3 apresentou trés
bandas de absorcdo (Figura 39), corroborando com os resultados reportados na literatura
[201]. Ainda segundo Cooper e Calvin, as bandas obtidas sdo analogas do complexo
bis(bisdentado)diaqua-Mn(IIl) e as bandas de maior valor energético (530 e 560 nm) sdo
atribuidas as transi¢oes d-d do estado Sng na simetria octaédrica. A banda de menor energia
(676 nm) ¢ atribuida as transferéncias de carga ligante-metal das ligacdes do oxigénio para os

r1: IIT I
centros metalicos de Mn""Mn'".

Figura 39 - Espectro de absor¢ao obtido para 1,0 x 10* mol L' do complexo [MnIH/N(p—O)(phen)z]2(C104)3 em
acetonitrila.
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4.3.2 Caracterizacdo Eletroquimica do complexo [MnHI/IV(u-O)(phen)z]2(ClO4)3 em

solucao organica

O comportamento eletroquimico do complexo [Mn"™"(n-O)(phen),]o(ClO4); em
solugdo organica foi estudado por voltametria ciclica utilizando 1,0 mmol L™ do complexo
diluido em acetonitrila contendo 0,05 mol L de perclorato de tetrabutilaménio com um
eletrodo de platina em um intervalo de potencial de 0,05 a 0,65 V vs. ECS com uma
velocidade de varredura de 25 mV s™. O voltamograma ciclico para o complexo em solu¢io
apresentou um par redox, sendo o pico anddico (£p,) em 0,396 V vs. ECS e o pico catodico
(Epe) em 0,311 V vs. ECS, como pode ser observado na Figura 40. A variagdo de potencial
(AE,) e o potencial de meia (E,») foram equivalentes a 0,085 V e 0,354 V vs. ECS,

respectivamente.

Figura 40 - Voltamograma ciclico para complexo [Mn"" Y (u-0)(phen),],(Cl04); (1,0 mmol L) em solugdo de
CH;CN contendo 0,05 mol L™ de PTBA utilizando eletrodo de platina em um intervalo de potencial de 0,05 a
0,65 V vs. ECS com uma velocidade de varredura de 25 mV s
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A técnica de voltametria de pulso diferencial também foi utilizada para verificagdo
do comportamento eletroquimico do complexo [Mn'" YV (u-0)(phen);]2(Cl04); em solugdo
orgénica, dessa forma, aplicou-se esta em um intervalo de potencial de 0,1 V a 0,6 V vs. ECS
a 25 mV s” com pulso de 50 mV. A Figura 41 apresenta os voltamogramas de pulso
diferencial no sentido de oxidacao e redugdo. Nestes voltamogramas, um processo redox no
sentido anodico (0,388 V vs. ECS) e catodico (0,338 V vs. ECS) foi observado, corroborando

com os resultados obtidos aplicando a técnica de voltametria ciclica.



83

Figura 41 - Voltamograma de pulso diferencial para o complexo [Mn"""(1-0)(phen),]»(C104); (1,0 mmol L)
em CH;CN contendo 0,05 mol L' de PTBA utilizando eletrodo de platina em um intervalo de potencial de 0,1 a
0,6 V vs. ECS com uma velocidade de varredura de 25 mV s e pulso de 50 mV, sendo A) sentido anddico e B)

sentido catddico.
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Os voltamogramas ciclicos obtidos apresentam um processo redox atribuido ao par
Mn"Mn"/Mn'"Mn", de acordo com a Equacdo 31, com caracteristica de um processo
reversivel. Diferentemente dos processos sugeridos para o complexo [Mn"""(p-
O)(phen),]2(ClOy)s, a literatura aponta alguns voltamogramas com a formacdo de espécies
binucleares do tipo Mn""Mn", as quais proporcionam irreversibilidade ao sistema devido ao

efeito Jahn Teller dos nucleos do complexo [44].

[Mn"'(p-0),Mn""]** — [Mn"V(u-0),Mn™]*" + 1e (31)
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4.3.3 Comportamento Eletroquimico do eletrodo de pasta de carbono modificado com

complexo [Mn""" (n-O)(phen),],(C10,);

O comportamento eletroquimico do eletrodo de pasta de carbono modificado com
complexo [Mn"" Y (u-0)(phen),]2(Cl04); foi investigado por voltametria ciclica em tampdo

acetato 0,1 mol L (pH 4,76). O voltamograma ciclico obtido para o EPCM-[Mn"""(

,”l’-
O)(phen);]2(ClO4); (Figura 42) relevou um sistema guasi-reversivel com um processo redox
(Epa = 0,795 V ¢ Ep. = 0,444 V vs. ECS), o qual ¢ atribuido ao par redox Mn"""/Mn"™""
conforme a Equacdo 32. A variagdo de potencial (AE,) e o potencial de meia (E,,) foram de

0,351 V ¢ 0,620 V vs. ECS, respectivamente.
[Mn"!(p-0):Mn" > gpeny — [Mn" (1-0):Mn" 1" gpemp + e (32)

Figura 42 - Voltamograma ciclico para o EPCM-[Mn"""(u-O)(phen),]»(C10,); em tampio acetato 0,1 mol L™
(pH 4,76) na presenca de oxigénio utilizando um intervalo de potencial de 0,0 a 1,2 (V) vs. ECS com velocidade
de varredura de 25 mV s
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A influéncia do oxigénio dissolvido no comportamento eletroquimico do EPCM-
[Mn"" YV (u-0)(phen),]2(Cl04); foi investigada borbulhando-se Na(g) por 15 minutos antes das
medidas eletroquimicas em solucdo tampao. A partir dos voltamogramas ciclicos obtidos ¢é
possivel observar um aumento dos valores de corrente de pico para o par redox

Mn""V/ MV apos a retirada do oxigénio molecular dissolvido (Figura 43).
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Figura 43 - Voltamograma ciclico obtido para o EPCM-[Mn"""(u-0)(phen),]»,(Cl04); em solugio tampio

acetato 0,1 mol L™ (pH 4,76) em um intervalo de potencial de 0,5 V a 0,95 V vs. ECS utilizando uma velocidade
de varredura de 15 mV s™' na auséncia (linha vermelha) e presenca (linha preta) de oxigénio dissolvido.
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Este fato pode estar relacionado com a interagdo do oxigénio molecular com o
complexo na superficie do eletrodo modificado. Dessa forma, o oxigénio serve como um
inibidor dos processos redox de Mn"/Mn', o que consequentemente propicia em um
decréscimo do valor de corrente de pico. De outro modo, na auséncia de oxigénio, a
concentragdo de sitios eletroativos torna-se maior que na presenga de oxigénio. Embora a
interagdo O,/EPCM-[Mn"""(u-O)(phen),]o(Cl104); sirva como inibidor, nenhuma mudanca
significativa no potencial pode ser observada, sendo assim, a solugdo tampdo na presenga de
oxigenio foi adotada para estudos posteriores.

O efeito da velocidade de varredura de potenciais (5 mV s a 200 mV s™) sobre o
comportamento do EPCM-[Mn"" YV (u-0)(phen),]2(Cl04); foi investigado em solucgio tampdo
acetato 0,1 mol L' (pH 4,76) em um intervalo de potencial de 0,0 V a 1,2 V vs. ECS.
Analisando a Figura 44 e os dados apresentados na Tabela 12, evidencia-se um aumento dos
potenciais das correntes de pico redox, assim com a variagdo entre os potenciais, € um

decréscimo dos potenciais de meia com o aumento da velocidade de varredura aplicada.
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Figura 44 - Estudo da velocidade de varredura para o EPCM-[Mn""" (u-O)(phen),]»(Cl0,); em solugio tampio

acetato 0,1 mol L™ (pH 4,76) na presenca de oxigénio dissolvido variando a velocidade de 5 a 200 mV s™.
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Tabela 12 - Valores de potencial de pico anddico (£,,) € catodico (E),.), corrente de pico anddica (1) € catddica
(Iye), potencial de meia (E,,) € separagdo dos potenciais de pico (AE,) para as diferentes velocidades de
varreduras aplicadas.

Velocidade  Eyy (V) vs.  Epe (V) vs. E,» (V) AE, (V)

(mV s™) p ECS pEcs Toa WA e (1) vsl.) ECS s l1)zcs
5 0,723 0,538 64,8 66,4 0,631 0,185
10 0,758 0,500 109 ~109 0,629 0,258
15 0,786 0,465 145 _148 0,626 0,321
25 0,823 0,415 195 204 0,619 0,408
50 0,873 0,334 273 202 0,604 0,539
75 0,895 0,275 319 1354 0,585 0,620
100 0,920 0,237 366 ~403 0,579 0,683
150 0,940 0,169 418 474 0,555 0,771
200 0,947 0,129 446 ~524 0,538 0,818

O estudo das correntes de pico anddica e catddica com a raiz quadrada da velocidade
de varredura para o EPCM-[Mn"" Y (u-0)(phen),]2(Cl04); pode ser observado na Figura 45.
Nesta figura é possivel observar a dependéncia linear para ambas I, € I, com a raiz quadrada
da velocidade, sugerindo um tipico sistema guasi-reversivel [202, 203].

Ainda de acordo com os resultados obtidos no estudo da velocidade de varredura, a
dependéncia linear para baixas velocidades de varredura (5 a 25 mV s') propde que o

processo redox atribuido aos nucleos de manganés na superficie do eletrodo modificado segue
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um mecanismo controlado pela difusdo, sendo entdo a eletroneutralidade controlada pela

difusdo das espécies idnicas presentes na solucao e a superficie do eletrodo modificado [100].

Figura 45 - Dependéncia das correntes de pico anddica (/,,) e catddica (/) com a raiz da velocidade de
varredura.
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Para processos difusionais, a concentracdo de espécie eletroativa (/') na superficie do
EPCM-[Mn"" Y(u-0)(phen),]2(Cl04); pode ser determinada para voltamogramas ciclicos
obtidos em solucio tampdo a baixa velocidade de varredura (5 mV s™), utilizando a Equacio

35[100]:

r=— (35)

onde /" representa a concentracdo de espécie eletroativa formada na superficie do eletrodo
(mol cm™), O a carga obtida a partir integral da area dos valores de corrente de pico anddica
em fun¢do do tempo de varredura com corre¢do de linha base (C), » o nimero de elétron
decorrente do processo redox (n = 1), F' a constante de Faraday (96485,3399 C mol/e’, e 4 a
area do eletrodo de pasta de carbono (0,08 cm?). Dessa forma, a concentracdo de espécie
eletroativa na superficie do EPCM-[Mn"" Y (u-0)(phen),]2(Cl0y); foi estimada em 2,65 nmol

2
cm .
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4.3.4 Oxidacao Eletrocatalitica de Acetazolamida

Utilizando o EPCM-[Mn"""(u-O)(phen),]»(Cl0,); a determinacio de ACTZ foi
investigada inicialmente em solugdo tampdo acetato 0,1 mol L™ (pH 4,76) empregando a
técnica de voltametria ciclica. A Figura 46 apresenta o voltamograma ciclico para o EPCM-
[Mnnmv(u-O)(phen)z]z(ClO4)3 na auséncia e na presenca de 1,00 x 10° mol L', 2,50 x 10®
mol L' e 5,00 x 10° mol L de ACTZ, onde ¢ possivel observar o aumento da corrente de

pico anddica e catddica com o aumento da concentragdo de ACTZ.

Figura 46 - Voltamogramas ciclicos para o EPCM-[Mn"" Y (u-0)(phen),]»(Cl04); em tampio acetato 0,1 mol L™
(pH 4,76) na auséncia (linha vermelha) e presenca (linhas pretas) de 1,00 x 10° mol L™, 2,50 x 10° mol L' ¢
5,00 x 10° mol L™ de ACTZ utilizando um intervalo de potencial de 0,0 a 1,2 (V) vs. ECS com velocidade de
varredura de 25 mV s
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Gholivand e Parvin propdem dois mecanismos para a eletrooxidacao de ACTZ [96]:
um para valores de pH menores que 7,0 e outro para valores de pH maiores que 7,0, de acordo
com a Figura 47. Tendo em vista estes mecanismos e a utilizacdo de uma solucdo de tampao
acetato 0,1 mol L™ em pH 4,76 (pH < 7,0) pode-se esperar que a eletrooxidagio de ACTZ
pelo EPCM-[Mn"" Y (u-0)(phen),]»(Cl04); ocorra através de um mecanismo com dois protons

e dois elétrons.
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Figura 47 - Mecanismo para eletrooxidacdo de ACTZ para valores de a) pH < 7,0 e b) pH > 7,0.
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Fonte: Adaptado de Gholivand e Parvm [96] via software ACDLabs Freeware 2012.

4.3.4.1 Estudo da Velocidade de Varredura

O efeito da velocidade de varredura de potenciais (5 a 200 mV s) sobre a resposta
voltamétrica do EPCM—[Mnm/lv(p—O)(phen)z]2(ClO4)3 na eletrooxidacdo de ACTZ foi
investigado em tampdo acetato 0,1 mol L™ contendo 1,00 x 10° mol L de ACTZ (Figura
48). As correntes de pico anoddica e catddica variaram linearmente com a raiz quadrada das
velocidades de varredura (Figura 49), sugerindo que a oxidacdo de ACTZ segue um

mecanismo controlado pela difusdo de acordo com as Equagdes 36 e 37.
Lo (MA) = 32,01 +2,39 v (mV"* s?) (n=5,R=0,991) (36)

L (pA) = 53,44 — 2,79 v'* (mV"? s72) (n=5,R=0,996) (37)
pe (M
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Figura 48 - Estudo da velocidade de varredura em solugdo tampdo acetato 0,1 mol L™ (pH 4,76) contendo 1,00
x 10° mol L' de ACTZ na presenca de oxigénio dissolvido para o EPCM-[Mn"""(u-O)(phen),]»(Cl0,);
variando a velocidade de 5 mV s 2200 mV s,
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Figura 49 - Dependéncia das correntes de pico anoddica (/,,) e catddica (/) com a raiz da velocidade de
varredura.
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Para velocidades de varredura acima de 50 mV s”', um pequeno decréscimo das
correntes de pico anddica e catddica foi observado, indicando a existéncia de uma limitacao
cinética na reagdo entre o EPCM—[Mnm/lv(p—O)(phen)z]2(ClO4)3 e ACTZ em altas velocidades
de varreduras.

A Tabela 13 apresenta os valores de potencial de meia e separacdo de potencial para
as diferentes velocidades de varredura estudadas. Nesta pode-se evidenciar uma diminuigdo
dos valores de potencias de meia, assim como um aumento da separagdo dos picos de

potenciais com o acréscimo da velocidade de varredura. A partir dos resultados obtidos, a
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velocidade de varredura de 25 mV s™ foi escolhida para os seguintes estudos, uma vez que

resulta em voltamogramas com melhor defini¢do de pico.

Tabela 13 - Valores de potencial de meia e separacdo de potencial para as diferentes velocidades de varredura
estudadas.

v (mV s™) Ein (V) vs. ECS AE, (V)

5 0,631 0,193
10 0,629 0,280
15 0,625 0,336
25 0,618 0,422
50 0,605 0,560
100 0,585 0,703
150 0,562 0,791
200 0,547 0,842

4.3.4.2 Estudo do pH

O efeito do pH sobre resposta voltamétrica EPCM-[Mn""" (u-O)(phen),]2(Cl04); na
determinag¢do de ACTZ foi analisado aplicando potenciais no intervalo de 0,0 a 1,2 V vs. ECS
com velocidade de varredura de 25 mV s em tampdo acetato contendo 1,00 x 10° mol L' de
ACTZ, variando o pH de 3,8 a 5,6 (faixa tamponante). De acordo com a Figura 50, pode-se
observar um incremento do potencial de meia em concordincia com o pH até o valor maximo

de 4,4 sendo que para pH superiores, o valor de potencial de meia decresce.

Figura 50 - Influéncia do pH no potencial redox (£,) do EPCM-[Mn"""(1-O)(phen),]»(Cl0,); na determinagio
de ACTZ.
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Ainda analisando a rela¢do do E,» ((V) vs. ECS) versus pH, um valor de coeficiente
angular equivalente a 51 mV pH™' pdde ser obtido para a regido de maior intervalo linear (pH
4,7 a 5,6). De acordo com resultados reportados na literatura [100], este valor de coeficiente
angular (= 59 mV pH™) corresponde a um processo redox envolvendo um préton para um
elétron. Assim, o equilibrio entre os centros metalicos Mn""Mn'" pode ser representado pela

Equacao 38:
[Mn"'(n-O)(u-OH)Mn" 1> Epeny — [Mn" (-0),Mn"™ " gperyy + 1TH +1e” (38)

Este mecanismo baseia-se na transferéncia eletronica acoplada a prétons, a qual os
elétrons e protons sao transferidos ao mesmo tempo, sendo esta uma via muito importante em
diversos processos bioldgicos, pois permite o acimulo de equivalentes redox necessario para
realizacdo de reacdes multieletronicas, como por exemplo, a respiragdo, a fixacdo de
nitrogénio e a fotossintese [204]. Este tipo de transferéncia eletronica ¢ comumente aplicada
aos complexos oxo-manganés devido suas participagdes como complexos de evolucdo de
oxigénio no mecanismo do fotossistema II [205-207].

Ainda, de acordo com o mecanismo proposto por Gholivand e Parvin [96] para a
eletrooxidagdo de ACTZ em pH maior que 7,0 (Figura 47) pode-se evidenciar que o EPCM-
[Mnlww(p—O)(phen)z]z(ClO4)3 promove a eletrooxidagdo de ACTZ por intermédio de um
mecanismo catalitico onde um dos nticleos de Mn""Mn'" ¢ eletroquimicamente oxidado a
Mn"Mn'"" na superficie do eletrodo, entio o complexo em sua forma oxidada reage com a
ACTZeq) gerando ACTZ o) €, consequentemente, reduzindo um dos nucleos de Mn"VMn" a
Mn"Mn"Y, de forma que volte ao seu estado de oxidagio original, o qual pode ser
eletroquimicamente reoxidado. Dessa forma, as etapas eletroquimica e quimica podem ser

representadas de acordo com as seguintes equacoes:
[Mn"(1-0)(u-OH)Mn" 1" gpery — [Mn' (u-0),Mn"™ 1" gpeny + TH + le (38)

[MnIV(M'O)2MnW]4+(EPCM) + ACTZ (req) —
[Mn"!(u-O)(n-OH)Mn" > gpemy + ACTZox) + 1H' 39)

Uma tentativa de representacdo do mecanismo no eletrodo ¢ apresentada na Figura

51.
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Figura 51 - Mecanismo de oxidagio da acetazolamida mediada pelo EPCM-[Mn""" (u-O)(phen),]»(Cl10,);.
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Superficie do Sensor Eletroquimico Solucao
Examinando a varia¢do de potencial nota-se que ha uma diminui¢ao linear destes

valores até¢ o pH 5,0 e outra menor até o valor de pH 5,6 de acordo com a Figura 52. Dessa

forma, em decorréncia do menor potencial de meia e variacdo de potencial obtidos, para

estudos subsequentes foram utilizadas solugdes tampdo acetato 0,1 mol L em pH 5.6.

Figura 52 - Variagdo do potencial em fungdo do pH na determinagio de ACTZ pelo EPCM-[Mn""(p-

O)(phen);](ClOy);.

0,750 -
0,675 |

0,600 -

=7

3

0,525 -
0,450 -

0,375

3,9 42 4.5 4.8 5,1 5,4 5,7
pH



94

4.3.4.3 Estudos de interferentes

A influéncia de possiveis compostos eletroativos interferentes na determinacao de
ACTZ pelo EPCM-[Mn""™(u-O)(phen),]»(Cl04); foi investigada para sete diferentes
substancias: acido ascorbico, acido citrico, acido urico, cafeina, dipirona, glicose e
paracetamol. Os estudos foram realizados usando a técnica de voltametria ciclica empregando
um intervalo de potencial de 0,0 a 1,2 V vs. ECS com velocidade de 25 mV s! em uma
solucdo tampdo acetato 0,1 mol L (pH 5,6) contendo uma concentracio fixa de 1,00 x 10
mol L™ de ACTZ e uma concentragio fixa de 1,00 x 10 mol L™ do possivel interferente. A
Figura 53 apresenta os valores de corrente relativa para o EPCM-[Mn"""(u-

O)(phen),]2(Cl04); na presenga dos interferentes, sendo estes obtidos pela Equagao 40.

[magnitude de corrente ACTZ+interferente]
corrente ACTZ

% Corrente Relativa =

x 100 (40)

Figura 53 - Relag@o da corrente relativa para a detecgdo de ACTZ na presenca de interferentes, onde AA =
acido ascorbico, AC = acido citrico, AU = acido urico, CF = cafeina, DIP = dipirona, GLI = glicose ¢ PAR =
paracetamol.
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Os componentes estudados foram considerados como ndo interferentes quando o erro
relativo na medigdo de corrente foi menor que 5%. Analisando entdo as espécies interferentes
estudadas, acido ascorbico, acido citrico e dipirona provocariam maior diferenca no sinal
analitico na determinacdo de ACTZ, no entanto, mesmo tendo um desvio maior na corrente
relativa, nenhum destes alcangou o valor de 5%. A presenga de dipirona e acido citrico
influenciaram em um aumento de corrente de 3,76% e 3,32%, respectivamente. Os demais

interferentes: acido urico (1,77%), cafeina (1,76%), glicose (0,64%) e paracetamol (1,70%)
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apresentaram influéncias pouco significativas na corrente relativa. Com este estudo pdde-se
demonstrar a elevada eficicia e seletividade do sensor proposto frente a determinagdo de

ACTZ.
4.3.4.4 Curva analitica

Ap6s o condicionamento dos parametros para 0 EPCM-[MnHMV(p-
O)(phen);]2(Cl04)3, medidas de voltametria ciclica foram realizadas em um intervalo de
potencial de 0,0 a 1,2 V vs. ECS em diferentes concentragdes de ACTZ a fim de obter uma
curva analitica. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em tampio acetato 0,1 mol L™ (pH
5,6) variando, inicialmente, a concentragdao de 5,00 x 10 mol L' a 7,50 x 107 mol L' de

ACTZ (Figura 54).

Figura 54 - Voltamogramas ciclicos para 0 EPCM-[Mn"" (u-O)(phen),]»(C10,); em tampao acetato 0,1 mol L™
(pH 5,6) na auséncia (linha vermelha) e com sucessivas adi¢des (linhas pretas) no intervalo de 5,0 x 10 mol L~
"a 7,5 x 107 mol L' de ACTZ utilizando uma janela de potencial de 0,0 a 1,2 (V) vs. ECS com velocidade de
varredura de 25 mV s
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A Figura 55 apresenta a variagdo da corrente de pico anddica em funcido da
concentracdo de ACTZ. Com base nesta € possivel observar dois intervalos lineares, sendo o
de menor concentragdo de 5,00 X 10 mol L 23,50 x 10" mol L e 0 seguinte de 3,50 x 107
mol L' a 7,50 x 107 mol L', de acordo com as equacdes de regressdo linear,

respectivamente:

AL, (mA) =-1,70 x 10° + 386,51 [ACTZ] pmol L' (n=7,r=0,999 41
p
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AL, (mA) =2,79 x 10° + 303,81 [ACTZ] pmol L (n=9, r=0,998) (42)

Dessa forma, com o menor intervalo linear obteve-se um limite de quantificacao (dez
vezes o sinal de trés voltamogramas do branco/coeficiente angular) [182] de 3,00 x 10™ mol
L', limite de detecgio (trés vezes o sinal de trés voltamogramas do branco/coeficiente

angular) [182] de 9,00 x 10” mol L™ ¢ sensibilidade 3865,1 mA L pmol™.

Figura 55 - Dependéncia dos valores de corrente de pico anddica em fungdo da concentragio de 5,0 x 10™ mol
L"a7,5x 10" mol L' de ACTZ.
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Do mesmo modo, voltamogramas ciclicos foram obtidos variando a concentragdo de

1,00 x 10° mol L™ a 1,00 x 10° mol L™ de ACTZ (Figura 56).

Figura 56 - Voltamogramas ciclicos para o EPCM-[Mnumv(p—O)(phen)z]z(C104)3 em tampéo acetato 0,1 mol L™
(pH 5,6) na auséncia (linha vermelha) e com sucessivas adigdes (linhas pretas) no intervalo de 1,0 x 10 mol L~
"a 1,0 x 10”° mol L' de ACTZ utilizando uma janela de potencial de 0,0 a 1,2 (V) vs. ECS com velocidade de
varredura de 25 mV s
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Para estes voltamogramas, uma nova curva analitica foi obtida (Figura 57), sendo o
mais baixo intervalo linear de concentra¢ao de 1,00 x 10°mol L' a 3,00 x 10° mol L de

ACTZ.

Figura 57 - Dependéncia dos valores de corrente de pico anddica em fungdo da concentragdo de 1,0 x 10 mol
L"a1,0x 10° mol L' de ACTZ.
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Para concentragdes superiores a 5,00 x 10° mol L' um notéavel desvio da linearidade
foi observado, o qual pode ser atribuido a saturacdo méxima dos sitios eletrocataliticos
disponiveis na superficie do eletrodo modificado, isto €, ocorre uma absor¢do de ACTZ e
subsequentemente uma saturagdo dos sitios ativos de Mn""/Mn'" na superficie do eletrodo.

Também, medidas voltamétricas de varredura linecar foram realizadas em um
intervalo de potencial de 0,1 a 1,2 V vs. ECS em diferentes concentragdes de ACTZ a fim de
obter uma nova curva analitica. Os voltamogramas lineares foram obtidos em tampao acetato
0,1 mol L! (pH 5,6) variando a concentracao de 5,00 x 10° mol L' a 7,00 x 10® mol L' de
ACTZ (Figura 58).
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Figura 58 - Voltamogramas lineares para 0 EPCM-[Mn""" (u-O)(phen),]»(Cl0,); em tampdo acetato 0,1 mol L™
(pH 5,6) na auséncia (linha vermelha) e com sucessivas adi¢cdes (linhas pretas) de ACTZ utilizando um
intervalo de potencial de 0,1 a 1,2 (V) vs. ECS com velocidade de varredura de 25 mV s
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Utilizando a técnica de voltametria de varredura linear obteve-se uma resposta
analitica melhor do que a obtida por voltametria ciclica. Conforme apresentado na curva
analitica (Figura 59), similarmente, dois intervalos lineares foram observados, sendo o de
menor concentracao de 5,00 x 10° mol L' a 2,50 x 10 mol L e 0 maior de 2,50 x 10 mol

L' a7,00x10®mol L, de acordo com as equagdes de regressio linear, respectivamente:
Al (mA) = -2,96 % 10° + 18,63 [ACTZ] pmol L™ n=51r=0999) (43
AL, (mA) = 1,37 x 10° + 12,27 [ACTZ] pmol L (n=5,r=0999) (44)
Utilizando o menor intervalo linear obteve-se um limite de quantifica¢do (dez vezes

o sinal de trés voltamogramas do branco/coeficiente angular) [182] de 1,59 x 10® mol L™,

limite de deteccdo (trés vezes o sinal de trés voltamogramas do branco/coeficiente angular)

[182] de 4,76 x 10 mol L™ e sensibilidade 18,63 mA L pmol™.
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Figura 59 - Dependéncia dos valores de corrente de pico anddica em fungdo da concentragio de 5,00 x 10” mol
L"a7,00x 10° mol L' de ACTZ.
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A Tabela 14 sumariza os resultados obtidos na determinag¢do de ACTZ pelo EPCM-
[Mnnmv(p—O)(phen)z]z(ClO4)3 utilizando as duas diferentes técnicas eletroquimicas estudadas
e a Tabela 15 compara estes valores com sensores eletroquimicos para ACTZ anteriormente
reportados pela literatura.

Analisando os resultados analiticos da determinagdo de ACTZ pelo sensor por meio
de diferentes técnicas eletroquimicas, pode-se evidenciar que os melhores e mais sensiveis
foram obtidos utilizando a técnica de voltametria de varredura linear. Quando comparado
estes resultados com sensores eletroquimicos anteriormente reportados, o sensor baseado no
EPCM-[Mn"" Y (u-0)(phen),]2(Cl04); mostrou-se melhor que os descritos para a oxidagio de

ACTZ, demonstrando a elevada eficiéncia e sensibilidade do sensor proposto.
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Tabela 14 - Resultados obtidos na determinagio de ACTZ pelo sensor EPCM-[Mn""" (1-O)(phen),]»(C104); por meio de diferentes técnicas eletroquimicas.
Voltametria ciclica Voltametria de varredura linear

Intervalo de resposta 5,00 x 10°—7,50 x 107" mol L~ 5,00 x 107 —7,00 x 10® mol L’

Intervalo linear 5,00 x 10°=3,50 x 10" mol L™ 5,00 x 10°=2,50 x 10" mol L™
Limite de Quantificacio 4,41 x 10® mol L™ 1,59 x 10 mol L™
Limite de Detecc¢io 1,32 x 10® mol L™ 4,76 x 10 mol L'
Sensibilidade 386,51 mA L pmol’ 18,63 mA L pmol™”

Tabela 15 - Comparagao dos resultados analiticos com diferentes sensores para a determinagido de ACTZ.
Limite de

Técnica Limite de deteccao
Material Processo quantifica¢ao . Referéncia
voltamétrica . (mol L)
(mol L)
RGO/GPE Reducio Pulso Diferencial 7,30 x 107 2,20 x 107 [97]
GNP-MCPE Oxidagdo Pulso Diferencial 2,40 x 107 7,10 x 107 [96]
MISPE Oxidacdo Pulso Diferencial 9,00 x 107 2,70 x 107 [95]

EPCM- [Mnm/w(u-

Oxidacgao Varredura Linear 1,59 x 10 4,76 x 10° Este trabalho
O)(phen)z]z(ClO4)3
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4.3.4.5 Avaliacdo das caracteristicas biomiméticas do sensor EPCM-[MnHmV(u-

O)(phen),]2(Cl0y);

As propriedades biomiméticas do EPCM-[Mnnmv(u-O)(phen)z]z(ClO4)3 podem ser
evidenciadas através da relagdao da corrente de pico anddica versus a concentracdo de ACTZ
(Figura 57), o qual exibe perfil similar ao modelo de Michaelis-Menten para um eletrodo

enzimatico. Dessa forma, um possivel mecanismo pode ser descrito como a seguir:

k
Mn" (1-0),Mn"™ gpey + ACTZ ged) «— [(Mn" (1-0),Mn™ ) «(ACTZ req)pcryy  (43)

kcat

[(Mn" (1-0):Mn")(ACTZea)) ] eremy —
Mn"(u-0)(u-OH)Mn" gpemy + ACTZ o) (46)

Os parametros cinéticos foram obtidos por trés formas diferentes, partindo do
rearranjo da equacdo de Michaelis-Menten, onde inicialmente pode ser aplicada a ACTZ para

o estado estacionario de corrente catalitica (issc) [133, 183, 184]:

i o MFATket [ACTZ] _ _imay [ACTZ] @
SSC ™ kIPPL[ACTZ]  KIPP+[ACTZ]

onde 7 é o nimero de elétrons envolvidos na reagdo catalitica, K™ é a constante aparente de
Michaelis-Menten, A (cm?) é a area do eletrodo, I” (mol cm™) é concentragio de espécie
eletroativa na superficie do eletrodo, k.,s € a constante catalitica, im.x € a corrente maxima
catalitica (imax =1 F A I kea) € [ACTZ] € a concentragdo de acetazolamida. Primeiramente, os
parametros cinéticos foram obtidos por intermédio do rearranjo da equacdo de Michaelis-

Menten pela expressdo de Lineweaver-Burke:

1= Liri + — L = 5, .[ACTZ] + I 43
ipa  NFATKkeq [ACTZ]  nFATkeg LB LB (48)

Ip= —— 49
LB ™ nFATkeqe (49)



app
Sip = — M —
LB ™ nrark
cat
Ap6s, de acordo com Eadie-Hofstee:
ipa _ TlFAchat_ ipa _ I —S l
= app app — !EH EH'pa
[ACTZ] Ky Ky, p
-1
Sey = —ap
EH app
Ky
I _ nFAT kcat
EH — app
Ky
E por fim, por Hanes-Woolf:
[ACTZ] _  [ACTZ]
ipa nFAchat nFAchat
1
Syw = ———
HW ™ n F AT kege
app
Ly = —2—
HW ™ 2 F AT kege
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(50)

(1)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

As incognitas S e [/ denotam o coeficiente angular e linear, respectivamente,

derivados das equagdes lineares dos graficos obtidos pelos diferentes métodos. Também,

foram avaliados os pardmetros cinéticos de constante de especificidade (k;) [208] e constante

de velocidade de transferéncia eletronica heterogénea (k’.) foram calculados pelas Equacdes

57 e 58, respectivamente, para cada método.

k _ kcat

s = app
KM

k/ _ kcar T

- Kapp

(57)

(38)
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Os graficos de Alpa'l vs. [ACTZ]" para Lineweaver-Burke, 1,.,/[ACTZ] vs. Al,, para
Eadie-Hofstee e [ACTZ]/I,, vs. [ACTZ] para Hanes-Woolf sdo apresentados na Figura 60 e
os resultados cinéticos estao listados na Tabela 16.

Figura 60 - Analise de Michaelis-Menten em termos dos graficos de a) Lineweaver-Burke, b) Eadie-Hofstee e
¢) Hanes-Woolf baseado nos resultados da Figura 57.
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Tabela 16 - Parametros cinéticos de Michaelis-Menten aplicados ao sensor biomimético EPCM-[Mn
O)(phen)>1x(ClO,)s.

u_

Método K™ » ks K,
Lineweaver-Burke 1,147 0,201 1,752 0,019
Eadie-Hofstee 1,204 0,204 1,694 0,019
Hanes-Woolf 1,243 0,205 1,649 0,018

K™ = pmol L ke =575k (107) = (mol L)' s s k= cm s,

4.3.4.6 Aplicacdo eletroanalitica do sensor EPCM-[MnIH/IV(u-O)(phen)z]z(ClO4)3 em

amostras sintéticas

A fim de estudar sua viabilidade, a aplicacdo do sensor eletroquimico baseado no
EPCM-[Mn""" (1-O)(phen),]5(Cl04); na determinagio de ACTZ foi investigada inicialmente
pelo método de adicdo multipla de padrao em amostras de fluidos bioldgicos sintéticos, sendo
eles: plasma, saliva e urina. Os estudos foram realizados aplicando a técnica de voltametria
ciclica empregando um intervalo de potencial de 0,0 a 1,2 V vs. ECS com velocidade de 25
mV s em uma solucdo tampao acetato 0,1 mol L (pH 5,6).

Sendo assim, ap6s o registro de voltamogramas ciclicos na auséncia de ACTZ, uma
aliquota de 60 pL da amostra de plasma sintética contaminada com 1,0 x 10 mol L de
ACTZ foi adicionada a célula eletroquimica, obtendo uma concentracdo final equivalente a
3,0 x 107 mol L™ de ACTZ, seguido por adi¢des multiplas de 10 uL de padrio de ACTZ. A
Figura 61 apresenta os voltamogramas ciclicos resultantes do método de adicdo multipla de
v

padrdo utilizado para determinagdo de ACTZ em plasma sintético pelo EPCM-[Mn
O)(phen)z]z(ClO4)3

M_



105

Figura 61 - Voltamogramas ciclicos do sensor eletroquimico baseado no EPCM-[Mn"""(u-O)(phen),],(Cl0,)s
em tampdo acetato 0,1 mol L™ (pH 5,6) para a determinagdo de ACTZ contendo a amostra de plasma sintético
contaminado (linha vermelha) e com sucessivas adigoes de padrdo de ACTZ (linhas pretas) um intervalo de
potencial de 0,0 a 1,2 (V) vs. ECS com velocidade de varredura de 25 mV s
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A partir dos voltamogramas ciclicos, os valores das correntes de pico anddico foram
registrados e a curva por adi¢do multipla de padrdo foi obtida (Figura 62), sendo através desta
possivel determinar a concentracdo de ACTZ na amostra de plasma sintético de acordo com o

método proposto.

Figura 62 - Curva por adi¢cdo multipla de padrdo para a determinacdo de ACTZ em uma amostra de plasma
sintético.
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Similarmente ao plasma sintético, obtiveram-se voltamogramas ciclicos e curvas por
adicao multipla de padrao para amostras sintéticas de saliva, como pode ser observado nas

Figuras 63 e 64.
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Figura 63 - Voltamogramas ciclicos do sensor eletroquimico baseado no EPCM-[Mn"""(u-O)(phen),],(Cl0,)s
em tampdo acetato 0,1 mol L™ (pH 5,6) para a determinagio de ACTZ contendo a amostra de saliva sintética
contaminada (linha vermelha) e com sucessivas adi¢des de padrao de ACTZ (linhas pretas) um intervalo de
potencial de 0,0 a 1,2 (V) vs. ECS com velocidade de varredura de 25 mV s
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Figura 64 - Curva por adicdo multipla de padrio para a determinagdo de ACTZ em uma amostra de saliva
sintética.
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Por fim, a amostra de urina sintética foi analisada tendo obtido voltamogramas

ciclicos e curvas por adigdo multipla de padrdao, como apresentado nas Figuras 65 e 66.
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Figura 65 - Voltamogramas ciclicos do sensor eletroquimico baseado no EPCM-[Mn"""(u-O)(phen),],(Cl0,)s
em tampdo acetato 0,1 mol L™ (pH 5,6) para a determina¢io de ACTZ contendo a amostra de urina sintética
contaminada (linha vermelha) e com sucessivas adi¢des de padrao de ACTZ (linhas pretas) um intervalo de
potencial de 0,0 a 1,2 (V) vs. ECS com velocidade de varredura de 25 mV s
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Figura 66 - Curva por adigdo multipla de padrdo para a determinacdo de ACTZ em uma amostra de urina
sintética.
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A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos na determina¢do de ACTZ em amostras
sintéticas de plasma, saliva e urina pelo método de adigdo multipla de padrio e seus

respectivos coeficientes de recuperagdo calculados utilizando a Equacao 59.

% Recuperacdo = ['L}ZZ]Z‘?“”:“’"Z“ x 100 (39)
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Tabela 17 - Resultados da determina¢do de ACTZ em amostras sintéticas de urina, plasma e saliva utilizando o
sensor EPCM-[Mn"""(1-O)(phen),],(Cl10,);.

Concentracio Concentracio

Amostra Sintética adicionada a determinada pelo Recuperacao (%)

amostra (mol L'l) sensor (mol L'l)

Plasma 3,00 x 107 2,87 x 107 95,67
Saliva 3,00 x 107 3,06 x 10”7 102,00
Urina 3,00 x 10”7 3,01 x 107 100,33

De acordo com os resultados obtidos, o sensor EPCM-[MnIH/IV(u-O)(phen)z]z(ClO4)3
demonstrou-se viavel na deteccdo e quantificagdo de ACTZ nas amostras sintéticas de fluidos
bioldgicos propostas com maximo de erro nas recuperagdes de 4,33%. Isto significa que o
procedimento proposto pode ser aplicado em andlises de amostras reais com diferentes

matrizes.

4.3.4.7 Aplicagdo eletroanalitica do sensor EPCM-[MnIH/IV(u-O)(phen)z]2(C104)3 na

analise do controle de doping em amostras de urina real

Como as amostras de urina foram coletadas de um individuo desportista que fez o
uso de um comprimido de Diamox® (Genom) contendo 250 mg de ACTZ, ja era de se esperar
que este estivesse “dopado”. Portanto, o intuito deste experimento baseou-se na quantificagao
e comparacao dos valores obtidos com a quantidade méaxima permitida pela Agéncia Mundial
Antidoping.

Assim sendo, a aplicagdo do sensor eletroquimico baseado no EPCM-[Mn"""(

-
O)(phen);]2(ClO4); na analise do controle de doping por acetazolamida foi investigada pelo
método de adicdo multipla de padrdo nas amostras de urina coletadas. Os estudos foram
realizados empregando a técnica de voltametria ciclica empregando um intervalo de potencial
de 0,0 a 1,2 V vs. ECS com velocidade de 25 mV s'em solugdo tampao acetato 0,1 mol L!
(pH 5,6).

Inicialmente, a primeira amostra de urina (prova) foi analisada. Apds o registro de
voltamogramas ciclicos na auséncia de ACTZ, uma aliquota da amostra de urina foi

adicionada a célula eletroquimica, seguido por adi¢des miltiplas de padrdo 1,00 x 10™* mol

L' de ACTZ. A Figura 67 apresenta os voltamogramas ciclicos para o EPCM-[Mn"" V-
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O)(phen),]2(ClO4); resultantes do método de adicao multipla de padrao utilizado para analise

de doping por ACTZ na amostra de urina.

Figura 67 - Voltamogramas ciclicos do sensor eletroquimico baseado no EPCM-[Mn"" Y (u-0)(phen),]5(Cl04)s
em tampdo acetato 0,1 mol L™ (pH 5,6) para a anélise de doping por ACTZ contendo a amostra (prova) de urina
(linha vermelha) e com sucessivas adi¢des de padrao de ACTZ (linhas pretas) um intervalo de potencial de 0,0
a 1,2 (V) vs. ECS com velocidade de varredura de 25 mV s™.
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A partir dos voltamogramas ciclicos, os valores das correntes de pico anddico foram

registrados e a curva por adi¢cdo multipla de padrao foi obtida (Figura 68).

Figura 68 - Curva por adigdo multipla de padréo para analise de doping por ACTZ para a amostra real de urina
(prova).
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Para a detec¢do de diuréticos na urina em doping esportivo, a Agéncia Mundial
Antidoping fixa para os laboratorios credenciados um nivel minimo de desempenho exigido

de 200 ng mL™' [209]. Embora varie as potencialidades, metabolismo e eliminagdo dentro da
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classe de diuréticos [210] e, consequentemente, resulte em diferentes niveis urindrios, a
quantidade maxima permitida de 200 ng mL™ é suficiente para ser classificado como uso
abusivo de diuréticos por atletas (doping). Dosagens menores tendem a ser insuficientes para
causar efeitos mascarantes ou perder peso, como alguns atletas procuram.

De acordo com a anélise, obteve-se 5,05 x 10° ng mL" de ACTZ na amostra de urina
(prova) resultando, como esperado, em positivo. Sendo assim, a confirmagdo do resultado
positivo foi realizada pela analise da contraprova de modo semelhante, onde voltamogramas
ciclicos (Figura 69) e a curva por adigdo multipla de padrao (Figura 70) foram registrados,

como apresentado nas figuras a seguir. Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 18.

Figura 69 - Voltamogramas ciclicos do sensor eletroquimico baseado no EPCM-[Mn"""(u-0)(phen),]»(C10.);
em tampéo acetato 0,1 mol L (pH 5,6) para a analise de doping por ACTZ contendo a amostra (contraprova) de
urina (linha vermelha) e com sucessivas adigdes de padrdo de ACTZ (linhas pretas) um intervalo de potencial
de 0,0 a 1,2 (V) vs. ECS com velocidade de varredura de 25 mV s™.
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Figura 70 - Curva por adicdo multipla de padrdo para analise de doping por ACTZ para amostra real de urina
(contraprova).
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Tabela 18 - Resultados obtidos na anélise de doping por ACTZ pelo EPCM-[Mn""" (u-0)(phen),]»(C10.);.

Amostra [ACTZ] ng mL"!
Prova 5,05 x 10
Contraprova 4,77 x 10°
Maximo permitido 200

De acordo com a analise da contraprova obteve-se o valor de 4,77 x 10° ng mL™ de
ACTZ, ou seja, uma diferenca de 5,5% em relagdo a prova, a qual pode ser considerada
relativamente pequena, confirmando o resultado positivo apresentado anteriormente para

doping por ACTZ.
4.4 CONCLUSOES

Os estudos realizados demonstraram a eficacia na sintese e caracterizagdo do
complexo [Mn"""(u-O)(phen),]»(Cl0,); para a construcdo do eletrodo de pasta de carbono
quimicamente modificado. Através do estudo do comportamento eletroquimico do EPCM-
M"Y (u-0)(phen):]o(ClO4); pdde-se avaliar e compreender os processos e mecanismos
relacionados ao material em estudo, para que pudesse entdo ser aplicado com sensor
eletroquimico na determina¢do de uma substancia utilizada no doping. O sensor eletroquimico
baseado no EPCM-[Mn"" YV (u-0)(phen),]2(Cl04); demonstrou propriedades eletrocataliticas
na eletrooxidacdo de acetazolamida, permitindo a deteccio de baixos niveis e alta
sensibilidade, além de propriedades biomiméticas, as quais foram investigadas de acordo com
o modelo de Michaelis-Menten. Por fim, a determinacdo de acetazolamida pelo sensor
biomimético foi avaliada em trés diferentes fluidos biologicos sintéticos (plasma, saliva e
urina) com interesse na aplicacdo em amostras reais. A andlise do controle de doping por
ACTZ pelo EPCM—[Mnﬂmv(p—O)(phen)z]z(ClO4)3 em amostras de urina real mostrou-se

vidvel, sugerindo uma nova e promissora plataforma a ser utilizada nestas analises.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Em conformidade com os resultados obtidos, foram sintetizados, caracterizados e
aplicados no desenvolvimento de sensores biomiméticos e na determinagdo de espécies de
interesse analitico dois complexos oxo-manganés com caracteristicas estruturais, cinéticas e
cataliticas semelhantes a complexos biomimetizadores de centros ativos enzimaticos.

O primeiro deles, o complexo [Mn"(u-O)(salpn)],, pdde ser estudado utilizando
diferentes técnicas eletroquimicas, as quais propiciaram uma investiga¢ao mais profunda dos
processos eletroquimicos, cinéticos e cataliticos deste em relag@o ao seu desproporcionamento
na reacao de reducdo de peroxido de hidrogénio, assim como os aspectos biomiméticos
relacionados as enzimas catalase contendo manganés.

O segundo complexo estudado, [MnHMV(p—O)(phen)z]z(ClO4)3, em uma abordagem
mais eletroanalitica, pode ser aplicado eficientemente na detec¢do e quantificacdo de uma
substancia relacionada com o doping e proibida pela Agéncia Mundial Antidoping: a

acetazolamida. Ademais, as propriedades biomiméticas do sensor EPCM-[Mn"™""(

p-
O)(phen),]2(ClO4); foram investigadas e permitiram o estudo dos parametros cinéticos de
Michaelis-Menten.

Quando comparado a utilizagdo de sensores biomiméticos ao invés dos biossensores,
os complexos [Mn"(u-O)salpn)], e [Mn™Y(u-O)(phen),]»(Cl0,); oportunizaram a
possibilidade de explorar suas excelentes propriedades cinéticas e cataliticas, além de alta
seletividade, sensibilidade, simplificacdo do sistema, assim como diminui¢cdo do controle das
condig¢des de reacao (por exemplo, pH e temperatura), de espécies interferentes e eliminagdo

dos processos de extragdo e purificacdo, corroborando com o grande interesse no

desenvolvimento desta area.



113

6 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Como atividades futuras pretendem-se:

6.1 Para o complexo [MnIV(u-O)(salpn)] 2

v' Investigar a formagdo de filmes finos do complexo através da
eletropolimerizagdo em baixas velocidades de varredura;
v' Estudar a atividade eletrocatalitica do complexo frente a outros perdxidos

(perdxido de benzoila, peroxido de carbamida, etc).

6.2 Para o sensor eletroquimico EPCM-[MnIH/ IV(;L-O)(phen)z] 2(ClOy)3

v' Detectar e quantificar acetazolamida em amostras de Diamox® (Genom);
v' Estudar a atividade eletrocatalitica do sensor EPCM frente a outras substancias
proibidas pela Agéncia Mundial Antidoping (atenolol, furosemida, hidroclorotiazida,

propranolol, tamoxifeno, etc).

6.3  Aplicacao eletroanalitica de outros complexos oxo-manganés

1/Iv
(

v' Utilizar outros complexos oxo-manganés (como por exemplo: [Mn n-

0)(bpy).]>>") na deteccdo de espécies de interesse analitico relacionadas ao doping.
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