Universidade de Sao Paulo
Instituto de Quimica de Sao Carlos

Programa de P6s-Graduagdo em Quimica

Dyovani Coelho

Caracterizacdo eletroguimica de uma monocamada auto-organizada mista composta

por acido 3-mercaptopropidnico e acido 11-mercaptoundecandico

Sao Carlos

2011



Dyovani Coelho

Caracterizacao eletroguimica de uma monocamada auto-organizada mista composta

por acido 3-mercaptopropidnico e acido 11-mercaptoundecandico

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Quimica
de Sdo Carlos, da Universidade de S&o Paulo,
como requisito para obtencdo do titulo de Mestre

em Ciéncias (Quimica Analitica).

Orientador: Prof. Dr. Sergio Antonio Spinola Machado

Sao Carlos

2011



Este exemplar foi revisado e alterado em relacdo a
versdo original, sob a exclusiva responsabilidade do
autor.

Sdo Carlos, 09/ 06/ 2011
z)/\ oMl | 4{/%/,&

Dyovani Coelho

Ficha Catalogrdfica elaborada pela Se¢do de Referéncia e Atendimento ao
Usudrio do SBI/IQSC

Coelho, Dyovani

Caracterizagio eletroquimica de uma monocamada auto-organizada mista
composta por 4cido 3-mercaptopropidnico e acido 11-mercaptoundecandico. /
Dyovani Coelho. -- Sdo Carlos, 2011.

119 p.

Dissertagdo (Mestrado) — Instituto de Quimica de Sdo Carlos /
Universidade de Sdo Paulo, 2011.
Edigdo revisada

Orientador: Prof. Dr. Sergio Antonio Spinola Machado

1. Monocamadas auto-organizada. LTitulo.

R . . .0
7{5’9(—,‘(,/1 S ‘541[77-[1,[1-’:!15

BIIQSC




Dissertacdo dedicada a DEUS, pela chance de testar

meus dons e ampliar meus conhecimentos;

Aos meus amados pais, Maura e Silvio, por estarem

ao meu lado em todos os momentos...

Aos meus irmados, Silvia Mara e Mauricio,

pelo apoio e compreensdo...



AGRADECIMENTOS

Agradeco a DEUS por sempre estar conosco e sempre nos iluminar tornando nossos

obstaculos apenas formas de deixar-nos mais fortes.

Em especial, agrade¢o aos meus pais, Maura e Silvio, e a meus irmdos, Silvia Mara e
Mauricio, por saber que vocés estardo sempre comigo. Mesmo que a distancia insista em
dificultar nossos reencontros, vocés estardo em meu coracdo. Agradeco a minha familia pelos
ensinamentos mais preciosos como respeito, honra e dignidade e por sonhar junto comigo,

tornando este sonho uma realidade.

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. Sergio Antonio Spinola Machado, pela
orientagéo, confianca e profissionalismo dedicados durante esses dois anos. Sinceramente, um

dia retribuirei e irei superar suas expectativas.

Também gostaria de agradecer aos meus tios, Geraldo e Marina, que considero como
meus segundos pais e a minha tia Angelina e ao meu tio Jodo Alfredo por confiarem a n6s sua

amizade e nos apoiarem nos momentos mais dificeis de nossa jornada.

Por fim, agradeco aos amigos Diego, Lia, Fernando, Ivana, Rafael, Muril&o,
Murilinho, Eduardo, Deodato, Samea, Okumura, Livinha, Milena, Jodo Tiengo, Marcelo,
Pimpéo, Sardinha, Célio e Mateus, que me acompanharam nesses dois anos com conversas
animadas e boas risadas. Creio que com vocés fiz uma amizade sincera, préspera e que se
estendera por toda a vida.

Obrigado!



Ha trés métodos para ganhar sabedoria:
primeiro, por reflexdo, que é o mais nobre;
segundo, por imitacdo, que é o mais fdcil; e

terceiro, por experiéncia, que € o mais amargo.

(Confuicio)

Até que o sol ndo brilhe, acendamos uma vela na escuriddo.
(Confucio)

“Cré nos que buscam a verdade. Duvida dos que a encontram”

(André Gide)

“... feche a porta, esqueca o barulho,

feche os olhos, tome ar: é hora do mergulho...”

(Humberto Gessinger - Engenheivos do Hawaii - Hova do mevgulho)


http://pensador.uol.com.br/autor/Confucio/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Humberto_Gessinger

RESUMO

Monocamadas auto-organizadas formadas pela quimissorcdo de alcanotiois sobre
ouro apresentam estruturas bem definidas, organizadas e reprodutiveis. As propriedades de
SAMs, aliadas a facilidade de sintese, tém atraido o interesse da comunidade cientifica o que
ocasionou um grande avango na area de nanotecnologia, especialmente em engenharia de
superficies. Neste trabalho, avaliou-se a modificacdo de um substrato de ouro com uma
mistura dos &cidos 3-mercaptopropidnico e 11-mercaptoundecandico. Com isso procurou-se
controlar a configuracdo da superficie da SAM a fim de se obter um arranjo com ilhas de
3amp circundadas por 11amu, similar a um conjunto de ultramicroeletrodos. A SAM mista foi
produzida por incubacdo de um substrato de ouro em solucdo etandlica contendo ambos 0s
tiois. O estudo do processo redox do par [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)s]* demonstrou que
monocamadas de 3amp se comportam como a superficie de ouro ndo modificado,
apresentando os mesmos valores de corrente de pico (l,), potencial de pico (Ep) e resisténcia
de transferéncia de carga (R¢), pois permitem que ocorra a transferéncia eletrdnica por efeito
de tunelamento quantico dos elétrons através da monocamada. Entretanto monocamadas de
11lamu demonstram comportamento isolante, apresentando uma Ry 250 vezes maior e I,
significativamente menores que a observada para a SAM-3amp. As cargas de dessorgédo
redutiva e variacdo de massa obtidas com a MECQ para a SAM mista evidenciaram alto
recobrimento da superficie e um mecanismo de adsorc¢ao que varia com o tempo de incubagéo
do substrato em solucgdo contendo os tiois. Assim, a configuracdo da superficie com dominios
de 3amp bem estabelecidos é alcancada com 20 horas de incubacdo do substrato. O perfil
observado com a voltametria ciclica, aliado aos dados obtidos com a EIE comprova a
existéncia de segregacédo de fases na SAM mista contendo regides recobertas pelo 3amp (raio
médio de 4,3 pum) circundadas por 11amu (com separacdo média de 75,42 um). O estudo do
comportamento eletroquimico do fisetin confirma o surgimento de propriedades diferenciadas
com a SAM mista, onde observou-se apenas um processo redox sem que o analito
permanecesse adsorvido na superficie da SAM. Todavia para a SAM-3amp e ouro nao
modificado foi observado dois processos redoxes seguido de adsorcao irreversivel do produto
da reacdo na superficie eletrodica. Utilizando a SAM mista como sensor eletroquimico para

determinacdo de fisetin em agua alcancou-se um limite de deteccéo de 1,67 x10°® mol L™.



ABSTRACT

Self-assembled monolayers obtained by chemiosorption of alkanethiols on gold
present well-defined, organized and reproducible structures. The unique properties exhibited
by such surfaces, allied to the great facility to obtain, have attracted the interest of the
scientific community and caused a significant advance in the nanotechnology research,
especially in the surface engineering one. In this work, the modification of gold substrate with
a mixture of 3-mercaptopropionic acid and 11-mercaptoundecanoic acid was evaluated. The
aim was control the surface of the SAMs in order to obtain an island arrangement of 3mpa
isolated by 11mua, similar to an array of ultramicroelectrodes. The mixed-SAM was built by
the incubation of Au substrate in an ethanolic solution containing both thiols. The redox
couple [Fe(CN)g]*/[Fe(CN)g]* study demonstrated that pure 3mpa monolayers behaves like
the bare gold surface, presenting barely the same parameters of peak current (l,), peak
potential (Ep) and charge transfer resistance (Rc), since it allows the electronic transference to
occurs by quantum tunneling effect through the monolayer. On the other hand the 11mua
monolayers showed an insulating behavior and a R value nearly 250 times greater and,
consequently, 1, values significantly less than that for 3mpa. The reductive desorption charges
and mass changes obtained with an EQCM for the mixed-SAM indicated the high coverage of
gold surface and a adsorption mechanism that depends on the incubation time of the substrate
in the thiols solution. The surface configuration with 3mpa domains is reached after 20 hours
of immersion. The cyclic voltammetric profile, together with the data from electrochemical
impedance spectroscopy , proved the existence of phases segregation in the mixed-SAM with
surface regions covered solely by 3mpa (with mean radius of 4.3 pum) surrounded by 11mua
with a mean separation of 75.42 pum. The electrochemical behavior of the flavonoid fisetin
confirms the rising of differentiated properties with the mixed-SAM, where only one
electrochemical process was able to be observed, without irreversible adsorption of the
analyte. For 3mpa and bare gold surfaces, two (or more) electrochemical processes were
observed together with the blocking of the electrode surface by irreversible adsorption of the
reaction product. The utilization of the mixed-SAM with electrochemical sensor for fisetin

determination in pure water yielded a detection limit of 1.67 x10® mol L™.
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1. INTRODUCAO

A ciéncia vem estudando mecanismos de reagdes e processos ocorridos em
superficies orgéanicas, tais como membranas celulares, relativamente hd poucas décadas. O
estudo desses sistemas, apesar de extremamente importantes, tornava-se muito complexo uma
vez que superficies organicas reprodutiveis e bem definidas eram dificeis de serem obtidas ™.
Porém a descoberta de superficies organicas formadas pela quimissor¢do de alcanotiois sobre
ouro, gerando estruturas bem definidas, organizadas e reprodutiveis mudou profundamente
este cenario nas Gltimas décadas . Essas estruturas, chamadas de monocamada auto-
organizada (SAM - self-assembled monolayer), permitiram elucidar sistemas complexos
como a permeabilidade quimica, transferéncia eletrénica e comportamento de microambientes
em membranas celulares. De fato, o uso desse método de modificacdo de superficies e das
propriedades exibidas por estes sistemas permitiu o desenvolvimento de sensores 1],
bisensores [ métodos de producdo e estabilizacdo de nanoparticulas 7 e tecnologias
litograficas ¥ até ento inviaveis utilizando outros métodos.

A principio a primeira forma de auto-organizacdo de moléculas orgénicas em
substratos sélidos foi constatada pela formacdo de camadas de derivados de silanos sobre
superficies hidroxiladas de silicio. Essa técnica de producdo de monocamadas era
impulsionada pela formagdo de polissilanos via ligagdo Si—O—Si '°. Outra forma de producéo
de filmes finos foi descoberta por Blodgett, ao desenvolver uma técnica atualmente conhecida
como Langmuir-Blodgett (LB) “%. Os filmes séo produzidos através da transferéncia de um
filme de Lagmuir, composto por moléculas anfifilicas na interface agua-ar, para um substrato
solido. Desde entdo a técnica LB tem se expandindo para adsorcdo de diferentes tipos de
moléculas compreendendo complexos metalicos ), fosfolipideos ? e nanotubos de carbono

modificados %,
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Na década de 90 uma nova forma de producdo de filmes auto-organizados,
desenvolvido por Nuzzo e Allara ™, chamou a atencdo da comunidade cientifica. Os
pesquisadores estudaram o comportamento de dissulfetos na presenca de um substrato de ouro
e observaram a formacdo espontanea de uma monocamada auto-organizada, resultando em
uma estrutura ordenada e orientada. Mais tarde constatou-se que a adsorcao dessas moléculas
ocorria através da quimissorcdo dos tidis na superficie de ouro, formando uma ligacdo com
cardter covalente, o que aumentava a estabilidade das monocamadas formadas, quando
comparadas as demais técnicas de producdo de filmes. Desde entdo, inimeros trabalhos tem
discutido o mecanismo de formacdo de monocamadas auto-organizadas, a partir da

quimissorcéo de alcanotidis em superficies de ouro 58,

1.1. Monocamadas auto-organizadas de alcanotidis

A SAM pode ser formada por imersao do substrato em solu¢cdo contendo a molécula
adsorvente, ou por deposicdo em vapor da molécula adsorvente no substrato sélido. As
propriedades da SAM podem ser controladas a partir da escolha da molécula adsorvente, que
por sua vez, esta relacionada com a propriedade requerida na aplicacdo. Uma visao geral de
uma molécula de tiol permite a identificacdo de trés partes principais (Fig. 1): (1) o grupo
cabeca contendo o 4tomo de enxofre que se ligara a superficie de ouro, (2) a cadeia de
hidrocarbonetos responsavel pela organizacdo da SAM e (3) o grupo terminal que pode ter
funcionalidade variavel ™. Cada parte da molécula apresenta uma funcéo especifica e

determinante para a estabilidade da SAM
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Substrato metaélico

: : : : : : Grupo terminal
/ZCadeia carbobnica
b ‘ ‘ =) |nterface S-metal

Figura 1: Representagdo de uma molécula de tiol adsovida sobre ouro onde a = 30°, sendo este o dngulo de
inclinacdo da cadeia carbonica em sua orientacéo padrao .

Varias técnicas tém sido usadas para estudar a quimissorcao e organizacao das SAMs
incluindo Elipsometria, medidas de Angulos de Contato %, Microbalanca de Cristal de
Quartzo Y, Voltametria Ciclica e Linear ¥ Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica
(24281 Difragao de raio-X 2" Microscopia de Forca Atdmica *®! e Microscopia de Varredura

(%1 As informagBes obtidas com estas técnicas providenciam evidéncias

Eletroquimica
suficientes para se determinar qual a funcdo especifica de cada parte da molécula adsorvente

no mecanismo de adsor¢éo, organizacéo e funcédo exibida pela SAM.

1.1.1. A interface enxofre-metal

O grupo tiol RSH (adsorbato), é responsavel pela adsorcdo da molécula na superficie
do substrato (adsorvente) e, consequentemente, controla a energia associada a adesdo da
monocamada ao substrato. Devido a isso, tém-se empregado principalmente moléculas
contendo grupos tidis para adsor¢do sobre ouro. A interagdo RS—Au é extremamente forte o
que confere & SAM estabilidade adicional. Mesmo assim, diversas moléculas anféteras tém
sido usadas na obtencdo de SAMs. Alguns estudos foram realizados empregando, como
adsorbato, moléculas de derivados de silanos *%, alquil, alcodis, entre outros Y.
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A adsorcdo de alcanotiois sobre ouro ocorre em funcdo da afinidade do enxofre da
molécula RS— pelos atomos de ouro expostos na superficie metalica formando uma ligacéo
RS—Au. De acordo com a literatura a reacdo pode ocorrer seguindo dois mecanismos

diferentes dependendo do meio reacional em que a SAM é formada, podendo ser:

RS—H + Aup’ — RSAu"*Au’ + ‘2 H com o tiol em fase gasosa ™ ou

RS—H + Au,’ —» RS—Au + H' + e (Au) a partir de solucdes do thiol **!

onde (RS~Au**Au,’) e (RS—AuU) representam a adsorcdo do alcanotiol na superficie de ouro e
(e (Au)) representa elétrons acumulados na superficie de ouro.

Nao ha consenso entre os pesquisadores a respeito da natureza da ligagdo S—Au, no
entanto ela é melhor compreendida como uma interagdo forte entre o grupo RS— do tiolato e a
superficie de ouro. O mecanismo de reacdo com formacdo de H, é deduzido a partir da
formacgdo de SAMs por deposicdo a vapor na auséncia de oxigénio. Este cuidado evitaria a
formacdo do Oxido de ouro e consequente adsorcdo do tiol por interacdo com a camada de
oxido superficial.

Como substratos para modificacdo podem ser citados superficies de metais de
transicdo como PtB4 Aul™® | Ag B cul® NiB Fe B8 pd 1 e até mesmo Hg ! (0 qual
consiste em um substrato com a superficie virtualmente livre de defeitos por ser liquido). A
interacdo substrato-alcanotiol varia de acordo com a natureza do substrato, estrutura da
superficie de adsorcéo e obviamente, com a estrutura quimica do alcanotiol utilizado. Essas
interacdes podem variar desde ligacdes covalentes a interacOes eletrostaticas, a energia
envolvida entre uma ligagio RS—Au, por exemplo, estd na ordem de 40 kcal mol™(cerca de
170 kJ mol™), uma energia que pode ser considerada como uma ligagdo covalente - %Y. Essa

energia da ligacdo RS—Au ¢ o principal motivo de SAMs de tidis sobre ouro apresentarem
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uma notavel estabilidade quando comparada a outras técnicas de producdo de filmes
monomoleculares.

Monocamadas auto-organizadas também podem ser formadas a partir de dialquil-
dissulfetos, no entanto 0 mecanismo de adsorcéo envolvido se baseia na quebra homolitica da
ligacdo RS—SR e formacéo da ligacdo de RS—Au. Evidéncias desse mecanismo se baseiam
na formacdo de monocamadas a partir de um dialquil-dissulfeto assimétrico
(X(CH2)»SS(CH2).Z) contendo proporcdes iguais de X(CHz)nS—Au e Z(CHa),S—Au ¥ 42,
No entanto a organizacdo tanto de moléculas de tidis ou ditidis na superficie do substrato
ocorre pelo mesmo mecanismo: interacOes laterais entre as cadeias carbonicas. Logo a
discussdo a respeito da natureza dessas interagdes torna-se relevante para compreender a

formagéo de SAMs.

1.1.2. A cadeia carboOnica do alcanotiol

Apos a adsor¢do das moléculas de alcanotiol na superficie do substrato, interacfes do
tipo van der Waals, entre as cadeias de hidrocarbonetos de moléculas vizinhas, impulsionam a
organizacdo das moléculas fazendo com que a monocamada torne-se mais compacta. A
energia associada a essa interacéo est4 na ordem de 7,4 kJ mol™ (por grupo metileno) %,

Termodinamicamente a organizacdo de uma SAM ndo é espontanea, visto que a
entropia do sistema diminui, todavia e energia adquirida entre as interacdes laterais da cadeia
carbonica é suficiente para sobrepor essa barreira energética 3. Por isso, apesar da adsorcéo
dos alcanotidis ser espontanea a organizacdo demanda tempo ““. Novamente, ndo ha um
consenso entre 0S pesquisadores quanto ao tempo necessario para se obter uma SAM

densamente empacotada. De acordo com a literatura a organizacdo pode levar de segundos 1**!

19



a horas ¥ ou dias *® para se obter 0 maximo de recobrimento possivel da superficie do
substrato.

A investigagcdo de estruturas formadas por monocamadas permaneceu intuitiva
durante décadas devido a auséncia de ferramentas que permitissem estudar como as moléculas
se orientavam e como se organizavam a nivel molecular ). No entanto com o
desenvolvimento da microscopia de varredura por tunelamento (STM — Scanning Tunneling
Microscopy) foi possivel estabelecer e analisar estruturas detalhadamente, monitorando
inclusive a adsorcdo em situ de moléculas nos seus substratos 3. Tentando elucidar o
mecanismo de organizagdo de alcanotidis sobre ouro, Poirier ! realizou um estudo usando
STM-UHV (Ultrahigh Vacuum) acompanhando a organizacdo de SAMSs desde baixos
recobrimentos até a formacdo de SAMs densamente empacotadas. Os resultados revelaram
que o recobrimento abaixo da saturacdo de um substrato de Au(111) por moléculas de

decanotiol ocorre de tal forma que se indentifica a formagéao de diferentes fases (Fig. 2).

(A) N \‘s. -

Ty 8 y Q2

® " ovtoe

/

o 9O 06— @8

S, o0

C) 7 ee &7

( (‘(‘/rrr l(_.' ~\ 18

20080 ° ¢ 9800
o @ RS )

(D) 99900009990000000

EREELERLRR LR R AR

Figura 2: Representacdo esquematica do processo de organizagdo da SAM. (A) adsorcdo fisica espontanea, (B)
adsorcdo quimica esponténea, (C) organiza%éo ndo espontanea por mecanismo de nucleacéo e (D) monocamada
auto-organizada densamente empacotada .

A primeira fase se assemelha a moléculas de gas adsorvido aleatoriamente sobre a
superficie, no entanto a partir de um recobrimento critico as moléculas se condensam e

formam-se ilhas alinhadas paralelamente a superficie do substrato. Ao aumentar o
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recobrimento as moléculas tendem a se alinhar verticalmente a superficie do plano do
substrato. Nesta etapa a organizacdo comeca a ser evidenciada e as interagdes de van der
Waals tornam-se cada vez mais numerosas, resultando no aumento discreto do angulo entre as
cadeias carbbnicas e a superficie do substrato. A fase mais densa da SAM, onde o
recobrimento maximo é alcancado, se forma por meio de um mecanismo de nucleacéo “°!. As
ilhas que se formam e se organizam impulsionam a adsor¢do de outras moléculas em sitios
préximos, que se alinham com a fase densa, assim aumentando o recobrimento .

Como a organizacdo das moléculas inicia-se com as interacdes de van der Waals
entre moléculas vizinhas, esperava-se que SAMs formadas por moléculas cadeia longa
apresentassem maior estabilidade que aquelas formadas por moléculas de cadeia curta. 1sso é
exatamente 0 que acontece experimentalmente 2. Este fato tem sido estudado e confirmado
por diversos pesquisadores. Bain et. al. ™ %3 estudou 0 comportamento de SAMs formadas
por alcanotidis de diferentes comprimentos de cadeia carb6nica avaliando o angulo de contato
formado em 4gua e em hexadecano. Os resultados mostraram que alcanotidis com estrutura
CH3(CH3),SH com n < 8 formam SAM desordenadas. Resultados semelhantes foram obtidos
por Gorham et. al *") ao avaliarem o comportamento de SAMs com cadeias carbdnicas de
diferentes comprimentos na presenca de hidrogénio atbmico. Eles observaram que SAMs com
comprimentos de cadeia maiores exibiam maior resisténcia a erosdo que as de cadeias curtas.
Neste mesmo raciocinio o grupo de Waring et al. ®* avaliou a foto-oxidacao e a penetracdo de
SAMs com diferentes comprimentos de cadeia carbonica e concluiram que cadeias longas séo
mais resistentes a penetracao e foto-oxidacéo de cadeias curtas.

Uma observacdo interessante foi descoberta por Shao et al. ®® ao investigar a
influéncia da cadeia carbdnica em SAMs compostos por moléculas quirais. Eles descobriram
que o comprimento da cadeia carbonica influencia ndo s6 a estabilidade da SAM, mas

também a quiralidade da molécula. Logo, essa propriedade pode ser usada para construir
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dispositivos de reconhecimento molecular, uma vez que moléculas quirais podem reconhecer

especificamente outras moléculas quirais, tais como em separacdo de enantidmeros .
Contudo a organizacdo da SAM ndo é dirigida somente pela cadeia carbbnica, o

grupo terminal também desempenha um papel importante na organizacdo, além de atribuir a

monocamada funcionalidades especificas.

1.1.3. O grupo terminal

A representacdo de monocamadas como estruturas estaticas ndo representam a
realidade destes sistemas. SAMs também apresentam movimentos vibracionais e rotacionais
que variam de acordo com a estrutura quimica da molécula adsorvente “YJ. Evidéncias desse
comportamento podem ser encontradas no trabalho realizado por Evans et al. no qual
constatou que SAMs em contato com 0 ar continuam a se reorganizar para diminuir a energia
livre de superficie . Essa reorganizacio acontece porque as moléculas n&o estdo totalmente
rigidas na superficie do substrato, elas mantém determinada flexibilidade e podem responder a
variag0es na energia ambiente.

Quanto mais densa a monocamada, mais rigido é o filme formado sobre o substrato,
no entanto o empacotamento da SAM esta relacionado com a estrutura do adsorbato e
obviamente com as condi¢bes da superficie adsorvente. Na Figura 3 se mostra como as
moléculas podem adotar uma determinada configuracdo durante sua organizagdo. Para
monocamadas de alcanotiois contendo —CH3 como grupo terminal os angulos tipicos sao a =
30°, B =55°¢ & = 14° %, Essa configuracdo é determinada pelo volume que o grupo terminal
e 0s grupos metilenos da cadeia carbonica ocupam no espaco ®7. Isso ocorre porque a area

seccional ocupada pelo grupo tiol adsorvido na superficie do substrato é de aproximadamente
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21,7 A%, enquanto as cadeias alquilicas formadas por metilenos ocupam uma area de somente
18,4 A?I* Dessa forma as interagdes de van der Waals entre moléculas vizinhas apresentam
um maximo de estabilidade com a cadeia ligeiramente inclinada em relacdo ao plano da

superficie.

Figura 3: Representacdo de uma molécula de alcanotiol adsorvida sobre ouro (superficie em amarelo). Os
angulos o, B e & sdo os angulos que determinam a configuragio padrio da monocamada .

Contudo, em alguns casos 0 grupo terminal apresenta um volume relativamente
maior que a area ocupada pelo grupo tiol adsorvido, portanto a inclinacdo da monocamada
passa a ser influenciada mais pela disposicdo do grupo terminal do que pelo grupo adsorvido
no substrato. Esse ¢ o caso para SAM produzidas a partir de alcanotidis w-funcionalizados
com grupos grandes como ferrocenos %, ditiis ™ ou carboxila ®°. Se esses grupos s&o
capazes de formar interacGes intermoleculares fortes entre eles, tais como ligacdo de
hidrogénio, sua influéncia sobre a organizacdo da SAM torna-se ainda mais evidente.

De acordo com um estudo realizado por Brewer et al. ®® SAMs obtidas de
alcanotidis terminados com grupos carboxilicos e alcodis sdo marcadamente mais resistentes a
friccdo do que SAMs terminadas em grupos metilenos. Em contraste as SAMs terminadas em
alcoois ndo se diferem no comportamento de resisténcia a friccdo daquelas com terminacdes

carboxilicas. Ainda empregando microscopia de friccdo, Kelley et al. ! avaliaram a
23



reconstru¢do de SAMs com diferentes grupos terminais (—COOH, —SH, —OH e —CHy3)
empregando a técnica de AFM (Atomic Force Microscopy). Com este estudo eles observaram
que a orientacdo das moléculas na SAM variavam com a funcdo do grupo terminal. SAMs
terminadas em —OH e —CHj3; demonstravam uma orientacdo vertical. As demais funcdes
tinham sua orientacdo afetada por dimerizagdes (no caso de SAMs terminadas em —SH).

E evidente que o grupo terminal de monocamadas ndo influencia somente a
organizacao das moléculas na superficie do substrato. Uma vez que as terminacGes de SAMs
sdo responsaveis pela interface com o meio reacional, a escolha da funcionalidade do grupo
terminal é crucial para o desempenho requerido . Logo, mudancas do grupo terminal
implicam na alteracdo das propriedades fisicas e quimicas da SAM e isso tem sido
intensamente explorado para producdo de superficies diferenciadas ** 6264,

Talvez o exemplo mais comum de alteracdo das propriedades superficiais de uma
SAM seja a mudanca de um grupo terminal —CHjz por grupos polares, dessa forma a
monocamada passa de um comportamento hidrofébico para hidrofilico ©!. Ha exemplos em
que SAMs contendo alcanotidis w-funcionalizados com —OH, —CN, —COOH, —NHy,

[65-66]

—CONHR, sdo usados para imobilizacdo de proteinas , introducdo de cargas na

superficie da SAM *7), estabilizacéo de nanoparticulas metalicas [*® e até mesmo producéo de
superficies com atividades bactericidas .

Como a funcdo do grupo terminal também pode influenciar a organizacdo da SAM,
alguns pesquisadores, vislumbrando a possibilidade de se obter uma superficie com maltiplas
funcionalidades, estudaram o comportamento de monocamadas obtidas a partir de uma
mistura de alcanotidis com diferentes grupos terminais % ™. Com isso uma questdo de

suma importancia foi levantada: quais seriam as interacdes que levam a segregacao de fases

em monocamadas binarias? E como controla-las?
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1.2. Monocamadas auto-organizadas contendo diferentes adsorbatos

Ainda hoje o mecanismo de formacdo de SAMs por co-adsorcdo de diferentes tidis
(SAM mista) ndo € inteiramente compreendido. Alguns estudos mostram a formacao de fases
segregadas enquanto outros mostram a formacéo de uma mistura homogénea.

Como exemplo tem-se o estudo realizado por Bain et al. [

, 0 qual avaliou a
formacdo de monocamadas a partir de uma solucdo etandlica contendo HS(CH,),CH3 e
HS(CH,),OH. Analisando o angulo de contato formado com &gua e hexadecano sobre a SAM
mista, 0s autores concluiram que ndo se observa a formacdo de fases segregadas, mas sim
uma mistura homogénea. Neste caso, 0 comprimento da cadeia carbdnica influencia
diretamente a formacdo da mistura homogénea. 1sso ocorre por que as interacdes de van der
Waals entre as cadeias carbOnicas sdo as mesmas para ambos os tiéis. No entanto alterando o
solvente empregado, pode se favorecer a adsorcdo de um dos tidis em relagdo ao outro. Em
solventes polares observa-se que a adsorcdo do componente apolar é favorecida devido as
interacdes entre os grupos metilenos serem favorecidas pela baixa solvatacdo do tiol. A
situacdo inversa também é observada, onde em solventes apolares a adsor¢do do componente
mais polar é favorecida.

Mais tarde, Folkers et al. " analisaram a formacéo de uma SAM a partir da mistura
de tidis de cadeia longa e curta contendo grupos terminais —CH3; e —OH chegando a
conclusédo de que possivelmente forma-se fases segregadas com dimensdes microscopicas. A
segregacdo de fases € o resultado da diferenca de interagdes entre tidis de cadeia longa e curta,
onde a estabilidade da interacdo é longa-longa > curta-curta > longa-curta. Tém-se ainda a

influéncia do grupo terminal, onde ilhas do tiol terminado em —OH podem formar ligagdes de

hidrogénio entre as moléculas e estabilizar ainda mais o dominio formado por essas ilhas.
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Um estudo realizado por Lewis et al. " demonstrou a possibilidade de induzir a
formacéo de fases diferentes em uma monocamada utilizando um tiol com funcionalidades
presentes na cadeia carbénica da molécula. Ao empregar alcanotidis contendo amidas em sua
estrutura quimica, os autores observaram a formacdo espontdnea de fases diferentes na
monocamada confirmadas por STM. A separacdo de fases é impulsionada pela formagdo de
ligagbes de hidrogénio na parte interna da SAM. Essas interacdes intermoleculares internas
fazem com que a estrutura de rede formada por ilhas dos alcanotidis amida-substituidos seja
diferente da estrutura adotada pela fase formada por n-alcanotiois ["".

Uma forma pouco comum de se obter uma monocamada binaria com fases diferentes
consiste na adsor¢do de um segundo componente em uma SAM previamente produzida. O
segundo componente se adsorve nos sitios de vacancia da monocamada existente, formando
assim uma SAM mista com fases distintas. Utilizando essa metodologia Frasconi et al. [
produziu uma SAM mista contendo fases de P-ciclodextrina e ferrocenil-alcanotidis.
Moléculas contendo grupos terminais muito volumosos induzem a formacdo de uma SAM
com sitios livres para a adsorcdo entre as moléculas ja adsorvidas, ao tratar a monocamada
pré-existentes com um segundo alcanotiol que possa acessar 0s sitios ndo ocupados forma-se
uma monocamada com dois componentes segregados, onde 0 segundo componente se adsorve
nos intersticios da SAM previamente formada. E importante ressaltar que a extensdo da
segregacao de fases € de curto alcance, visto que a adsorcdo do segundo componente ocorre
somente nos defeitos da SAM primaria causados pelo grupo terminal volumoso. Em alguns
casos 0 pesquisador usa exatamente a presenca de defeitos para obtencdo de uma SAM mista.
Como exemplo tem-se um estudo realizado por Fontaine et al. ™™ no qual os autores formam
uma SAM primaria, intencionalmente defeitos, para entdo adsorver um segundo componente

nos sitios ndo ocupados.
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Até o presente momento foi apresentado somente a co-adsorcao de tidis como forma
de produgdo de SAM mista, todavia existem trés maneiras principais para isso, (i) a partir da
imersdo em solugdo contendo ambos os ti6is precursores !, por substituicdo eletroquimica

seletiva de ti6is adsorvidos [® e por controle estrutural da superficie do substrato "

1.2.1. Co-adsor¢ao com ambos os tiois precursores em solucéo

A co-adsorcdo de tidis em solucdo freqlientemente produz monocamadas com
componentes misturados homogeneamente. A obtencdo de uma SAM mista com fases bem
organizadas e separadas com a simples imersdo do substrato em solucdo dos tidis precursores,
exige atencdo a alguns fatores importantes. Deve-se escolher tidis com estruturas quimicas
que garantam interacdes laterais mais estaveis com moléculas com a mesma estrutura ™,
Dessa forma a formacdo de ilhas contendo majoritariamente um dos componentes da mistura
sera favorecida e a SAM mista apresentara dominios distintos " 8!,

Em resumo, ilhas com diferentes dominios e diametros podem ser obtidas a partir do
controle da fracdo molar e estrutura quimica dos tidis precursores, tempo de adsorcdo e

condicdes superficiais do substrato B3 7.

1.2.2. Substituicdo eletroquimica seletiva de tiois adsorvidos

Quando se deseja a formacdo de uma SAM mista com fases distintas, mas 0s
componentes da mistura séo estruturalmente semelhantes, a co-adsorcdo simultanea ndo pode

ser empregada, visto que a probabilidade de se formar uma mistura homogénea ¢ grande [,
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Logo, outro método deve ser empregado, sendo a substituicdo eletroquimica seletiva uma
opcao interessante.

A substituicdo eletroquimica seletiva € realizada em duas etapas. A primeira etapa
consiste na formacdo de uma SAM mista por co-adsorcdo de tidis com estruturas quimicas
diferentes para criar a plataforma artificial com fases separadas .. Para isso emprega-se uma
mistura contendo um dos componentes desejados e um tiol que possa ser dessorvido
seletivamente da superficie aplicando um determinado potencial. A dessor¢do do tiol cria
vacancias na monocamada que podem ser ocupadas pelo segundo componente [’®. Na
segunda etapa a SAM-mista € obtida pela imersdo do substrato contendo somente o primeiro
componente (e regides de vacancias) em uma solucdo do segundo componente da mistura.
Com isso tém-se uma SAM mista com fases segregadas mesmo que 0s tidis sejam
estruturalmente semelhantes.

Alguns pesquisadores tém adotado essa forma de producdo de SAMs mistas para
obter uma superficie com propriedades quimicas diferentes. O trabalho realizado por Hobara

et al. ["®!

pode ser citado como um exemplo, nele os autores obtiveram sucesso na producéo de
uma SAM mista com dominios distintos de 1-undecanotiol e acido 11-mercaptoundecandico
ou 1-hexadecanotiol. A mistura de tidis utilizada inicialmente para obtencdo de uma
plataforma artificial continha 1-undecanotiol e acido 3-mercaptopropionico, este ultimo foi
seletivamente dessorvido por aplicacdo de um potencial no qual somente os dominios do
acido 3-mercaptopropibénico seriam afetados. Os dominios de acido 11-mercaptoundecandico
ou 1-hexadecanotiol foram obtidos pela imersdo do substrato contendo 1-undecanotiol em
solucgdes do segundo componente.

Phong et al. ® também obtiveram SAMs mistas contendo dominios ricos em é&cido

10-mercaptodecanoico e 1l-amino-1-undecanotiol por substituicdo eletroquimica seletiva
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empregando 2-hidroxi-1letanotiol para obtencdo de uma plataforma com segregacdo de fases
artificial.

Com essa metodologia, controlando o potencial aplicado, pode-se substituir o tiol
que apresentar o potencial menos negativo para a dessorcdo redutiva pelo tiol requerido. A
vantagem desse método ¢é a formacao de dominios pré-estabelecidos dos tiois, 0s quais podem
ser controlados pela fracdo molar das espécies em solucdo responsaveis pela formagdo da
plataforma artificial. Com isso, a dissolucdo de um tiol em outro formando dominios

homogeéneos pode ser evitada © ™.

1.2.3. Controle estrutural da superficie do substrato

A distribuicdo dos dominios de diferentes tidis em uma SAM pode ser obtida
também pelo controle estrutural da superficie do substrato. Utilizando a Deposicdo sob
Regime de Subtensdo (DRS) de um metal sobre o substrato, sitios heterogéneos sdo gerados a
nivel molecular. Imergindo o substrato em solucéo contendo um dos ti6is forma-se uma SAM
sobre toda a superficie. No entanto os sitios gerados com a DRS podem ser dissolvidos
aplicando um potencial para oxidagdo do metal. Assim formam-se ilhas com a superficie do
substrato exposta. Para a obtencdo de uma SAM mista basta que o substrato seja imerso em
uma solucdo contendo o segundo tiol, o qual adsorverd sobre os sitios expostos, formando
assim dominios distintos ",

Inicialmente a DRS foi utilizada para avaliar a organizacdo de SAMs verificando a
presenca de sitios de vacancia na superficie, ou estudar a influéncia da DRS na organizacao
da monocamada ®. Assim Shimazu et al. ') aplicaram a DRS de chumbo sobre ouro, para

controlar a composi¢cdo de uma SAM mista a nivel molecular. Os autores estudaram as
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combinagbes de n-alcanotidis com acido 3-mercaptopropionico, depositando primeiramente
uma SAM do n-alcanotiol sobre a superficie de ouro contendo a DRS de chumbo. Em seguida
efetuavam a dissolucdo da DRS e imergiam o substrato em solugdo contendo o acido
3-mercaptopropibnico. A quantidade de sitios da superficie do substrato ocupada pelo
segundo componente da SAM mista, o &cido 3-mercaptopropiénico, foi calculada
indiretamente com preciséo a partir da deposicdo de chumbo e dessorcéo redutiva da SAM
mista. Os autores concluiram que a estrutura obtida com as combinacdes de tidis e controle da
DRS é analogo a um conjunto de nanoeletrodos, o que possibilita a aplicacdo desses sistemas
como sensores analiticos.

Para 0 caso de monocamadas mistas formadas por uma espécie que permita
transferéncia de carga e outra completamente isolante, com fases distintas, é coerente afirmar
que a SAM mista provavelmente assimile uma caracteristica de um arranjo de
ultramicroeletrodos (UMEs). UMEs séo definidos como eletrodos que apresentam ao menos
uma de suas dimensées na ordem de micrometros e perfil voltamétrico sigmoidal .

O principal interesse analitico nesses sistemas se deve a elevada corrente limite de
difusdo exibida por microeletrodos ®%. Em UMEs o transporte de massa ocorre por difusdo
hemisférica semi-infinita, o que implica no aumento da taxa de espécies que se aproximam da
superficie do eletrodo num dado instante de tempo e, conseqlientemente, no aumento da

corrente limite de difusdo observada numa voltametria linear 384,

Para aplicacOes
eletroanaliticas é interessante empregar um arranjo de ultramicroeletros para a obtencdo de
valores de correntes mais expressivos, uma vez que medidas realizadas com um Unico
ultramicroeletrodo apresentam normalmente correntes na ordem de nanoamperes a

picoampeéres, enquanto um arranjo de UMEs exibi uma consideravel discriminacdo da relacao

sinal/ruido em favorecimento do sinal analitico e correntes na ordem dos microampéres /.
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1.3. Aplicacdo de SAMs em eletroanalitica

A aplicacdo de SAMs em eletroanalitica também tem sido muito explorada, visto que
monocamadas bem organizadas e compactas oferecem vantagens tais como seletividade,
sensibilidade, curto tempo de resposta, e sobrepotencial reduzido em reacdes eletrocataliticas
[2.4.9. 43, 8887] "\/4rjos trabalhos tém demonstrado que a modificacéo da superficie eletrodica
pode afetar sensivelmente a velocidade de transferéncia eletrGnica entre compostos
eletroativos e o eletrodo. Se a cinética de transferéncia eletrénica ocorre por um processo de
sobreposicdo com interacdo fraca entre reagentes e a superficie do eletrodo, a modificacao
superficial do eletrodo ndo afetard expressivamente 0 processo eletroquimico. Todavia, se
essa interacdo € forte, a modificacdo da superficie eletrddica pode controlar e alterar
significativamente este processo 8. Por isso 0 uso de SAMs em eletroanalitica como uma
forma de controle da modificacdo da superficie do eletrodo a nivel molecular tem atraido
tanta atencdo nos Gltimos anos na producao de sensores eletroguimicos % e biossensorest® &7,

Algumas SAMs tém exibido estabilidade em intervalos de potencial de +0,8 a -1,4 V
(vs SCE — Eletrodo Saturado de Calomelano), portanto dentro da janela de potencial
compativel com aplicacdes eletroquimicas. A janela de potencial em que uma SAM
permanece estavel é dependente da integridade da monocamada e pode ser usada para auxiliar
e controlar a formacdo da monocamada na superficie do eletrodo.

As monocamadas auto-organizadas foram utilizadas pela primeira vez por Malem e
Mandler, utilizando uma SAM de &cido 3-mercaptopropiénico eles separaram 0s potenciais
de oxidacdo do 4cido ascorbico da dopamina %. Com o mesmo propésito Ohsaka e Raj ©**!
desenvolveram um eletrodo modificado com uma SAM de um complexo de niquel obtendo

bons resultados na determinacdo de dopamina. Outras moléculas de interesse bioldgico tais
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como noradrenalina 4, tiamina °® citrocromo-c ®° e lipossomos P! também tem sido
estudadas empregando SAMs

Monocamadas auto-organizadas também tém sido utilizadas como plataforma para
imobilizacdo de nanotubos de carbono alinhados perpendicularmente com o plano da
superficie . Rahman et al. ! utilizaram uma SAM de cisteamina (2-amino-etanotiol) para
imobilizar nanotubos de carbono via ligagdo covalente através da reacdo de acoplamento com
carbodiimida. Com a mesma metodologia Guiseppi-Elie et al. ¥ construfram um conjunto
de ultramicroeletrodos com nanotubos de carbono empregando SAMs de cisteamina e
11-amino-1-undecanotiol.

Mas outra forma de producdo de monocamadas para aplicacbes analiticas tem-se
destacado nos ultimos anos. Monocamadas contendo dois ou mais componentes tem atraido
consideravel atencdo dos pesquisadores devido a possibilidade infinita de producdo de
superficies com arranjos em duas, ou até mesmo trés dimensdes, e propriedades anisotrépicas.
Um exemplo elegante do uso de superficies multifuncionais geradas por monocamadas mistas
é a imobilizacdo de enzimas para construcdo de biossensores. Park et al. P utilizando a
metodologia de substituicdo eletroquimica seletiva produziram uma SAM mista contendo
dominios bem estabelecidos de ditiobis-N-succinimidil-propionato e tetradecanotiol. Em
seguida imobilizaram covalentemente enzimas Horseradish peroxidase sobre os dominios de
ditiobis-N-succinimidil-propionato, visto que a enzima ndo forma ligaces covalentes com o
n-alcanotiol.

Humblot et al. *° também utilizaram uma SAM mista de 6-mercaptohexanol e 4cido
11-mercaptoundecanoico para imobilizar Magainin I, um composto com atividade bactericida
e fungicida. A SAM mista foi produzida por co-adsor¢do com ambos os tiois em solucéo e a

imobilizacdo do Magainin | foi procedida por reacdo de acoplamento com carbodiimida.
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No entanto outras aplicacdes sdo conhecidas, tais como, revestimento de superficies
contra corrosdo, obtencdo de superficies impermeéaveis, controle de friccdo e lubrificacdo,
obtencdo de propriedades adesivas, sistemas modelos para estudo de quimica de superficie,

entre outros %1,

1.4. Microbalanca de Cristal de Quartzo (MCQ)

A microbalanca de cristal de quartzo fundamenta-se no efeito piezoelétrico de um
cristal de quartzo com depoésitos metalicos em ambas as faces dos cristais (Fig. 4). O efeito
piezoelétrico corresponde a propriedade de certos materiais responderem a deformacGes ou

pressdes externas gerando um campo elétrico proporcional a forca imposta %41,

ﬁ) /?
A,=137cm? A, =0,3419 cm?
QY (B)

Figura 4: Representacdo das faces de um cristal de quartzo recoberto com ouro e suas respectivas areas

geométricas. (A) Face exposta & solucdo. (B) Face que fibra de acordo com a freqiiéncia de ressonancia !,

O efeito inverso, isto é, a geracdo de uma deformacdo no cristal devido a aplicacao
de um campo elétrico externo fazendo com que as variagfes mecanicas no cristal possam
seguir da mesma maneira as variages do campo elétrico aplicado, é conhecido como efeito
piezoelétrico reverso.

Se a perturbagdo elétrica apresentar caracteristicas especificas de amplitude e
freqliéncia (determinadas pela geometria do cristal), uma onda acustica transversal é gerada e
se propaga através do cristal de um modo ressonante. Essa forma de oscilagdo é chamada de
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oscilacdo no modo de cisalhamento do cristal. A propagacdo da onda acustica acarreta em
uma vibracdo dos atomos do cristal paralelo a superficie, assim se um material é depositado,
ocorre uma reducdo nesse deslocamento e a freqiiéncia de ressonancia do cristal diminui 2%,
Esse é o principio de funcionamento da MCQ, onde o campo elétrico é aplicado sobre o
depdsito metalico de uma das faces do cristal de quartzo, estando a outra face ligada ao terra e
monitorando a freqiiéncia de ressonancia do cristal.

Como a onda acustica gerada com a excitacdo elétrica se propaga pelo cristal, o
angulo de corte em relagdo ao eixo do monocristal exerce influéncia na velocidade de
propagacdo sendo que cada corte exibi diferentes propriedades. Para o cristal de quartzo
existem trés tipos de corte principais, AT, BT e SC, sendo o corte AT o mais utilizado para
estudos eletroquimicos por sofrer menor influéncia com a variagdo de temperatura. A
freqiiéncia fundamental de vibracao do cristal de quartzo pode variar, sendo as mais utilizadas
entre 5 e 10 MHz, por apresentarem facilidade de manuseio e excelente sensibilidade.

No decorrer da medida experimental a variacdo na freqiiéncia correspondente a

adicdo ou subtracdo de massa na superficie do cristal de quartzo € descrita pela equacao de

Sauerbrey:

2
Af = — <A1> Am = —K Am equacao 1
A(quq)i

onde Af é a variacdo de frequéncia de ressonancia em Hz, A é a &rea geométrica
piezoeletricamente ativa em cm? (definida pela area de interseccdo entre os depdsitos
metalicos das duas faces do quartzo na Figura 4 B), f, é a frequéncia fundamental do cristal,
g € 0 modo de cisalhamento do quartzo, p, € a densidade do quartzo e Am representa a

variacdo da massa na superficie do cristal. Para um cristal com corte AT a temperatura
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ambiente K = 0,0566 Hz /(ng cm™). Isto permite medidas com variacdo de massa menores
que 1 ng cm2 1081,

Todavia a equacao 01 foi desenvolvida para condi¢des de aplicagdo no vacuo, sendo
que para sistemas aquosos a Af pode variar em funcao de propriedades do solvente tais como
viscosidade, densidade e pressdo hidrostatica, ou ainda em funcdo da rugosidade e hidrofilia
ou hidrofobia da superficie do depdsito sobre o cristal. Em pequenas variacdes de frequéncia
como na deposicdo de monocamadas os efeitos causados pelo solvente ou pela superficie do
depodsito podem ser expressivos 1261071,

O emprego da equacdo de Sauerbrey em sistemas com variacdo de massa exige a
consideracdo de alguns fatores importantes como:

e Os filmes devem estar rigidamente ligados ao depdsito metélico;
e As variagdes de freqliéncia observadas devem ser menores que 2 % da
frequéncia de ressonancia fundamental do cristal;

Ao tratarmos de filmes muito finos tais como monocamadas de tidis adsorvidos
sobre o depdsito de ouro na superficie do cristal é vidvel a suposicdo de que as variacdes de
freqUéncia podem ser atribuidas a variagcGes de massa.

Quando aquisicdo de dados com a MCQ é realizada simultaneamente com
experimentos eletroquimicos, a técnica é comumente chamada de Microbalanca
Eletroquimica de Cristal de Quartzo (MECQ). A geracdo da onda acustica é da mesma forma
que a discutida anteriormente. A monitoracdo do transporte de massa em sistemas sistemas
eletroquimicos permite ao usuario da tecnica obter informacGes mecanisticas e cinéticas a
respeito de processos de adsor¢do ou dessor¢do. Dessa forma Karpovich e Blanchard [108]
utilizaram a MECQ para determinar a cinética de adsorcdo de 1-octadecanotiol e 1-octanotiol
utilizando como solvente n-hexano. Os autores acompanharam a formagédo da SAM in situ,

mas apenas nos primeiros segundos, tentando dessa forma aproximar a adsorcao de tidis a um
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comportamento definido por isoterma de Langmuir. Todavia, como ja mencionado no texto,
as interacOes laterais entre as cadeias carbonicas sdo tdo intensas que ndo podem ser
simplesmente ignoradas.

Mais tarde Kim et al. ™®! estudaram a cinética de adsorcéo de tidis CHz(CHy)n.1SH
(com n =8, 12 e 16) observando um comportamento que pode ser separado em dois passos,
primeiro uma adsorcao rapida e em seguida um processo de organizacdo da SAM. Contudo 0s
autores observaram que o comportamento da adsorcdo muda com o solvente utilizado. Ao
analisar a formacéo da SAM de 1-dodecanotiol em hexano notam-se dois processos distintos,
a adsorcdo rapida e a organizagdo, mas durante a formacdo da mesma monocamada em
etanol, verifica-se apenas um processo, adsor¢éo lenta.

Outra forma de se avaliar a composi¢do de uma SAM consiste no monitoramento da
variacdo de massa durante o processo de dessorcao redutiva de monocamadas, dessa forma é
possivel comparar a Am com a carga de dessor¢do dos dados eletroquimicos. Utilizando essa
metodologia Sato e Mizutani % determinaram a composicao real de uma SAM mista obtida
a partir dos tiois acido 3-mercaptoundecandico e 1-octadecanotiol. Informacdes a respeito de
processos de solvatacdo, presenca de dominios diferentes ou integridade da SAM, podem ser
obtidas a partir da anélise simultanea dos dados eletroquimicos e de variagdo de massa .

Um estudo realizado por Kawaguchi et al. ™ avaliou o comportamento da
dessorcdo de SAMs contendo apenas um componente de n-alcanotidis e acidos
mercaptoalcanodicos empregando a MECQ. Os resultados demonstraram a existéncia de
dominios com estabilidades diferentes em todas as SAMs causadas por diferencas no
empacotamento das monocamadas induzidas pela rugosidade do substrato. Com a variacdo de
massa também foi possivel verificar a adsor¢do simultanea de cations durante o processo de

dessorcao sobre as SAMs de acidos mercaptoalcanoicos, causada principalmente pela atracao
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eletrostatica entre cations e grupos acidos desprotonados, visto que o eletrdlito era fortemente

alcalino.

1.5. Flavonadides

Flavonoides sdo compostos polifendlicos com estrutura quimica variavel, onde seu
nacleo fundamental contém 15 atomos de carbono (Fig. 5). Os flavondides podem ser
divididos em grupos segundo sua estrutura quimica e biossintese, os quatro grupos principais
sd0 as flavonas, flavondis, antocianinas e os catectis 2. As principais diferencas entre os
grupos sao a presenca ou nao da ligacdo insaturada entre 0 C2 e C3 e 0 numero e posicao de

substituintes hidroxilas nas demais posigoes.

Figura 5: Estrutura fundamental de um flavonéide.

Atualmente existem mais de seis mil estruturas conhecidas de flavondides, das quais
aproximadamente quatro mil sdo de origem natural, sendo produzidas principalmente por
frutas e vegetais. Estes compostos sdo conhecidos por sua potente acdo antioxidante
antinflamatodria, antialérgica, antivirais, antitumorais e eficiéncia no tratamento de doengas

cardiovasculares **¥!. Devido a essas caracteristicas, os flavondides vém sendo intensamente
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investigados, principalmente por industrias farmacéuticas e alimenticias, visto que o potencial
de mercado para essas substancias € extraordinario.

Obviamente, a atividade bioquimica dos flavondides esta relacionada com a estrutura
quimica dos mesmos, onde 0 nimero e a posicdo de substituintes —OH nos anéis A e B
constituem o fator mais importante (Fig. 5) ™. A extensa cadeia carbonica n-conjugada e a
presenca de grupos hidroxilas nos anéis aromaticos A e B, principalmente nas posi¢des 3°,4°,
permitem a esses polifendis atuarem como agentes doadores de atomos de hidrogénio a
radicais peroxidos, finalizando a propagacdo da cadeia radicalar e formando a quinona
correspondente 1151171,

O fisetin € um exemplo de flavondide contendo substituintes —OH nas posicdes
3°,4’, estando presente em alimentos tais como frutas citricas, morango, uva, gengibre, cebola

e pepino, por exemplo 8. Como esta é a molécula alvo do presente estudo, faz-se necessario

conhecer um pouco mais sobre ela.

1.5.1. Fisetin: Caracteristicas, propriedades e métodos de determinacéo

O fisetin (3,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona - Fig. 6) é um flavondide com acao
neurotréfica capaz de diferenciar células nervosas ativando sinais extracelulares regulados por
Quinases. Quinases sdo enzimas que catalisam a fosforilacdo de proteinas através da
transferéncia de um grupo fosforila de ATP e, em casos excepcionais, de GTP, para treonina,
serina ou residuos de tirosina. Por este motivo, o fisetin € capaz de reverter declinios no
processo cognitivo relacionados a idade, visto que sua interacdo especifica com Quinases faz

com que aumente o niimero de conexdes entre os neurdnios 912,

38



A atividade antiinflamatoria do fisetin também tem sido estudada recentemente
levando os pesquisadores a concluirem que ele atua ndo sé interagindo com Quinases, mas
também na ativacdo de fatores nuclerares importantes para o tratamento de processos

inflamatdrios 22,

Figura 6: Estrutura quimica do fisetin.

Alguns estudos da atividade antioxidante do fisetin envolvendo técnicas
eletroquimicas tém demonstrado que o processo de oxidacdo do composto é dependente do
pH do meio, onde os primeiros grupos a se oxidarem sdo as —OH nas posi¢des C4’ e C3’,
formando a quinona correspondente. Na seqiiéncia, o grupo —OH na posi¢ao C3 oxida-se
apos um rearranjo intramolecular em que a quinona formada no processo anterior se converte
novamente a —OH '?¥!. Este rearranjo com a formagdo de anel com o grupo hidroxi em C3, é
formado também quando o fisetin encontra-se no seu estado eletronicamente excitado ™.

Quantitativamente o fisetin tem sido determinado por técnicas cromatograficas 24,
eletroforéticas * e eletroquimicas ™, no entanto s&o poucos os trabalhos com este objetivo.

Como exemplo tém-se o trabalho realizado por Brondani et al. M

, ho qual utilizou
nanoparticulas de ouro dispersas em liquido i6nico e um complexo binuclear de niquel
imobilizado sobre silica a fim de se obter um sensor para fisetin. O limite de deteccdo do
sensor foi de 5,0 x10® mol L™ utilizando a voltametria de onda quadrada como técnica de

anélise.
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Jiang et al. ' utilizaram a cromatografia eletroforética capilar para determinar
fisetin e outros flavonodides em amostras de propolis. Com esta técnica 0s autores alcangaram
um limite de deteccéo para o fisetin de 2,9 x10°® mol L™ o que n&o possibilitou a deteccéo do
mesmo em amostras reais de propolis.

Uma alternativa para construcio de sensores foi idealizada por Moccelini et al. 2]
que aplicaram monocamadas auto-organizadas de &cido 3-mercaptopropibnico e um
complexo de niquel para determinacdo de catequina. Com este sensor 0s pesquisadores
obtiveram um limite de deteccéo de 8,26 x10” mol L™

Visto a relevancia do fisetin na manutencdo do organismo humano fica clara a
necessidade de se desenvolver métodos de determinagdo em amostras reais, visto a grande
atencdo dada a pesquisa deste composto como potencial medicamento para diversas doengas
associadas ao envelhecimento. Dessa forma, as informagdes levantadas acima motivaram a

aplicacdo de monocamadas auto-organizadas mistas como uma proposta de sensor para

determinacéo de fisetin.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi preparar, modificar e caracterizar eletrodos de ouro
recobertos com uma monocamada mista auto-organizada dos &cidos 3-mercaptopropibnico e
11-mercaptoundecandico e verificar a influéncia da modificacdo na determinagcdo do
flavondide fisetin em agua.

Os objetivos especificos foram:

e Otimizagdo da concentracdo dos tiois na solucgdo etandlica de incubagdo do substrato

de ouro, visando a formacdo de uma SAM mista com segregacao de fases.

e Investigacdo do mecanismo de formagdo da SAM mista e sua relagdo com o tempo

de incubacdo do substrato a partir da dessor¢éo redutiva empregando a MECQ.

e Caracterizacdo das monocamadas auto-organizadas contendo a mistura de tiois pela

413 na interface

analise do comportamento eletroquimico do par redox [Fe(CN)g]
SAM-eletrélito empregando voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia

eletroquimica em meio tamponado.

e Estudo da influéncia da modificacdo da superficie do substrato com a monocamada

mista no comportamento eletroquimico do fisetin.

e Comparacdo entre as respostas voltamétricas referentes a oxi-reducdo do fisetin na
superficie de ouro com as obtidas sobre monocamadas dos tiois puros e com a

monocamada mista.
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3. METODOLOGIA

3.1. Reagentes e solucdes

O é&cido 3-mercaptopropibnico (3amp), o &cido 11-mercapundecandico (11amu) e a
3,3°,4°,7-tetrahidroxiflavona (fisetin) foram obtidos da Sigma-Aldrich. O hexacianoferrato de
potéssio trihidratado, o hexacianoférrico de potassio anidro e o hidroxido de sédio, foram
adquiridos da J.T. Baker. O &cido sulfurico 98,0 %, o acido nitrico 65,0 % tém procedéncia
Mallinckrodt e Qhemis, repectivamente. O peréxido de hidrogénio 30,0 % (m:v) foi adquirido
da Tec-Lab. O alcool etilico absoluto anidro (etanol) foi obtido da J.T. Baker.

Os reagentes utilizados no preparo da solucdo tampédo Britton-Robinson (BR),
NaClO, anidro, HzPO,4 85,0 %, H3BO3 anidro e CH3COOH glacial foram todos adquiridos da
Merck. Os reagentes, HCI 36,0 %, AgNOs;, KCI e Hg,Cl,, e mercario metalico, utilizados
para 0 preparo dos eletrodos de reférencias de Ag/AgCL/KCI 3 mol.L™*(Ag/AgCl) e Eletrodo
Saturado de Calomelano (SCE) foram obtidos da J.T.Baker. Todos 0s reagentes quimicos
utilizados foram de grau analitico e usados como recebidos, sem prévia purificacdo. Todas as
solugdes foram preparadas com agua purificada no sistema Milli-Q com resistividade de 18
MQ cm™ (Millipore Inc.).

O protocolo de limpeza adotado no presente estudo consistia no tratamento de todo o
material em duas solu¢Ges. Um tratamento oxidante empregando solucdo sulfonitrica (H,SO4
+ HNO3 3:1, v:v, ambos concentrados) e um tratamento quimico com solucdo etandlica de
NaOH (10 g de NaOH dissolvidos em 500 mL de etanol) . Os materiais de vidro e de
politetrafluoretileno (PTFE) foram imersos em ambas as solugdes por 30 minutos, em
seguida, enxaguados com agua purificada em abundancia. Tal procedimento garante a

eliminacéo de residuos organicos e metalicos adsorvidos no material.
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Para o preparo da solucdo tampdo BR 0,1 mol L™, misturou-se iguais volumes das
solugBes NaClO4 0,1 mol.L™, HsBOs 0,04 mol.L™, HsPO4 0,04 mol.L™? e CH;COOH 0,04

mol.L™. O pH da soluc&o foi ajustado com adic&o de NaOH 5,0 mol.L™.

3.2. Materiais e instrumentos para medidas eletroquimicas

3.2.1. Medidas voltamétricas

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato

PGSTAT30/Autolab® utilizando o software GPES.

Célula eletroquimica

Para as medidas eletroquimicas utilizou-se uma célula eletroquimica de vidro
borossilicato de compartimento Unico de 25 mL com tampa de PTFE contendo orificios de
encaixe para trés eletrodos (Fig. 7). Os trés eletrodos foram: (i) um contra-eletrodo de placa
de platina (com 0,2 cm?), (ii) um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (para medidas realizadas
em meios acidos) ou SCE (para medidas realizadas em meio alcalino) e (iii) um eletrodo de
trabalho de ouro com area geométrica de 0,031 cm? da superficie exposta & solugao.

Eletrodo de trabatho

/ ‘ / /‘ Contra-eletrodo

Eletrodo de referéncia

2
¥

Figura 7: representacdo esquematica da célula eletroquimica utilizada durante os experimentos.
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Eletrodo de referéncia

O eletrodo de referéncia Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L™ foi construido embutindo um fio
de prata, previamente polido com lixas 600 e anodizado em uma solugdo de HCI 0,3 mol L™,
em um compartimento préprio completamente preenchido com solugdo de KCI 3,0 mol L™
contendo alguns cristais de AgNOs. A anodizacdo do fio de prata em solucdo de HCI é
necessaria para formar um filme de cloreto de prata na superficie do fio.

Para a construcdo do eletrodo de calomelano saturado (SCE), adicionou-se uma
pequena quantidade de mercurio em um tubo de vidro contendo um fio de platina para contato
elétrico. Em seguida preparou-se uma pasta, obtida com a mistura de cloreto mercuroso,
mercurio e algumas gotas de solucdo de KCI saturado. Preencheu-se o volume vazio do tubo
contendo mercudrio deixando um espaco para vedacdo com fibra de amianto. Logo apds
inseriu-se o tubo contendo mercirio e pasta de cloreto mercuroso em um compartimento

préprio contendo solucéo saturada de KCI, cuidando para que ndo se formassem bolhas de ar.

Contra-eletrodo
Utilizou-se uma placa de platina com 1,0 cm? de area geométrica, soldada a um fio
de platina e embutido em tubo de vidro. Antes dos experimentos aquecia-se o contra-eletrodo

em chama redutora e lavava-se o eletrodo com agua Milli-Q.

Eletrodos de trabalho (eletrodos convencionais de ouro)

Os eletrodos de trabalho foram construidos embutindo fios de ouro com 2,0 mm de
didmetro em um cilindro de PTFE. Para o embutimento do fio de ouro fez-se um orificio com
1,5 mm de diametro no cilindro. Em seguida o PTFE foi aquecido em banho de 4gua quente,
enguanto um pequeno fio de Au com 0,5 cm de comprimento foi mantido em agua pura com

gelo. Apés um periodo de 20 minutos o fio de ouro foi retirado do banho de gelo e
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imediatamente embutido no PTFE ainda aquecido. Apds as temperaturas chegarem ao valor
de temperatura ambiente, os eletrodos foram polidos com lixas d’agua (grids 600 — 1200 —

2000 e 2500), até a exposi¢do de um disco do metal.

3.2.2. Medidas de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Para a realizacdo dos experimentos de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica
(EIE) utilizou-se 0os mesmos materiais das medidas voltamétricas. Os experimentos foram
realizados em um potenciostato PGSTAT30/ Autolab® acoplado a um microcomputador e
controlado pelo software FRA. Os espectros de plano complexo foram analisados com o
software Electrochemistry-ZView2. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente

apos desaeracdo da solucdo por 10 minutos com borbulhamento de N.

3.2.3. Medidas com a Microbalanca Eletroquimica de Cristal de Quartzo

As medidas com a Microbalanca Eletroquimica de Cristal de Quartzo (MECQ) foram
realizadas utilizando a RQCM/Maxtek acoplada a um potenciostato PGSTAT30/Autolab,
interfaceados pelos programas RQCM e GPES, respectivamente. O eletrodo de trabalho
utilizado no estudo consistia em um cristal de quartzo, com corte AT de frequéncia
fundamental de ressonancia de 5 MHz, e sensibilidade calculada de 0,056 Hz /ng cm™.

A fim de diminuir a interferéncia de ruidos na leitura, os experimentos foram
realizados em uma gaiola de Faraday. Todavia, os graficos de variacdo de massa (Am) em

funcéo do potencial (E), foram previamente tratados com um filtro FFT do software Origin
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8.0 (OriginLab Corp., MA, USA). Os filtros foram devidamente utilizadas preservando as

caracteristicas dos dados originais.

Célula eletroquimica

As medidas com a MECQ foram realizadas em uma célula eletroquimica adaptada ao
probe que comporta o cristal de quartzo (eletrodo de trabalho). A Figura 8 mostra o desenho
esquematico da célula eletroquimica, a qual contém uma tampa de PTFE e orificios para
encaixe do probe, eletrodo de referéncia, contra-eletrodo e entrada e saida de gas nitrogénio.

O volume total desta célula é de 100 mL.

Saida
de ar

) Eletrodo de referéncia

l’ \

/ I //‘ Contra-eletrodo
Contato elétrico +—N,
com a MECQ
Probe %
i Cristal de Quartzo
Verso

Frente

Figura 8: Célula eletroquimica utilizada nos experimentos com Microbalanca Eletroquimica de Cristal de
Quartzo

A escolha do projeto da célula visou minimizar ao maximo os ruidos nas leituras de

Am e a pressao hidrodinamica sobre os cristais de quartzo.
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Cristal de quartzo
Inicialmente todos os experimentos foram realizados com eletrodos de ouro
embutidos em PTFE. Na seqliéncia realizou-se medida com o cristal piezo-elétrico de quartzo

recoberto com um filme de ouro em ambas as faces como na Figura 4.

3.3. Instrumentacao Geral

Utilizou-se uma balanga analitica Mettler Toledo da Micronal S/A modelo AL 204
para pesagens.

Para ajustes e medidas de pH utilizou-se um pH-metro Qualxtron modelo 8010.

O ultrasom utilizado na etapa de limpeza dos eletrodos convencionais de ouro foi

adquirido da Unique (Ultrasom MaxiClean modelo 1450 com frequéncia de 25 kHz).

3.4. Procedimentos Experimentais

3.4.1. Pré-tratamento da superficie dos eletrodos convencionais de ouro

O pré-tratamento da superficie do eletrodo de ouro convencional foi realizado

segundo a metodologia adotada por Tkac e Davis %81, O procedimento é dividido em quatro

etapas, (i) reducéo eletroquimica de contaminantes organicos em meio alcalino, (ii) polimento

mecanico, (iii) oxidacdo quimica e (iv) polimento eletroquimico.
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A reducéo eletroquimica foi realizada aplicando-se um potencial de -1,3 V (vs SCE)
por 60 segundos no eletrodo ao qual seria produzida a SAM. O eletr6lito suporte consistia em
uma solucdo de NaOH 0,1 mol L™,

O polimento mecéanico foi realizado usando lixas d’agua grid 600, 1200, 2000 e
2500, seguida de um polimento em suspensdo de alumina (1:5 de alumina:agua) utilizando
tecido de polimento como base para friccdo. O polimento seguia até que as superficies
apresentassem um aspecto espelhado. A cada troca da granulometria, seja da lixa d’agua ou
de alumina, todo o conjunto era lavado com agua destilada e os eletrodos sonicados em agua
purificada por cinco minutos para remocao de particulas residuais.

A oxidacéo quimica de possiveis contaminantes adsorvidos foi realizada por imersao
dos eletrodos em uma solugdo “piranha” (1:3 de H,O, e H,SO,, respectivamente, ambos
concentrados) por 5 minutos. Posteriormente os eletrodos foram lavados exaustivamente com
agua purificada.

A etapa de polimento eletroquimico foi procedida empregando a voltametria ciclica
variando o potencial de 0,0 a 1.7 Volts (vs Ag/AgCl) utilizando como eletrélito suporte
solugdo de H,S04 0,5 mol L™ e variando a velocidade de varredura com 100 ciclosa 1V s,
50 ciclos a 0,5 V s, 25 ciclos a 0,25 V s e 10 ciclos a 0,1 V s, A cada velocidade de
varredura o eletrélito suporte era trocado e o conjunto da cela eletroquimica lavado com agua.

Como as respostas eletroquimicas das superficies de Au de alta pureza sdo bem
conhecidas %), os perfis voltamétricos obtidos foram utilizados também como critério para a
observacao do perfeito funcionamento dos eletrodos.

O fator de rugosidade, tanto do cristal de quartzo (exposta a solugdo) quanto dos
eletrodos de ouro, foi determinado pelo método proposto por Rand e Woods **%. De acordo
com o procedimento, aplica-se um potencial inicial por 10 segundos, garantindo a reduc¢éo dos

oxidos previamente formados e em seguida forma-se uma camada de AuO aplicando um
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potencial E; por 100 segundos (tox). Imediatamente apos a formacdo de AuO, aplica-se uma
varredura de potenciais para reduzir o éxido formado. Um segundo ciclo de oxidagdo e
reducdo é usado para avaliar a linha de base e assim calcular a carga de redugdo do 6xido

formado no potencial E; (Figura 9).

Potencial

Potencial

v
v

tempo tempo

(@) (b)

Figura 9: Rampa de potenciais utilizados para determinar a A, do eletrodo de ouro policristalino a partir do
oxigénio adsorvido sobre a superficie. (a) rampa utilizada quando E; < 1,46 V e (b) quando E; > 1,46 V. a = 0,68
V,b=1,46V ety =240s.

Aplicando-se uma integral definida sobre a regido de corrente faradaica do pico de
reducdo observado com a primeira varredura para potenciais mais negativos e dividindo-se a
area encontrada pela velocidade de varredura e pela area geométrica do eletrodo, obtém-se a
densidade de carga de reducéo experimental (Qexp) do 0xido superficial do substrato de ouro.

Identificada a Qexp correspondente a formagéo de uma monocamada de AuO sobre o
eletrodo, compara-se o valor com o valor teérico (Q; = 390 uC cm®) usando a equagao *!:

Qexp Ae ~
Ffr=—">== equacao 2
R=7q A quag

onde A € a area eletroquimica e Ay a area geométrica do eletrodo.
Para os cristais de quartzo o procedimento de limpeza adotado consistia apenas no

tratamento quimico com solugdo “piranha” e polimento eletroquimico com voltametria ciclica
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em H,SO4 0,5 mol L™ No entanto o fator de rugosidade foi determinado com a mesma

metodologia empregado para os eletrodos de ouro convencionais.

3.4.2. Preparacdo das monocamadas auto-organizadas de alcanotiois

Realizou-se a adsorcdo dos alcanotiois nas superficies eletrddicas previamente
limpas por imersdo dos eletrodos de ouro na solucdo etandlica do respectivo alcanotiol, na
concentracéo de 1,0 mmol L™ por um periodo de 20 horas. Ap6s o periodo de imersdo, o
substrato de ouro foi novamente lavado com etanol (para retirar moléculas fracamente
adsorvidas), com agua pura e seco em temperatura ambiente. S6 entdo procedeu-se com a
caracterizacdo da modificacdo da superficie do substrato. Os tiois utilizados nesse estudo
foram o acido 3-mercaptopropibnico (3amp), o acido 11-mercaptoundecandico (1lamu) e

uma mistura de ambos (Fig. 10).

O]
N\ —OH
OH
=
3amp 1lamu

Figura 10: Férmulas estruturais dos tiois utilizados para obtengdo das SAMs

Para a obtencdo da monocamada auto-organizada mista contendo ambos 0s
precursores (SAM mista), tanto a concentracdo dos tiois quanto o tempo de imersdao do
substrato, foram avaliadas empregando a voltametria ciclica, a EIE e a DR acompanhada pela

variacao de massa empregando a MECQ.
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As SAMs mistas foram obtidas a partir da combinacdo binaria entre os tidis 3amp e
11lamu. Para todas as solu¢fes contendo ambos os tidis a concentracdo de 11amu foi fixada

em 1,0 mmol L™, enquanto a concentracéo de 3amp variou de 6,9 x10° a 2,4 x10 mol L™.

3.5. Caracterizacdo das monocamadas auto-organizadas

3.5.1. Estudos Voltamétricos

Avaliou-se a modificacdo do substrato empregando a voltametria ciclica e a DR. Para
a caracterizacdo empregando voltametria ciclica utilizou-se tampdo BR 0,1 mol L™ pH 3,0
como eletrélito suporte e o par redox Fe(CN)¢*™® 6,0 .10° mol L™ (equimolar) como
molécula de sonda da modificacdo da superficie do eletrodo de ouro. A faixa de potencial
variou de -0,3 a 0,8 V (vs Ag/AgCl) a 100 mV s™. A andlise dos dados obtidos foi realizada
considerando as repostas de corrente de pico (l,) e potencial de pico (Ep). Para uma correta
comparagdo, um eletrodo de Au liso foi submetido ao mesmo processo de obtencdo das
monocamadas dos alcanotiois, sendo imerso somente no solvente etanol.

A dessorcdo redutiva das SAMs foi avaliada empregando a técnica de voltametria
ciclica em meio alcalino. Utilizou-se como eletrélito uma solugdo de NaOH 0,1 mol L™
variando o potencial de 0,0 V a -1,5 V (vs SCE) a uma velocidade de varredura de 20 mV s™.

As solugdes foram desaeradas por 20 minutos antes de cada experimento.

51



3.5.2. Estudos de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

O circuito modelo utilizado nesse estudo foi o circuito de Randles Rs(CPE[R:Zw])

como mostra a Figura 11:

CPE
>>

Figura 11: Modelo de circuito equivalente utilizado para analise dos dados obtidos com os graficos de plano
complexo obtidos com a EIE.

onde Rs € a resisténcia da solucdo, Ry € a resisténcia de transferéncia de carga, Zy € a
impedancia de Warburg e CPE é o elemento constante de fase (representa a capacitancia da
dupla camada).

As medidas de EIE foram realizadas em solucéo tampdo BR 0,1 mol L™ pH 3,0
contendo 6,0 mmol L™ do par redox [Fe(CN)6]*"*. Aplicou-se uma onda senoidal com 10
mV de amplitude no potencial de pico observado com os experimentos de voltametria ciclica

(nas mesmas condi¢6es) em uma faixa de freqiiéncia de 100 kHz a 0,1 Hz.

3.5.3. Medidas com a Microbalanga eletroquimica de Cristal de Quartzo

A MECQ foi utilizada para monitorar a variacdo de massa do cristal de quartzo
durante a dessorcao dos tiois nos experimentos de DR.
O monitoramento da variacdo de massa durante a dessor¢do redutiva das SAMs foi

realizado simultaneamente com a DR. Para o experimento adicionava-se 100 mL de NaOH
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0,1 mol L™ na célula eletroquimica e borbulhava-se gas nitrogénio no conjunto por 20
minutos. Em seguida realizava-se uma varredura linear de 0,0 a -1,5 V (vs SCE) com

velocidade de 20 mVv s,

3.6. Estudo do comportamento eletroquimico do fisetin

3.6.1. Estudo do mecanismo redox do fisetin

Avaliou-se 0 mecanismo de oxidacdo e reducdo do fisetin a partir de estudos da
variagdo de pH e variacdo de velocidade de varredura de potenciais, empregando a
voltametria linear e a voltametria ciclica. As medidas foram realizadas em tampéo BR 0,1 mol
L?, cujo pH foi corrigido com solucdo de NaOH 5,0 mol L™ para a concentragdo
hidrogenidnica requerida. A faixa de potencial estudada variou de -0,2 a 0,8 V (vs Ag/AgCl) e
a velocidade de varredura de 5 a 200 mV s™. Utilizou-se uma concentracdo de 0,1 mmol L™
de fisetin para ambos os estudos. A anélise dos dados obtidos foi realizada considerando as

repostas de corrente de pico e potencial de pico.

3.6.2. Otimizacao dos parametros de analise para a construcdo da curva analitica

Utilizou-se como técnica de analise a voltametria de onda quadrada (VOQ). Os
parametros da técnica como a amplitude de pulso (a), incremento de potencial de varredura
(AEs) e freqiéncia de pulso (f), foram avaliados e otimizados em tamp&o BR 0,1 mol L™ pH

5,0 contendo 0,1 mmol L de fisetin.
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Par a determinacdo do limite de deteccdo e limite de quantificagdo construiu-se uma
curva analitica utilizando a VOQ com os parametros otimizados. Utilizou-se como sensor o

eletrodo de ouro contendo a SAM mista.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Pré-tratamento do eletrodo

Ap0s a submissdo dos eletrodos de trabalho (eletrodo de ouro convencional e cristal
de quartzo recoberto com ouro) ao pré-tratamento descrito na parte experimental constatou-se
a eficiéncia da metodologia de limpeza da superficie pelo perfil voltamétrico obtido em
HCIO, 0,05 mol L, mostrado na Figura 12. De acordo com Angerstein-Kozlowska et al. (2
o perfil voltamétrico mostra a formacgdo de 6xido de ouro no intervalo de potencial de 1,25 a
1,6 V, com a inversdo no sentido de varredura, o éxido formado é reduzido com um potencial

de pico de redugdo (E,) em 1,16 V.

200
04

-200 -

-300 -

-400 -

I T I I T I T I
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Figura 12: Voltamograma ciclico do eletrodo convencional de ouro policristalino em HCIO, 0,05 mol L™ a 20
mV s™ (vs ERH - eletrodo de referéncia de hidrogénio).
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O mecanismo de formacdo de 6xido na superficie de ouro € dindmico e ocorre a partir
da substituicdo de anions especificamente adsorvidos, por moléculas de agua e sua
conseqiente oxidacdo com transferéncia de um elétron %2);

[AugJAu—(H20)ags — [AuAu—OH + H™ + ¢
simultaneamente ocorre uma rotacdo da camada mais superficial do metal contendo a
hidroxila adsorvida, processo denominado replacement-turnover por Angerstein-Kozlowska
et al. 1%
[Au JAu—OH + H,O0 — Auy—OH—Au—OH + H' +¢”
replacement-turnover
Auy—OH—Au—OH — Au—OH—OH—Au

A Ultima etapa consiste na formacao do 6xido de ouro com transferéncia eletronica e

a re-adsorcdo de moléculas de agua na superficie oxidada.
[Au—OH—OH—Au] — 2AuO + 2H" + 2¢”

No processo inverso ocorre novamente a rotacdo da camada mais superficial do
metal e a reducdo do éxido de ouro, todavia ambos 0s processos sdo rapidos a temperatura
ambiente e em baixas velocidades de varreduras. Dessa forma observa-se apenas um pico de
reducéo tal como mostrado na Figura 12.

O mecanismo de formacdo e reducdo de dxidos na superficie do substrato torna-se
importante em trabalhos com monocamadas auto-organizadas, pois uma vez que Sao
processos que ocorrem por quimiossorcdo envolvendo um sitio ativo da superficie por
molécula do adsorbato, esse fendbmeno pode ser usado para calcular a area eletroquimica do
substrato. A area eletroquimica (Ae), Ou area microscopica, ou ainda area eletroativa, €
definida como a area da superficie total exposta, incluindo cavidades, ondula¢es ou qualquer
defeitos mesmo a nivel atdmico **3. Assim a A. da informac@es a respeito da quantidade de

sitios de adsorcdo disponiveis na superficie do substrato. Para conhecer A, € necessario
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conhecer primeiro o fator de rugosidade da superficie (Fr), que pode ser calculado segundo a

equacao 2, relembrada abaixo:

_ Qexp _ Ae

F
R7 Q0 A

onde Qe € a densidade de carga de reducdo de uma monocamada de AuO obtida
experimentalmente e Q; € a carga de reducéo teorica para uma monocamada de 6xido de ouro
(390 pC cm).

A densidade de carga, Qexp, é obtida de acordo com Rand e Woods ™! integrando-se
0 pico de reducdo observado com a primeira varredura linear para potenciais mais negativos
apods aplicacdo de um potencial E, por 100 segundos. A avaliagdo da Qexp, em funcdo do
potencial de formacdo do 6xido de ouro (E,), exposta na Figura 13, mostra que para E; > 2,0 a
Qexp aumenta exponencialmente devido a evolucdo de O,, 0 qual permanece adsorvido na
superficie de ouro, superestimando Qexp, ViSto que este também se reduz com a varredura

catédica.

1200 - 672,74 uC cm?

1:4 | 1:5 | 1:6 | 1:7 | 1:8 | 1:9 | 2:0
E, /V (vs ERH)

Figura 13: Variagéo da Qex, €m fungdo de E,, as linhas vermelhas mostram regides de linearidade.
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Para E) < 1,5 a Qeyp diminui linearmente indicando que a camada do oxido AuO
encontra-se incompleta. Para valores de E, entre 1,5 e 1,9 V observa-se um aumento na
densidade de carga e uma mudanca na inclinacdo da tangente com E;=1,6 V. A variagdo de
Qexp de 1,6 a 1,9 V é de aproximadamente 355,7 uC cm, valor préximo ao esperado para a
reducdo de uma monocamada de AuO, considerando transferéncia de 2 elétrons. Portanto a
mudanga na inclinagéo da tangente e AQeyp indicam que a primeira monocamada de 6xido de
ouro encontra-se completa com E;~1,6 V. Logo, considerou-se para o célculo da éarea
eletroquimica do eletrodo a Qey, Obtida com E, = 1,6 V. Assim, utilizando o procedimento
descrito acima, obteve-se Fg = 1,70 + 0,19 para os eletrodos de ouro convencionais polidos
até aparéncia especular. Com a mesma metodologia calculou-se Fg = 2,56 + 0,25 para 0s
cristais de quartzo recoberto com ouro. Conhecendo Fr e garantindo a integridade da

superficie dos eletrodos de ouro, iniciou-se a formacao das SAMs.

4.2. Monocamadas auto-organizadas mistas

A formacdo de SAMs de alcanotiois sobre substratos de ouro é amplamente estudada
e mesmo assim muitas discussdes ainda giram em torno do tempo necessario e do controle da
formacdo de SAMs com multiplos componentes.

A formacdo de monocamadas com segregacdo de fases contendo mais de um
componente, pode ser alcangada pela escolha de alcanotidis com estruturas quimicas distintas,
visto que a cinética de adsorcdo esté relacionada com a estrutura quimica do adsorbato (76l
Como a organizacdo das moléculas na superficie do substrato é impulsionada por interaces
de van der Waals entre os grupos metilenos da cadeia carbénica do alcanotiol, quanto maior o

namero de grupos metilenos, maior serd a interacdo entre moléculas de mesma identidade
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quimica e conseqientemente mais estavel sera a SAM ° 2% Assim ¢ provavel a formacéo de
dominios diferentes na superficie do substrato se o nimero de grupos metilenos de dois
possiveis adsorbatos forem muito diferentes [®). Logo, optou-se por tidis com tamanhos
distintos da cadeia carb6nica, para formar uma SAM mista por co-adsor¢do dos tidis em
solucdo etandlica. O 11amu possui oito grupos metilenos a mais que o 3amp, o que pode fazer

com que ocorra separacdo de fases durante a formagdo da SAM mista 2.

4.3. Modificacdo do substrato com os alcanotiois acido 11-mercaptoundecanoico, acido

3-mercaptopropionico e uma mistura de ambos.

Para entender o efeito da modificacdo da superficie do eletrodo de ouro com a
monocamada mista (SAM mista) é necessario observar as caracteristicas de monocamadas
com apenas acido 3-mercaptopropionico (SAM-3amp) ou &cido 11-mercaptoundecandico
(SAM-11amu), além da resposta do ouro limpo nas mesmas condic@es. Portanto analisou-se a

transferéncia de carga entre o par redox [Fe(CN)e]*™*

e a superficie de ouro limpo e das
monocamadas SAM-3amp, SAM-1lamu e SAM mista. Uma vez que 0 comportamento
eletroquimico deste par redox é amplamente conhecido na literatura, ele foi utilizado como
uma forma de avaliar indiretamente a modificacdo da superficie de ouro.

A utilizacdo de tampdo BR 0,1 mol L™ pH 3,0 como eletrélito suporte visou manter
ambos os tiois protonados durante as medidas, visto que o pKa tanto do 3amp quanto do
11amu estdo entre 5 e 7, respectivamente ¥, Essa cautela previne a variacdo das respostas

eletroquimicas em funcéo de interacOes eletrostaticas entre moléculas de 3amp, ou de 11amu,

e 0 par redox.
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De acordo com a Figura 14 o perfil voltamétrico obtido com a SAM-3amp apresenta
0S mesmos potenciais de pico de oxidagao (Eyo) e redugdo (Ey) e praticamente as mesmas
magnitudes de corrente de pico de oxidagédo (l,o) e reducéo (l,r) observadas para o eletrodo de
ouro ndao modificado. Como a resposta eletroquimica varia em funcdo da area eletroativa da
superficie do eletrodo **, pode se constatar que a SAM-3amp exibe uma area eletroativa
praticamente igual a observada para o ouro limpo. Na auséncia do par redox, a SAM-3amp
ndo exibi nenhum processo faradaico, sendo o voltamograma obtido representativo para as
demais superficies eletrodicas. Mesmo o 3amp ndo apresentando nenhuma insaturacdo
conjugada a transferéncia eletronica entre a superficie metalica e o par redox [Fe(CN)g]*"
ocorre quase sem nenhuma resisténcia imposta pela monocamada. A dessor¢cdo da SAM-
3amp confirma a modificacdo da superficie de ouro com 3amp, mostrada na Figura 15, onde

se observa picos de reducdo em -0,79 e -0,98 V (vs SCE). Nenhum processo faradaico é

observado para o eletrodo de ouro ndo modificado até a evolucéo de H, em -1,3 V (vs SCE)

4-/3-

80 SAM-3amp na auséncia de [Fe(CN) ]
60 -
40

20 -

| / pA

T T T

o L LA L B T
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/V (vs Ag/AgCl)

Figura 14: Voltamogramas ciclicos em tampdo BR 0,1 mol L™ pH 3,0 contendo 6,0 mmol L™ do par redox
[Fe(CN)e]*™ a 100 mV s? para (==) ouro, (=) SAM-11amu, (—) SAM-3amp e (=) SAM mista obtida com
incubacao do substrato em uma solugéo etanélica contendo 1,0 mmol L™ de 11amu e 0,4 mmol L™ de 3amp por
um periodo de 20 horas.
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Com a SAM-11amu apenas 0 processo de oxidacdo apresenta-se definido e, mesmo
assim, mostra um deslocamento do E,, de 370 mV para potenciais mais positivos somado a
uma lp, correspondente a apenas 44 % do valor observado para a SAM-3amp. Novamente, a
modificacdo da superficie do substrato pode ser confirmada com a dessor¢cdo da SAM-11lamu
mostrada na Figura 15, onde se observa picos de reducdo em -1,02 e -1,15 V (vs SCE).

Jd a SAM mista apresentou um comportamento eletroquimico intermediario ao
demonstrado com as SAMs dos tidis puros. Embora as magnitudes das respostas
eletroquimicas sejam intermedidrias, o perfil voltamétrico apresenta um maximo de corrente,
com E, mais afastado do que esperado para processos reversiveis. Os deslocamentos no Ep,
observados para a SAM mista e para SAM-11amu, também fornecem evidéncias de que o

processo redox do [Fe(CN)s]*™*

ocorre por tunelamento dos elétrons através da cadeia
carbonica dos tidis.

Uma vez que para a SAM-11amu a barreira energética imposta pelo comprimento da
cadeia carbonica exige uma energia maior para que ocorra a transferéncia eletronica, o E, se
desloca para potenciais mais positivos e, conseqiientemente, a l,, diminui devido a resisténcia
a transferéncia eletronica imposta pelas moléculas de 11lamu. Na literatura, essas respostas
faradaicas sdo comumente atribuidas a presenca de pinholes e defeitos da SAM. Pinholes s&o
sitios onde a superficie do substrato estd exposta a solucdo e os defeitos da SAM sdo locais
onde outras moléculas podem se aproximar da superficie do substrato a uma distancia tao
pequena quanto a espessura da monocamada ?*!. Se o processo eletroquimico ocorresse
somente pelos pinholes e defeitos da SAM, o perfil voltamétrico seria semelhante ao
observado para UMEs sem a ocorréncia de deslocamento de E, Y e com correntes

significativamente menores ™. Embora a existéncia destas falhas na SAM seja inegavel, elas

ndo explicam as respostas eletroquimicas observadas na Figura 14. Assim, € plausivel atribuir
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413 a0 efeito de

as respostas eletroquimicas referentes a oxi-reducdo do par [Fe(CN)g]

tunelamento quantico de elétrons entre as moléculas de 3amp até a superficie metélica.
Quanto a dessor¢cdo da SAM mista, mostrada na Figura 15, observa-se processos de

reducdo em -0,96 e -1,13 V (vs SCE), comprovando a modificacdo da superficie e

evidenciando a presenga de dominios ricos em 3amp e dominios ricos em 1lamu, visto que

também se observa um deslocamento dos E,, para valores mais positivos.
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Figura 15: Voltamogramas lineares para ouro limpo (==), SAM-11lamu (==), SAM-3amp (-) e SAM mista,
obtida com incubago do substrato de ouro em solugéo etandlica contendo 0,4 mmol L™ de 3amp e 1,0 mmol L™
de 11amu por um periodo de 20 horas (=). Eletrélito NaOH 0,1 mol L™ e velocidade de varredura de 20 mV s™.

A dessorcdo de monocamadas de tiois é caracteristica para cada espécie adsorvida,
visto que quanto mais compacta e estavel é a monocamada, maior € a energia necessaria para

sua dessorcdo redutiva **®). A reacdo envolvida no processo de reducéo é

R—S—AuU + e — R—S + Au°
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A presenca de dois picos de reducdo pode ser conseqiiéncia da formacao de regibes
com dominios de fase diferentes *°. Dominios de fase se referem a diferentes formas de
organizacdo da monocamada (Fig. 16). Cada maneira de organizagdo apresenta uma energia
de adsorcdo, portanto a dessor¢do de diferentes fases apresenta energias diferentes e

conseqlientemente sdo dessorvidas em potenciais também diferentes uma das outras.

o: "en’ o '..-----o\-'- - ) ./\/\/\.
[ alcanotiol
B °°00e
. ﬂu}TT -
e C ——easesne o o substrato de ouro
€

00000000000000000
000000000 00000000

Figura 16: Seqiiéncia de recobrimento do substrato durante a formacéo da SAM 501,

Na Figura 16 sdo representados os diferentes tipos de dominios de fase. Na fase a a
adsorcdo das moléculas ocorre com interacao entre 0s grupos adsorventes (neste caso entre 0s
atomos de enxofre) fazendo com que a cadeia carb6nica esteja paralela ao plano da superficie
do substrato. Na fase B as cadeias carbonicas comegam a interagir umas com as outras
ocasionando um efeito onde moléculas se adsorvem umas sobre as outras, na tentativa de
minimizar a energia do sistema. A fase ¢ € originada por interacOes laterais entre as
moléculas, sendo caracterizada pela adsorcao axial das moléculas em relacdo a superficie do
substrato com crescimento lateral da monocamada por intera¢Ges do tipo van der Waals entre
as cadeias carbbnicas. A fase ¢ representa uma SAM compacta e com estrutura altamente

ordenada Y,
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Alguns dos fatores que contribuem para a presenca de mais de uma onda de reducao,
durante a dessor¢do da SAM, sdo o substrato e o tamanho da cadeia carbonica do tiol. O
substrato utilizado no presente estudo é ouro policristalino, portanto apresenta defeitos em sua
superficie que impossibilitam a organizacdo efetiva das moléculas em apenas um dominio de
fase. Por isso é crucial que se fagca um pré-tratamento da superficie do substrato para obter a
superficie mais plana possivel. Todavia, mesmo apds o pré-tratamento, o0 substrato de ouro
continua policristalino e apresentara defeitos de superficie na escala nanomeétrica, os quais sao
suficientes para acarretar em uma regido onde a monocamada ndo sera formada
ordenadamente.

O tamanho da cadeia carb6nica do adsorbato também exercerd grande influéncia
sobre a organizacdo da SAM. Quando a molécula adsorvente contém um ndmero pequeno de
grupos metilenos em sua cadeia carboOnica as interacOes laterais ndo sdo suficientes para
estabilizar a estrutura. Esse fator aliado a possiveis defeitos de superficie ocasionam a
formacéo de diferentes dominios de fase . O 3amp possui somente dois grupos metilenos,
logo, a interacdo lateral entre esses grupos é fraca e ndo estabiliza tdo fortemente a
monocamada quanto o 1lamu, que possui oito grupos metilenos a mais que o 3amp. Isso
explicaria a presenca de dois picos distintos para a dessorcdo de todas as SAMs e a dessorc¢ao
da SAM-3amp em potenciais mais positivos que a SAM-11lamu, observados na Figura 15.
Quanto a SAM mista, o deslocamento dos E, de dessor¢éo para potenciais mais positivos se
deve a interagd@o entre o tiol de cadeia curta e o tiol de cadeia longa, o que acarreta em uma
estabilizacdo efetiva da SAM mista intermediaria a SAM dos tiois puros.

O estudo da influéncia da velocidade de varredura de potencial na resposta

4-/3-

eletroquimica do [Fe(CN)g]™ utilizando a SAM mista como eletrodo de trabalho, sugere que

0 processo é controlado por difuséo no transporte de massa da espécie eletroativa (Fig. 17).
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Essa concluséo se deve a maior linearidade entre a corrente de pico de oxidagéo (lyo) € a raiz

1/2

quadrada da velocidade de varredura (v-°) conforme observado na Figura 17 (b).
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Figura 17: (a) Voltamogramas ciclos utilizando a SAM mista como eletrodo de trabalho com velocidade de
varredura de 2 (=), 5 (=), 10 (—), 20 (=), 40 (), 60 (—) e 80 mV s™ (—). Eletrélito suporte tamp&o BR 0,1
mol L™ pH 3,0 contendo 6,0 mmol L™ do par redox [Fe(CN)s] “"*". (b) Grafico de Ipo vs v (s) e Ipo vs v'/% (e).

A linearidade observada entre Iy, vs v permite assumir que a corrente de pico pode

ser expressa pela equacéo de Randles-Sevick 1!:
I, = (2,69 x10%) xn*2 x Ao x D, /% x C x v1/? equacéo 3

onde n é o numero de elétrons transferidos, v é a velocidade de varredura, A. é a area
eletroativa do eletrodo e D, e € sdo o coeficiente de difusdo e a concentracdo da espécie
eletroativa, respectivamente, 371,

Utilizando os valores de n 1¢~ para Fe**/Fe**, v 0,1 V s, D, 7,17 x10° cm?s* e C
6,0 x10"® mol cm™ para o [Fe(CN)s] * e a l,o em ampére, pode-se calcular a area eletroativa
dos eletrodos utilizando a equacdo 3, visto que todos os pardmetros da equagdo sé@o

conhecidos.
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A Tabela 1 mostra os valores de Iy, € lpr, assim como Ep,, Ejr € a area eletroativa para

os eletrodos, calculada pela equagé@o de Randles-Sevick.

Tabela 1: Corrente e potenciais de pico referentes a oxi-reducéo do par [Fe(CN)e]*"*

Superficie oo (LA) Epo (MV) lor (RA) Epr (MV) A (cm?)
Ouro limpo 66,30 281 - 66,3 176 0,048
SAM-3amp 61,83 289 - 57,03 157 0,045
SAM-mista 38,16 420 -31,42 -44 0,028
SAM-1lamu 25,51 634 Né&o observado 0,019

Conhecendo a &rea eletroativa do eletrodo de ouro calculada com a equacgdo 3 é
possivel estimar o Fr para 0 mesmo eletrodo com a equacéo 2, visto que tanto Ae quanto Aq
sdo conhecidas. O valor de Fgr encontrado é de 1,54, portanto em concordancia com o valor
determinado pelo método de Rand e Woods ™% (1,70 + 0,19). Isto comprova a eficiéncia do
método para calcular Fg.

A hipo6tese de que o 3amp permite o tunelamento de elétrons por sua cadeia
carbonica sem oferecer resisténcia a transferéncia de carga € reforcada, uma vez que A, para a
SAM-3amp é praticamente a mesma que para o ouro limpo. O extremo é observado para a
SAM-11lamu onde A. é apenas um terco da area eletroativa do eletrodo de ouro limpo,
apresentando ainda um Ep, deslocado 350 mV para potenciais mais positivos.

O efeito da modificagcdo com os tidis na cinética de transferéncia eletronica fica mais
evidente ao analisar a Figura 18. A resisténcia para transferéncia de carga exibida pela SAM
esta intrinsecamente relacionada com o comprimento da cadeia carb6nica do tiol utilizado na
modificagdo do substrato de ouro. A simulacdo dos resultados, aplicando um circuito de
Randles modificado Rs(CPE[RZw]), com o software Electrochemistry-ZView?2 forneceu o0s

pardmetros apresentados na Tabela 2. Rs consiste na resisténcia da solugdo, o elemento de
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fase constante (CPE) representa um capacitor ndo ideal, enquanto Ry é a resisténcia de

transferéncia de carga e Zy a impedancia de Warburg (dominio difusional do sistema).
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Figura 18: Espectros de plano complexo obtidos para o ouro limpo (e), SAM-3amp (m), SAM-11lamu (¢) e
SAM-mista () obtida com incubacdo do substrato de ouro em solugdo etanélica contendo 0,4 mmol L™ de
3amp e 1,0 mmol L™ de 11amu por um periodo de 20 horas. Eletrélito suporte tampdo BR 0,1 mol L™ pH 3,0
contendo 6,0 mmol L™ de [Fe(CNg)]*"*. Faixa de freqiiéncia de 100 kHz a 0,1 Hz, onda senoidal de 10 mV
aplicada no Epo observado com a VC. As linhas ultrapassando os identificadores s&o os resultados de simulagéo
com software empregando o circuito de Randles modificado.

Ao comparar as Ry obtidas para as diferentes superficies eletrodicas, fica claro que
ao aumentar o comprimento da cadeia carbonica do tiol adsorvido, a energia requerida para
que os elétrons possam tunelar até a superficie metalica aumenta drasticamente. Os dados da
Tabela 2 mostram que a SAM-11amu aumenta 245 vezes a Ri. Para a SAM-3amp o valor de
resisténcia de transferéncia de carga ndo se difere significativamente do valor observado para
0 ouro ndo modificado, confirmando os resultados obtidos com a voltametria ciclica. Dessa
forma, os resultados de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica

deixam claro que as monocamadas de 3amp e l1lamu demonstram comportamentos
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eletroquimicos distintos. Novamente, a SAM-mista exibi valores de Ri, CPE e a
intermediarios aos observados para as monocamadas contendo 0s tidis puros.

Como mostrado na Figura 18, a aplicacdo de ondas senoidais de baixa amplitude
possibilitou uma boa separago de regides de fregiiéncia onde a oxi-reducdo [Fe(CN)6]* =
[Fe(CN)6]* se dé& por controle cinético e por controle de transporte de massa. Sob essas
condicOes a constante de velocidade de transferéncia eletronica heterogénea aparente (Kapp) da

reagdo pode ser determinada pela equacéo %

RT

k = —
app F2 Ry C A

equacao 4

onde F é a constante de Faraday (96485 C mol™), C a concentragio de [Fe(CN)e]*™* em
solucdo (6,0 x10° mol cm®), R a constante fisica dos gases (8,3145 J K* mol™), T a
temperatura em Kelvin (298 K), A a area eletroquimica calculada com a equacdo 3 e Ry a

resisténcia de transferéncia de carga obtida com a simulacdo dos resultados da Figura 18.

Tabela 2: Dados obtidos com os espectros de plano complexo da Figura 18

SAM Rs (Q) CPE (uF) Re () a Ac (€M?)  Kqpp (cm s™)
Au 148,6 19,0 230,0 0,76 0,048 3,97 x10°®
SAM-3amp 14638 2,6 240,0 0,81 0,045 4,09 x10°®
SAM-mista  155,0 0,6 17143,0 0,94 0,028 9,28 x107
SAM-1lamu  158,0 0,1 58800,0 0,94 0,019 4,05 x107

De acordo com a Tabela 2, a kapp é praticamente a mesma para o eletrodo de ouro
limpo e para a SAM-3amp, indicando que o 3amp ndo influéncia na cinética de transferéncia
eletronica da interface eletrodo-solugdo. Em contraste a SAM-11amu apresenta uma Kap, 100
vezes menor e uma Ry 245 vezes maior que a SAM-3amp. Contudo a SAM mista apresentou
um valor de Kap, maior que a SAM-11amu, porém menor que a SAM-3amp, confirmando a

hipétese levantada com a voltametria ciclica, de que a transferéncia eletronica, sobre a SAM
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mista, ocorre em dominios ricos em 3amp, gerando o sinal correspondente. Logo, a cinética
de transferéncia eletronica é afetada pelo comprimento da cadeia carbbnica, o0 que tem sido
confirmado por outros trabalhos envolvendo SAMs %!,

Até 0 momento os resultados demonstram que com a co-adsorcao dos tidis 11amu e
3amp em solucdo etanolica é possivel obter uma monocamada mista, mas ndo temos
informacdo a respeito da configuracdo da superficie da SAM, isto é, se os dominios sdo

distintos ou se ha uma mistura homogénea dos tidis. Para analisar com maiores detalhes essa

incognita, faz-se necessario um estudo da composicdo da SAM mista.

4.3.1. Estudo eletroguimico da composicéo superficial da SAM mista

4.3.1.1. Influéncia da concentracao dos tiois na solucdo de incubacéo do substrato

As SAMs mistas foram obtidas pela imersdo do eletrodo de ouro em uma solugéo
etandlica contendo uma concentragdo de 11amu fixada em 1,0 x10”° mol L™ e concentragdes
de 3amp variando de 6,9 x10™° a 2,4 x10 mol L™. De acordo com a Figura 19, ao aumentar a
concentracdo de 3amp na solucéo de incubagéo do substrato o Ep,, observado para o par redox
[Fe(CN)e]*™®, se desloca para potenciais mais negativos. Isso indica que a cinética de
adsorcdo do 3amp na superficie do eletrodo de ouro é mais rapida. Esse comportamento ja era
esperado, visto que a cadeia carb6nica do 3amp é menor do que a do 11amu, o que possibilita
uma difusdo mais rapida no solvente. Assim a probabilidade de moléculas de 3amp se

adsorverem na superficie de ouro primeiro que moléculas de 11amu é maior.

69



80{ "
58 4 /m

56 1 // Lo,4
60 - 28] N
1< 26 /
40 {2 2 -
_m-E——1
| 224 m~
./.\./
T T T T T T —/T—
00 01 02 03 04 05 06 24
[3amp] x10° / mol L™

204 ™

| / pA

-20 -

40 4

-60 -

-OI,4 | -OI,2 | 0:0 | 0:2 | 0:4 | 0:6 | 0:8
E/V (vs Ag/AgCl)

Figura 19: (a) Voltamogramas ciclicos para SAM-11lamu (==), SAM-3amp (=) e SAMs mistas obtidas com
incubacdo do substrato de ouro em solugdo etandlica contendo 1,0 x10® mol L™ de 1lamu e 3amp nas
concentragdes de: 6,9 x10° (—); 1,2 x10™ (=—); 2,4 x10™ (—); 4,0 x10™ (=); 5,0 x10™ (—); 6,0 x10* (=) e 2,4
x102 (=) mol L™. Detalhe do gréfico com loo (m) € Ey, (@), para as SAMs mistas, em funcgéo da concentragéo de
3amp em solugdo de incubago do substrato. Eletrélito tamp&o BR 0,1 mol.L™ pH 3,0 contendo 6,0 mmol.L™ do
par redox [Fe(CN)s]*"*, velocidade de varredura 100 mV s*. Tempo de incubago do substrato de 150 minutos.

Outro fator interessante é o perfil voltamétrico exibido pela SAM mista em valores
altos de concentragdo de 3amp, tais como 2,4 x10 mol L™, onde observa-se um maximo de
corrente seguido por uma queda, indicando transporte de massa por difusdo linear semi-
infinita para o eletrodo **!. Entretanto, em concentracdes baixas de 3amp, tais como 6,9 x10°
mol L, o voltamograma é similar ao obtido com a SAM-1lamu. Isto ocorre porque a
concentracdo de 3amp em solucdo é ~ 14 vezes menor que a concentracdo de 11amu e mesmo
que a cinética de adsorcdo do 3amp seja mais rapida que a do 11amu, sua baixa concentracéo
limita a formacdo de dominios ricos em 3amp. Portanto o perfil voltamétrico da SAM mista
apresenta contribuicbes de transporte de massa linear semi-infinito (caracteristico para
eletrodos convencionais) e hemisférico semi-infinito (caracteristico para ultramicroeletrodo)

821 Deve-se ressaltar ainda que a SAM mista, caso seja formado ilhas de 3amp circundadas
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por dominios ricos em 11lamu, apresenta uma configuracéo de UME recessado ™% visto que
as ilhas de 3amp seriam 8 grupos metilenos mais profundas que os dominios de 1lamu, tal

como na Figura 20.

1lamu

?, 3amp

Figura 20: Representacdo da configuracdo da SAM mista formada por ilhas de 3amp circundadas por moléculas
de 11amu e as regides com contribuicdo de transporte de massa difusional linear e hemisférico semi-infinito.

Para a configuracéo superficial requerida, as ilhas de 3amp formadas na SAM mista
ndo podem ser muito pequenas, pois o desempenho do conjunto formado seria limitado pela
resisténcia a transferéncia eletronica imposta pelo 11amu. Ao contrario, se as ilhas de 3amp
forem muito grandes, o comportamento eletroquimico da SAM mista é equivalente ao
comportamento da SAM-3amp. Dessa forma, como se pretende obter uma SAM mista com
uma configuracdo préxima a um conjunto de ultramicroeletrodos, contendo ilhas de 3amp
com dimensdes que evitem as situacGes extremas expostas acima, optou-se por fixar a
concentracéo dos tiois em 4,0 x10™ mol L™ de 3amp e 1,0 x10™ mol L™ de 11amu na solugéo
etanolica para a formacdo das monocamadas mistas. Todos os demais estudos foram
realizados com a SAM mista obtida nessas proporcdes dos tiois em solucéo.

Entretanto, outro fator é extremamente importante para a organizacdo da SAM, o
tempo de incubacédo do substrato em solucdo contendo os tidis precursores. Assim € de suma

importancia estudar a influéncia desse fator na formacao da SAM-mista.
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4.3.1.2. Influéncia do tempo de incubacéo do substrato na organizacdo da SAM mista

O tempo de incubacdo do substrato em uma solucdo contendo apenas um tiol
precursor é crucial para a formacéo de uma monocamada densamente empacotada [*®!. Com o
tempo as moléculas adsorvidas podem ocupar a menor area possivel na superficie do substrato
aumentando a intensidade de intera¢do do tipo van der Waals entre as cadeias carbonicas, o
que acarreta na formagdo de uma SAM compacta e bem definida Y. Porém qual seria o efeito
do tempo de incubacdo na formacdo de uma SAM mista obtida por co-adsorcdo dos tidis
precursores em solucdo?

Na Figura 21 s&o mostrados os voltamogramas ciclicos para o par [Fe(CN)e]*"™
sobre o eletrodo modificado por SAM mistas obtidas com diferentes tempos de incubacéo do
substrato em solugédo dos tiois. De acordo com a Figura as respostas maximas de l,, com
menor Ep, ocorrem para os tempos de incubagdo do substrato de 0,08 e 20 horas. O
comportamento da curva de Iy, e Ep, em fungdo do tempo de incubagdo do substrato mostra

que ao aumentar o tempo para cinco horas de incubacdo, a corrente de pico diminui

drasticamente e o potencial de pico se desloca para potenciais mais positivos.
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Figura 21: (a) Voltamogramas ciclicos para SAMs mistas obtidas com incubacdo do substrato de ouro em
solucdo etandlica contendo 4,0 x10* mol L™ de 3amp e 1,0 x10™ mol L™ de 11amu por um periodo de (=) 0,08
h, (=) 5h, (<) 10 h, (=) 20 h, (=) 30 h, (=) 40 h, (=) 50 h, (=) 68 h e (==) 96 h. Eletrélito tampao BR 0,1
mol L contendo 6,0 x10° mol L™ do par redox [Fe(CN)s]*"*, velocidade de varredura 100 mV s™. Detalhe no
grafico: Respostas de I,, (m) € Ep, (o) em fungéo do tempo de incubagéo.

O comportamento da SAM mista obtida com 0,08 horas de incubagdo do substrato
pode ser explicado segundo duas hipoteses, (i) a superficie encontra-se recoberta
principalmente por 3amp e (ii) o recobrimento da superficie é baixo possibilitando a resposta
eletroquimica do par redox diretamente sobre a superficie de ouro em alguns locais. Ambas as
hipdteses contribuiriam para aumentar a resposta de corrente e tornar o sistema mais
reversivel se aproximando do comportamento do ouro limpo ou da SAM-3amp. Mas a
probabilidade de ocorrer ambos os fenémenos simultaneamente também ndo pode ser
descartada. De fato, de acordo com as varia¢fes de massa monitoradas com a MECQ durante
a dessor¢cdo das SAMs mistas, a primeira hipotese é mais plausivel para explicar o
comportamento eletroquimico exibido pela SAM mista obtida com 0,08 horas de incubacéo
do substrato. Na Figura 22 sdo mostrados os voltamogramas lineares obtidos com a dessor¢édo

redutiva das SAMs mistas e 0s massogramas resultantes do monitoramento simultaneo da
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variacdo de massa (Am) durante a varredura de potenciais. O valor teérico de Am resultante
da dessorgdo de uma monocamada dos tiois puros seria -198,71 e -410,79 ng.cm™ para a
SAM-3amp e SAM-1lamu, respectivamente. A densidade de carga (Q;) para 0 mesmo
processo seria de ~195,0 uC cm, considerando a reacéo geral abaixo, um substrato de ouro
policristalino e que a SAM apresenta um recobrimento similar ao éxido de ouro, isto é, uma

molécula de tiol por &tomo de ouro:
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Figura 22: Dessor¢do de SAMs mistas obtidas com incubagdo do cristal de quartzo recoberto com ouro em
soluco etandlica contendo 4,0 x10™* mol L™ de 3amp e 1,0 x10° mol L™ de 11amu por um periodo de (a) 0,08 h,
(b) 10 h, (c) 20 h e (d) 96 h. Eletrélito NaOH 0,1 mol L™ com velocidade de varredura de 20 mV s™. (=)
voltamogramas lineares e (==) massogramas resultantes do monitoramento da varredura linear. Varredura para

potenciais mais negativos.

Em relacdo ao estudo voltamétrico anterior, a Unica diferenga na dessorcdo das

SAMs mistas da Figura 22 consiste no substrato utilizado. Para medidas com MECQ é
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utilizado um cristal de quartzo recoberto com ouro como substrato, o qual atua como eletrodo
de trabalho e sensor da variacdo de massa (Am) simultaneamente.

A dessor¢do da SAM mista obtida com incubacdo de 0,08 horas resulta em uma
variacdo de massa ~72,69 ng cm?, menor que a observada para as demais monocamadas
mistas, mas ao comparar as variacdes de massa obtidas para as SAMs mistas com 10, 20 e 96
horas de incubacdo do substrato, observa-se uma Am praticamente constante.

Os valores de densidade de carga de reducédo (Qr) e Am obtidos da analise da Figura
22 podem ser visualizados na Tabela 3. De acordo com a tabela, a dessor¢do da SAM mista
(0,08 h) apresentou uma Q; de 199,63 pC cm™, evidenciando um elevado recobrimento
superficial. As demais SAMs mistas, obtidas com incubacéo do cristal de quartzo por 10, 20 e
96 horas em solugdo contendo os tidis precursores, apresentaram valores de Q, proéximos ao
esperado para um recobrimento completo ¢ Am semelhantes entre si. Isso indica que para
todas as SAMs mistas, independente do tempo de incubacdo do substrato, € alcangado o

recobrimento maximo possivel com a mistura de tiois.

Tabela 3: Dados obtidos com a dessor¢ao das SAMs mistas

Tempo de incubacéo (horas) Am (ng cm’) Qr (UC cm?)
0,08 278,39 199,63
10,0 346,79 192,51
20,0 351,07 193,43
96,0 351,88 203,17

Assim, a Q, e a Am observadas para a SAM mista (0,08 h), corroboram com os dados
obtidos com a voltametria ciclica, para as mesmas SAMSs, apresentados na Figura 21, onde o

4-/3-

maior recobrimento com 3amp faz com que a oxi-reducdo do par redox [Fe(CN)g]™" resulte

em respostas de I, maiores e E, mais reversiveis.
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Se as SAMs mistas obtidas com 0,08; 10; 20 e 96 horas de incubacdo do cristal de
quartzo em solucéo dos tiois resultam em Q; e a Am semelhantes, como explicar as diferengas
nos voltamogramas ciclicos da Figura 21? A resposta para esta pergunta baseia-se no
mecanismo de organizacdo da SAM. Embora a adsorcdo dos tidis seja espontanea a
organizacio demanda tempo e ambos 0s processos so dinamicos em solucéo & *°!,

A ordem de estabilidade de interacdes entre tidis de cadeia carbénica longa e curta
pode ser representada como longa-longa > curta-curta > longa-curta 2. Assim sendo, com o
tempo, a organizacdo da SAM mista pode assumir uma configuragdo onde ocorra segregacéo
de fases resultando em dominios ricos em 3amp e dominios ricos em l1llamu. Deve-se
considerar ainda que a organizacao dentro desses dominios também esteja relacionada com o
tempo de incubacdo do substrato na solucdo dos tidis precursores. Assim, acredita-se que as
diferencas de comportamento das SAMs mistas estdo relacionadas com a organizacdo dos
dominios ricos em 3amp na monocamada.

Para avaliar qual a influéncia da organizacdo de dominios ricos em 3amp ou 11lamu e
se esses dominios segregados realmente existem é necessario conhecer a distribuicdo desses
dominios na superficie do substrato. Esse tipo de informacdo pode ser obtida indiretamente

avaliando minuciosamente as curvas de dessor¢do acompanhadas com a MECQ.

4.3.1.3.  Distribuicdo de dominios ricos em 3amp e em 11lamu na SAM mista.

Maiores detalhes a respeito da composicdo da SAM mista podem ser obtidos

adaptando uma relagéo utilizada inicialmente por Uchida et al.

para estudar a adsorc¢éo de
anions e moléculas de dgua em deposicdo de cations metalicos com deposicdo de regime de

subtensdo. Para isso utiliza-se a lei de Faraday, onde é estabelecido que durante uma
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eletrolise, a massa de uma substéncia dissolvida em qualquer um dos eletrodos € diretamente
proporcional & quantidade de densidade de carga fornecida aos eletrodos **!J. Logo, tem-se a

seguinte relagao *2:

_ AQM x
Am = F equacao 5

onde Am ¢ a variacdo de massa, AQ ¢ a variacao da densidade de carga de reducdo, M ¢ a
massa molar, n € o numero de elétrons transferidos e F é a constante de Faraday. Com esta
equacdo tem-se uma relacdo linear quando plota-se uma curva de Am vs AQ, com inclinagdo

igual a massa molar da espécie dessorvida segundo a equacéo abaixo:

Am M ~
— = — equacao 6
AQ nF

Para a dessor¢do da SAM mista contendo os tiois 3amp e 1lamu a Am pode ser

expressa cComo:

Am = N3amp MSamp + N11amu M11amu equagao 7
e AQ para a mesma regido de potenciais pode ser expressa como:

AQ = N3amp Y F+ ny1amu YF equacao 8

onde y ¢ a valéncia de eletrossor¢ao para os tiois (neste caso especifico y = 1 para ambos os
tiois). Combinando as equac0es 7 e 8, pode-se conhecer a massa molar da espécie dessorvida
(Mags) durante a dessorgdo das SAMs mistas, multiplicando a inclinagdo da reta pela constante
de Faraday.
Am ~
Mygs = (E) x F equacao 9
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Este método permite descobrir as contribuicdes das regides contendo somente 3amp,

somente 11amu e regibes de transicdo de fases contendo ambos os tiois, para a variagdo de

massa total observada com a dessorcao redutiva.

A Figura 23 mostra a relagdo entre Am ¢ AQ para as SAMs mistas obtidas com

diferentes tempos de incubacdo do substrato em solugdo contendo os tiois precursores. De

acordo com a Figura 23 (com excecdo da Figura 23a e 23d) a Am em fungdo da AQ pode ser

dividida em trés regides A, B e C. A regido A é atribuida a dessorcao de dominios ricos em

3amp, Visto que a Mygs, calculada com equacao 9, € proxima da massa molar do 3amp. Na

regido C a Mygs varia de um valor que indica a adsorcdo de somente moléculas de 11amu até

um valor nulo, indicando que a partir de um potencial todas as moléculas dos tidis forma

dessorvidas.
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Para a Figura 23a observa-se somente as regides A e C devido ao tempo de
incubagdo ser muito pequeno e com isso permitir que se formem dominios bem definidos de
3amp e 1lamu, mas ndo ser suficiente para que se forme uma fase de transicdo apreciavel
entre esses dominios. Na Figura 23d observa-se apenas as regides B e C porque o tempo de
incubacédo é longo o suficiente para permitir que moléculas de 11amu desloquem moléculas
de 3amp formando uma mistura homogénea em locais onde haviam dominios (em breves
periodos de incubacgdo), ricos em 3amp. Isso ocorre porque as interagdes entre moléculas de
1lamu sdo mais estaveis que interacBes entre moléculas de 3amp, por isso ocorre
deslocamento de moléculas de 3amp em longos periodos de incubagdo do substrato.

De fato, a afirmacdo de que a composi¢do da regido A € rica em 3amp esté de acordo
com a teoria. Visto que a dessor¢do redutiva da SAM-3amp ocorre em potenciais mais
positivos que a SAM-1lamu, em uma monocamada mista contendo ambos os tidis, se
houvesse fases segregadas, dominios ricos em 3amp também se dessorveriam em potenciais
mais positivos que dominios ricos em 11lamu.

Quanto a regido B a Mg, calculada com a equacdo 9 para cada ponto da curva,
varia de uma regido que indica adsor¢do de somente moléculas de 3amp, a um valor que
indica adsorcdo de moléculas de 3amp e 11lamu em proporcdes iguais e entdo para um valor
que indica adsorcdo de somente 11amu. Logo, esta é a regido de transicdo de fases, onde se
tem uma mistura de ambos os componentes. Conforme esperado, nesta regido o potencial de
dessorcdo da SAM situa-se entre observado para as SAMs contendo 0s tiois puros, visto que a
mistura dos tidis ndo é compacta como a SAM-1lamu pura, mas também ndo apresenta
apenas interacgdes laterais de baixa intensidade como a SAM-3amp.

A Tabela 4 mostra os dados de Am para cada regido obtidos a partir da analise da

Figura 23. De acordo com a Tabela observa-se que Am correspondente a regido de transicéo
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de fases aumenta com o tempo de incubacdo de 10 para 20 horas, enquanto para 96 horas de

incubagdo observa-se um recobrimento majoritario com 1lamu.

Tabela 4: Am (em ng cm™®) referentes as regides A, B e C da Figura 23

Tempo de incubacéo (horas) AMygta) Amyega AMyrans AMyege
0,08 278,38 125,50 - 152,88

10 346,78 113,69 203,35 29,75

20 351,07 79,70 236,84 34,52

96 351,88 - 175,73 176,15

Amiegn se refere a Am da regido A; Amy,ns Se refere a Am na regido B e Amyeqc Se refere a Am na regido C

Para calcular a composicdo da SAM mista na regido B, deve-se considerar o
comportamento da variacdo de massa em relacdo a Mags e dessa forma assumir que, na regiao
de transicdo de fases, tém-se uma proporcao variando de um dominio rico em 3amp para um
dominio rico em 11amu. A dessorcdo de SAMs ocorre por um processo de eroséo 4, dessa
forma, é correto afirmar que na regido de transicdo de fases a dessor¢do se inicia em dominios
contendo um ndmero maior de moléculas de 3amp do que 11lamu, visto que os dominios ricos
em 3amp séo dessorvidos primeiro.

Assim, a partir da variacdo de Mags na curva da Figura 24, pode se estabelecer como
ocorre a distribuicdo das moléculas de 3amp e 11amu para cada situacdo na fase de transicéo.
Para os tempos de incubagdo de 10, 20 e 96 horas os componentes da SAM mista estéo
distribuidos de forma hiperbolica, onde tem-se uma distribuicdo com as extremidades
contendo 1:0 e 0:1 de 3amp:1lamu, respectivamente, € um maximo correspondendo uma

proporcao fixa de 3amp:1lamu.
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Figura 24: Valores de My vs Am da regido de transicdo de fases observada na Figura 23 para as SAMs mistas
obtidas com (a) 10, (b) 20 e (c) 96 horas de incubagdo do substrato em solugdo dos tiois precursores.

Para calcular qual a contribuicdo de cada tiol para a variacdo de massa deve-se entdo
converter a variagdo de M,gs para uma proporgdo relacionada a massa molar de um dos tidis

adsorvidos na mesma regiao (x), que pode ser calculada da seguinte maneira:

M ~
Kitamu = ﬁ equacdo 10a
M ~
e K3amp = I\Z:;p equacio 10b

A distribuicéo, tanto de 1lamu (®i1amu) quanto de 3amp (Psamp), COrrespondente a

mesma regido pode entdo ser calculada considerando que no inicio tem-se apenas 3amp e no
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final tem-se somente 11amu, dessa forma respeitando a relacdo da curva observada na Figura

24. Logo a conversdo é realizada da seguinte forma:

@i1amu = —Kitamu T Kitamu max equacao 1la

€ P3amp = ~Kzamp T Kzamp mix equacao 11b

onde K11amu max € 0 valor maximo de « 11amu Calculado com a equagéo 10a e K 3amp max € 0 valor
maximo de « zamp Calculado com a equagédo 10b. Neste ponto, € crucial observar a forma da
curva Mgygs Vs Am na Figura 24 para cada situacdo, pois 0 modelo de distribuicdo dos tiois €
diretamente afetado pela AMaqys Observada na regido.

As SAMs mistas com 10, 20 e 96 horas de incubacdo do substrato apresentam uma
distribuicdo gaussiana dos componentes da monocamada. Logo a distribuicdo de 1lamu e
3amp pode ser aproximada de forma que as regides extremas contenham 1:0 e 0:1 de
3amp:1lamu, respectivamente, e um maximo correspondendo uma proporcdo fixa de

3amp:1lamu (Fig. 25).

Figura 25: Representacdo da distribuicdo das moléculas de 3amp () e 11amu (e) para as SAMs mistas.O inset
corresponde a representacdo da distribuicdo dos tiois na regido de transicdo de fases (e).
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Para as SAMs mistas (10 h) e (20 h) é correto afirmar que no ponto maximo tem-se
uma distribuicdo de 1:1 dos tiois 11amu:3amp, visto que a M,gs N0 ponto maximo observado
na Figura 24a e 24b é de aproximadamente 348 g mol™, e pode ser atribuida & adsorcdo de
uma molécula de 11lamu para cada molécula de 3amp, ambas hidratadas. Deve-se recordar
que a dessorcdo é realizada em NaOH 0,1 mol L™ e que neste potencial hidrogénionico o
grupo terminal dos tidis encontra-se desprotonado, portanto possivelmente hidratados.

Baseando-se no modelo representado na Figura 25, a fracdo molar de 11amu pode
ser calculada considerando que o ponto maximo de ®114my COrresponde a 0,5 da fragdo molar
total de 11amu, visto que neste ponto a proporgdo ¢ de 1:1 de 3amp:11amu. Assim ’11amy até
0 ponto ®@11,mu max POde ser calculado como se segue:

X Illamu = (%&) x 0,5 equacao 12

®11amu max

A partir do ponto maximo de ®14my @ fracdo molar de 11amu aumenta e a fragéo
molar de 3amp diminui @ medida que se aplica potenciais mais negativos para a dessor¢ao das
SAMs mistas. Com isso a fragdo molar de 11amu a partir do ponto maximo de ®@;14m, pode
ser obtida a partir da seguinte equacao:

X"11amu =1 - [(ﬂ) X 0,5] equagdo 13

(b3amp max

A aplicacédo da equacdo 13 para calcular a fracdo molar de 11amu a partir do ponto
maximo de ®11amy ¢ valida visto que Pzamp max € P11amu max COrrespondem ao mesmo ponto da
curva na Figura 24 e satisfazem a condigdo de que neste ponto tém-se uma proporg¢éo de 1:1
dos tidis. Assim sendo, a fracdo molar de 11amu na regido de transicdo € conhecida e, entdo, a

fracdo molar de 3amp pode ser calculada para a mesma regido a partir da equacao 14.

X3amp = 1 - XY11amu equacéo 14
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A SAM mista (96 h) demonstra duas regiées com comportamentos distintos, uma
regido onde se observa uma distribuicdo gaussiana e outra com distribuicdo linear. A regido
gaussiana € tratada da mesma forma que a SAM mista (20 h), enquanto para a regido linear a
distribuicdo dos componentes segue uma relacdo de 1:0 e 0:1 de 3amp:llamu,
respectivamente. Dessa forma a fragdo molar de 1lamu (y11amy) € Obtida diretamente da

equacao 11a, pois:
X11amu = P1iamu equacao 15

e a fragdo molar de 3amp (yzamp) POde ser obtida a partir da equacéao 14.

Conhecendo y11amy € Y3amp para o intervalo de Am, a contribuicdo de cada tiol ¢é
calculada multiplicando-se a fragdo molar de cada tiol pela variacdo de massa daquela regido
especifica.

Conhecendo a variacdo de massa decorrente da dessor¢ao de 3amp nas regides A e B
e de 11amu das regides B e C, da Figura 23, é possivel comparar os dados de dessorcdo das
monocamadas com as respostas eletroquimicas observadas com a Figura 21. Os principais
resultados sdo mostrados na Tabela 5, na qual se observa que apesar da SAM mista (0,08 h)
ndo apresentar Amy Similar as demais monocamadas mistas, a densidade de carga de
reducdo (Q;) da monocamada indica alto recobrimento da superficie. Além disso, a resposta
eletroquimica de oxidac&o do [Fe(CN)g]* apresenta os maiores valores de lpo € 0 menor Epy,
mesmo esta superficie ndo apresentando o maior recobrimento com 3amp (03amp). O fato da
SAM mista (0,08 h) ndo apresentar uma regido de transicao de fases € decorrente da formacgéo
de ilhas de 3amp maiores e bem definidas, o que resulta em uma menor resisténcia a
transferéncia eletronica e, conseqlientemente, respostas mais reversiveis e maiores densidades

de corrente para a oxidagdo do [Fe(CN)s]*.
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Tabela 5: Comparagdo das respostas eletroquimicas com as Am durante a dessor¢do das
SAMs mistas

Tempo de incubagéo (h)

Incubacéo (h) 0,08 10 20 96

AMgorar (NG CM?) 278,38 346,78 351,07 351,88
Amyrans (Ng cm™) 203,35 236,84 175,73
AMyrans 3amp (NG €M) 82,35 93,49 69,84
AMyrans-11amu (NG €M) 143,35 121,00 105,89
B3amp (%0) 45,08 56,52 49,33 19,84
011amu (%0) 54,92 43,47 50,66 80,15
Qr (UC cm?) 199,63 192,51 193,43 203,17
Ipo (LA) 43,16 31,55 38,13 25,36
Epo (MV) 380 467 416 694

Quanto a SAM mista (10 h), apesar de ser a monocamada com maior porcentagem de
recobrimento com moléculas de 3amp (03amp) € apresentar Ama € Qr Muito proximas ao
observado para a SAM mista (20 h), ela apresenta menor Iy, e Ey mais deslocado para
potenciais positivos. Acredita-se que isto se deve a desordem dos dominios de 3amp
ocasionada pelo deslocamento de moléculas de 3amp por moléculas de 1lamu, sendo que
estas Ultimas ndo se encontram organizadas impondo uma maior resisténcia a transferéncia
eletronica entre o [Fe(CN)]* e a superficie do eletrodo.

Ao aumentar o tempo de incubacdo para 20 horas, observa-se um sensivel aumento
da Iy e 0 Epo Se desloca para potenciais mais negativos tornando o sistema mais reversivel.
Ainda que a SAM mista (20 h) apresente maior 611amy € menor 6zamp que @ SAM mista (10 h),
sua Iy, € mais elevada e o Ey, mais reversivel, isto comprova que tanto os dominios ricos em
3amp, quanto os dominios ricos em 11amu se encontram mais organizados, oferecendo menor

resisténcia a transferéncia eletronica do par redox.
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Ja a SAM mista (96 h) apresenta 0 maior 811amy € NA0 Se Observa dominios ricos em
3amp evidenciando que em periodos muito longos de incubagdo ocorre a formacdo de uma
mistura quase homogénea dos tidis 1lamu e 3amp em regifes antes ocupadas
majoritariamente por moléculas de 3amp. O deslocamento no E,, para potenciais mais
positivos e a menor Iy, mostrados na Tabela 5, confirmam a presencga de uma fase homogénea
em tempos muito elevados de incubacdo do substrato. Isto ocorre porque em fases
homogéneas a barreira para transferéncia eletrénica é imposta pelo tiol de cadeia mais longa
[53.56] 'Nestes casos o par redox ndo consegue acessar a superficie do substrato metélico a uma
distdncia que permita a ocorréncia do processo eletroquimico, acarretando em um
sobrepotencial mais elevado para sobrepor a barreira energética.

Assim optou-se por seguir os estudos utilizando a SAM mista formada por incubacgéo
do substrato de ouro por um periodo de 20 horas em solugéo etandlica contendo 1,0 mmol L™
de 11amu e 0,4 mmol L™ de 3amp, visto que a SAM mista formada nessas condi¢bes
apresenta dominios distintos de 3amp e 11amu e também a melhor relacéo entre tamanho dos
dominios ricos em 3amp (menores que para a SAM mista (0,08 h)) e organizacao efetiva da

monocamada.

4.3.2. Configuracéo superficial da SAM mista

Um modelo desenvolvido por Amatore et al. ]

permite calcular o recobrimento da
superficie do eletrodo por uma monocamada assumindo algumas aproximagées %%, De
acordo com este modelo a resposta eletroquimica do par redox ocorre exclusivamente na

superficie de pinholes 3. Estes por sua vez, estdo distribuidos regularmente pela superficie

do substrato apresentando um diametro fixo, tal como a representacdo da SAM mista na
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Figura 25. Tais aproximacdes fazem com que a SAM, de um componente isolante, seja
considerada um conjunto de UME e aplicando o modelo de Amatore et al. podemos calcular o
raio dos pinholes e a distancia entre eles. Entretanto, para a SAM mista, as respostas de
corrente observadas com a voltametria ciclica e os dados da EIE indicam que ocorre efeito de
tunelamento quantico dos elétrons através da SAM, dessa forma o modelo de Amatore et al.
pode ser adaptado para calcular o raio das ilhas de 3amp (pinholes) e a distancia inativa entre

413 ¢ controlada

elas (regides ricas em 1lamu), j& que a resposta eletroquimica do [Fe(CN)¢]
por essas ilhas.
Para calcular o recobrimento da superficie do eletrodo utiliza-se a seguinte equac&o:

Au
Rtc

O =1-— ( SAM) equacao 16
th

onde 8z é o recobrimento da superficie, R4* € a resisténcia de transferéncia de carga do
eletrodo de Au ndo modificado e R3M é a resisténcia de transferéncia de carga da superficie
do eletrodo de Au modificado com a SAM. De acordo com o0s espectros de plano complexo
mostrados na Figura 26, para simulacdo dos espectros utilizando um circuito de Randles
modificado observou-se uma Ry de 17,14 kQ para a SAM mista e 0,23 kQ para o eletrodo de

ouro ndo modificado. Assim tém-se 6 = 0,986 para a SAM mista.
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Figura 26: Espectros de plano complexo obtidos para o ouro limpo (e) e SAM mista (¢). Eletrolito suporte
tampao BR 0,1 mol L™ pH 3,0 contendo 6,0 mmol L™ de [Fe(CNg)]*"". Faixa de freqiiéncia de 100 kHz a 0,1
Hz, onda senoidal de 10 mV aplicada no E,, observado na Figura 14 para cada superficie. As linhas

ultrapassando os identificadores sdo os resultados de simulacdo com software empregando o circuito de Randles
modificado.

Quando 8; > 0,9 a equacdo acima ndo € apropriada para calcular o recobrimento,

entdo, deve-se usar a seguinte equacao:

0, =1-— ( Tw ) equagéo 17

m-— Oy,

onde a,, € o coeficiente angular da impedancia de Warburg obtido do eletrodo de ouro néo
modificado (g, = 0,94), m é a inclinacdo da curva da impedancia real (Z’) vs o em
regides de altas freqliéncias obtidos com o eletrodo de ouro recoberto com a SAM (® € a
2

frequiéncia radial aplicada no eletrodo (o = 2nf). A Figura 27 mostra o grafico de Z’ vs o™

onde obteve-se um valor de m = 1,47 x10° Q s? para a regido linear de altas freqiiéncias.

88



50000 - a
(m}
(]
_ (m]
40000 o
o (m]
(m}
30000 - o ]
m]

G
~~
R 20000 A

10000

0 -
T T T T T T T
0,0 02 04 06 08 1,0 1.2 1,4

—1/2

-1/2

Figura 27: Relagdo de Z’ vs @™ “ observada para a SAM mista

Substituindo-se os valores na equacao 17 tem-se 6, = 0,999
Na seqiiéncia, construindo-se um grafico de Z”> vs o2 onde Z” ¢ a impedancia

24 na regido de altas

imaginaria obtida com a EIE, obtém-se um valor maximo de o™
freqliéncias que esta relacionado com a frequéncia de transicao radial, g. Conhecendo-se o

valor de w™/2s, utiliza-se 0 seu correspondente o ms para calcular g pela equagéo:

Wmax = % equacao 18

1/2

Com a Figura 28 encontrou-se 0,136 512 para ®  “max €, consequentemente, seu

correspondente ®ma € 53,75 s™. Assim, utilizando a equacéo 18 obtem-se q = 107,50 s™.
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Figura 28: Relagdo de Z’” vs @™ observada para a SAM mista

Conhecendo o valor da freqiiéncia de transicdo radial, o raio das ilhas de 3amp

formadas na SAM mista pode ser estimado por meio da equagéo:

Do

—_— equacao 19
0,36 . r2 quag

q:

onde D, ¢é 0 coeficiente de difusdo total do analito (7,17 x10°® cm? s para [Fe(CN)e]*™).

Assim, com a equacéo 19 obteve-se um raio de 4,30 x10™ cm , ou 4,3 um. Este seria o valor
para o raio médio dos dominios ricos em 3amp formados na SAM mista.
Conhecendo o valor de r, calcula-se o raio da regido inativa entre 0s dominios ricos

em 3amp, ou seja, 0 raio dos dominios ricos em 11amu, r,, segundo a equacao abaixo:

1-6= equacao 20

'-1|'-1
o'NjoN

De acordo com a equacdo 20, o raio ocupado por moléculas de 1lamu entre 0s

dominios ricos em 3amp é de 37,71 um. Portanto, de acordo com o modelo proposto por
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Amatore et al., a SAM mista apresenta uma configuracdo de acordo com a Figura 29,

apresentando dominios ricos em 3amp e dominios ricos em 11lamu.

[
@

_ .{37,71 um
@

[

Figura 29: Representacdo da SAM mista formada por dominios ricos em 3amp (e) com raio de 4,3 um
circundados por uma regido inativa de raio 37,71 um formados por moléculas de 11amu (#).

A configuracdo da SAM mista projetada pelo modelo de Amatore et al. como um
conjunto de ultramicroeletrodos deveria resultar em um voltamograma ciclico sigmoidal tal
como mostrado no inset da Figura 30, porém com uma corrente limite maior. Todavia o perfil
voltamétrico obtido com a SAM mista apresenta um maximo seguido de uma queda na
corrente. Os principais motivos para essa diferenca de comportamento sdo a limitacdo do
transporte de massa da espécie eletroativa dentro do canal formado pela recesséo das ilhas de
3amp, como mostrado na Figura 20, e as aproximacdes de que a SAM mista possui dominios
ricos em 3amp estritamente esféricos e com tamanhos e distancia regulares entre si 2.
Estudos com STM comprovam que essas suposi¢cdes dificilmente sdo validas para deposicéao
por co-adsorcdo de tidis e que os dominios ricos em um tiol sdo em geral na escala de
nanémetros de diametros [’®7" 144141 Sendo assim, os resultados obtidos com o modelo de
Amatore et al. apoiam a formacdo de uma SAM mista com configuracdo de um conjunto de

ultramicroeletrodos, mas superestima o diametro dos dominios de 3amp.
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Figura 30: Voltamograma ciclico obtido em tamp&o BR 0,1 mol L™ contendo 6,0 mmol L™ de [Fe(CN)e]*"™*

com velocidade de varredura de 5 mV s para a SAM mista. Inset: voltamograma ciclico utilizando um
ultramicroeletrodo de ouro ndo modificado de 25 um de diametro a 100 mVs™ no mesmo eletrélito suporte.

Ainda que com este modelo tenha sido calculado 4,3 um de raio para os dominios de
3amp, é provavel que o modelo ndo descreva corretamente o0 sistema, visto que a resposta
eletroquimica ndo ocorre sobre a superficie metalica e sim por efeito quantico de tunelamento
de elétrons pela cadeia de 3amp. Também deve-se destacar que, conforme estabelecido pelos
resultados de MECQ, ha uma regido de transicdo de fases, nos limites dos dominios de 3amp
e dos dominios de 1lamu, que também pode contribuir com as respostas de corrente. No
entanto essa contribuic¢do ndo é uniforme, visto que sua composic¢do varia com a distancia dos
dominios.

Entretanto, os resultados experimentais obtidos até entdo, estabelecem que a SAM
mista formada por co-adsorcdo dos tiois 3amp e 1llamu apresenta configuracdo de um
conjunto de UMEs. Os dominios ricos em 3amp representam a area eletroativa e os dominios
ricos em l1llamu a area inativa do conjunto. Deste modo, sua aplicacdo como sensor

eletroquimico, plataforma para imobilizacdo enzimatica, estabilizagdo de nanoparticulas
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metalicas ou até mesmo para ancoragem de farmacos podem enfim ser exploradas. Neste
trabalho, a SAM mista foi utilizada como sensor para o estudo eletroquimico do flavonodide

fisetin.

4.4. Estudo do comportamento eletroquimico do fisetin

Com os parametros para obtengcdo da SAM-mista contendo 3amp e 11amu definidos,
prosseguiu-se com a aplicacdo do eletrodo modificado no estudo do comportamento

eletroquimico e determinac&o de fisetin (3,3°,4°,7-tetrahidroxiflavona) em &gua pura.

4.4.1. Estudo do mecanismo redox do fisetin

A seguir avaliou-se o comportamento eletroquimico do fisetin, frente as diferentes
superficies eletrddicas, utilizando a voltametria ciclica. Os perfis voltamétricos registrados na
Figura 31, correspondem a respostas distintas para cada modificagdo, tal como observado para
o par redox [Fe(CN)s]*"® nos resultados discutidos anteriormente.

O eletrodo de ouro e a SAM-3amp apresentam respostas eletroquimicas semelhantes
entre si. De acordo com a Figura 31 (a) e (b) observa-se trés ondas de oxidagdo pouco
definidas na regido de 0,42 a 0,7 V. Ao inverter a varredura para potenciais mais negativos
observa-se um processo bem definido em 0,39 V e uma onda de redugdo em 0,095 V. Com a
SAM-1lamu, observa-se apenas um processo redox, o qual apresenta potenciais de pico
afastados, indicando que a reversibilidade do processo redox do fisetin é influenciada pela

modificacdo da superficie com l1llamu. A SAM mista demonstra um comportamento

93



eletroquimico semelhante a SAM-1lamu, no entanto o processo redox é completamente
reversivel e as correntes de pico sdo maiores.

Também se observa que ocorre a formagdo de um filme sobre a superficie do
eletrodo de ouro e da SAM-3amp enquanto para a SAM mista e para a SAM-11lamu néo se
observa variacdo significativa do perfil voltamétrico realizados em eletrélito puro ap6s 10
ciclagens em solugdo contendo fisetin. O processo de reducdo préximo a 0,39 V observado
para o eletrodo de ouro e para a SAM-3amp, permanece evidente mesmo apos lavar 0s
eletrodos com &gua pura e deixa-los imerso em eletrolito puro por 15 minutos. J& com a SAM
mista e com a SAM-11amu o mesmo tratamento resulta em um voltamograma muito proximo

do observado antes das ciclagens com fisetin.
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Figura 31: Voltamogramas ciclicos para o eletrodo de ouro (a), SAM-3amp (b), SAM-11amu (c) e SAM mista
(d), obtidos em eletr6lito tamp&o BR 0,1 mol L™ pH 3,0 (=), contendo 4,5 x10* mol L™ de fisetin (—) e
novamente em eletrolito puro apds 10 varreduras ciclicas na presenca de fisetin (=). VVelocidade de varredura de
100 mV s™.
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O perfil voltamétrico obtido para as superficies de ouro e SAM-3amp é muito
semelhante ao observado por Markovi¢ et al. %% sobre superficie de carbono vitreo. A onda
de oxidacdo observada em potenciais mais negativos € atribuida a oxidacdo do grupo catecol
do fisetin em C3’ e C4’ (visualizados no inset da Figura 31 (d)) para a o-quinona
correspondente. Essa oxidacao é seguida por um rearranjo intramolecular que restaura o grupo
catecol, formando uma nova espécie oxidavel (Fig. 32). Isso é possivel devido ao extenso
sistema m-conjugado que causa uma deslocalizagdo eletronica por toda a estrutura quimica da

molécula. O terceiro processo de oxidacdo consiste na oxidacao do grupo hidroxila em C7.

Figura 32: Mecanismo de oxidagao proposto para o fisetin em solugées tamponadas ¢!,

A presenca de somente um pico de oxidacao e reducdo para a SAM-1lamu e SAM
mista sugere a ocorréncia de somente o primeiro processo redox do analito. Para essas
condigdes experimentais, ndo ocorre o rearranjo intramolecular do fisetin, observado para o
ouro e para a SAM-3amp. Este mesmo mecanismo foi proposto por Brondani et al. ™ ao
determinar fisetin com um sensor baseado em nanoparticulas de ouro e complexo de niquel
imobilizados em silica.

A dependéncia do potencial de oxidac&o do fisetin frente a SAM mista com o pH do
eletr6lito também foi avaliada utilizando a voltametria linear. Na Figura 33 é mostrado a
dependéncia da Iy, € do Ey em fungdo do pH. O deslocamento do Ep, para valores mais
negativos com o aumento do pH, demonstra uma relagéo linear com inclinacéo de 67,7 mV

por unidade de pH. Tal inclinagdo da curva sugere o envolvimento do mesmo nimero de
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prétons e de elétrons na reacédo de eletro-oxidacdo do fisetin como proposto no mecanismo da
Figura 32 %,

Na mesma faixa de pH observa-se que a Iy, também aumenta até um valor maximo
no pH 5,0, ap6s o qual a Iy, diminui drasticamente. Este comportamento pode ser atribuido a
intensidade da interacdo entre o fisetin e os dominios ricos em 3amp ou ricos em 1lamu

presentes na superficie da SAM mista.

od

AW/ 3

Figura 33: Efeito do pH no Eg, (®) € Iy, (@) para a oxidagdo do fisetin sobre a SAM mista em tampdo BR 0,1
mol L™ contendo 4,0 mmol L™ de fisetin.

Para a compreensdo adequada do mecanismo eletroquimico envolvido na interface
do eletrodo é importante conhecer o pK, tanto do analito, quanto dos tidis adsorvidos no
substrato. O fisetin possui quatro hidrogénios ionizaveis, enquanto tanto o 3amp quanto o
1lamu possuem apenas um, mas a principal influéncia do pH na resposta de corrente de
oxidacdo esta na diferenca entre o pK, da SAM-3amp e da SAM-11amu (Fig. 34).

De acordo com Zhao et al. *4 o pK, da SAM-3amp é aproximadamente 5,2, logo no
pH 5,0 os dominios ricos em 3amp encontram-se parcialmente dissociados, portanto com
carga liquida negativa. Acredita-se que neste ponto a interacdo entre a molécula de fisetin e a
superficie os dominios de 3amp é energeticamente mais favoravel que a interagdo com o0s

dominios de 1lamu, uma vez que os dominios de 1lamu encontram-se quase totalmente
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protonados. Dessa forma, ao aumentar o pH do eletrélito a intensidade da interacdo do analito
com a superficie nos dominios ricos em 3amp também aumenta até um valor maximo de pH
5,0, ocasionando o aumento da l,, observada. Ao aumentar o pH da solucdo para 6,0 as
moléculas de 11amu encontram-se dissociadas, como resultado a Iy, diminui ja que tanto os
dominios ricos em 3amp quanto dominios ricos em 11lamu podem interagir com fisetin. Com
valores de pH > 7,0 moléculas de fisetin também se apresentam parcialmente dissociadas, isso
faz com que interacdes repulsivas prevalecam entre a molécula de analito e a SAM mista,
dificultando a aproximacdo de fisetin até a superficie, e conseqlientemente diminuindo

drasticamente a taxa de oxidacgao do substancia.

pK,= 6,0
HO ¢O
pK,=5,2
HO
40

S_ s

Au Au
(@) (b) (c)

Figura 34: pK, para os hidrogénios ionizaveis do fisetin 2! (a), da SAM-3amp **! (b) e da SAM-11amu *¥ (c).

A melhor resposta de corrente foi obtida no pH 5,0, logo todas as demais medidas
foram realizadas em tamp&o BR 0,1 mol.L™ pH 5,0 (ajustado com NaOH 5,0 mol.L™). Com a
finalidade de se evidenciar o tipo de transporte de massa envolvido no processo de oxidagédo
do fisetin foi realizado um estudo de variacdo da velocidade de varredura no intervalo de 10 a
200 mV s™*. Na Figura 35 sdo mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos, onde se observa
uma relacéo linear entre a Ipo em funcdo da velocidade de varredura que pode ser descrito

pela equagio lp, (UA) = 0,414 + 4,2 x10° v (mV s™), com r = 0,9965. De acordo com esses
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resultados a cinética de transferéncia eletronica é controlada por adsorcdo das espécies na
superficie da SAM mista. Golabi et al. ™, utilizando um eletrodo de carbono vitreo, também
caracterizaram o processo redox do fisetin (em pH 6,0) como controlado por adsorcdo da

espécie eletroativa na superficie do eletrodo.

1,59 1,24

1,0 4 0,8

Ipo / uA

0,64

0.4

0,5 - 0 50 100 150 200
vel / (mV s™)
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-1,0 1 - 1 1~ 1 "~ T *~ T " T " T
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

E /V (vs Ag/AgCl)

Figura 35: Voltamogramas ciclicos para a SAM mista em tamp&o BR 0,1 mol L™ pH 5,0 contendo 0,4 mmol L™
de fisetin nas velocidades de 10; 30; 40; 50; 75; 100; 150 e 200 mV s™. Inset: relacdo linear entre loo €
velocidade de varredura.

Embora o mecanismo de oxidacdo do fisetin seja controlado por adsorgédo na
superficie do eletrodo, o produto de oxidacdo ndo permanece adsorvido. Na Figura 31 (d),
mesmo apos 10 ciclos na presenca do analito, apos lavar o eletrodo contendo a SAM mista
com &gua pura, o voltamograma em eletrélito puro ndo apresenta nenhum processo redox
referente a espécies adsorvidas. E certo que esse fendmeno esta relacionado com a presenca
de dominios ricos em 1lamu, visto que somente a SAM-11amu e a SAM mista exibiram este
comportamento. Assim sendo, acredita-se que o tamanho dos dominios de 3amp e o fato de

apresentarem espessura reduzida, se comparados a espessura dos dominios de 11amu, fazem
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com que apos o grupo catecol ser oxidado o ambiente quimico seja desfavoravel para que

ocorra o rearranjo e a espécie se difunde para a solucéo.

4.4.2. Construcéo da curva analitica para fisetin em agua pura

4.4.2.1. Otimizacdo dos parametros da técnica de voltametria de onda quadrada

Os parametros da voltametria de onda quadrada que influenciam a resposta
eletroquimica do analito sdo a amplitude de pulso (a), o incremento de potencial (AEs) e
frequéncia de aplicagdo do pulso (f). A resposta de I, aumenta com o aumento da amplitude,
mas acima de 70 mV ndo ocorre um aumento significativo de corrente enquanto a area do
pico aumenta linearmente, assim fixou-se a amplitude de pulso em 70 mV. Fixando-se a
amplitude de pulso em 70 mV e variando-se a freqliéncia de aplicacdo de pulso de 10 a 100
Hz, observou-se a melhor relagéo entre 1, e area do pico em 60,0 Hz e incremento de
potencial de 1,0 mV.

Portanto, a fim de testar a viabilidade da SAM mista como sensor eletroquimico
procedeu-se a construcdo da curva analitica em &gua, com os parametros da voltametria de

onda quadrada otimizados.

4.42.2. Curvaanalitica

Com todas as condigdes otimizadas, construiu-se uma curva analitica utilizando a

SAM mista como eletrodo de trabalho e tamp&o BR 0,1 mol L™ pH 5,0 como eletrélito
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suporte. A curva analitica mostrada na Figura 36 apresentou uma resposta linear no intervalo

de 1,9 x10%a 2,0 x10” mol L de fisetin.
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Figura 36: (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com fisetin nas concentracdes de 1,96 x10°%; 2,91 x10°
83,85 x10°%; 4,76 x10°®; 5,66 x10°®; 7,41 x10°%; 8,26 x10°; 9,09 x10°%; 9,91 x10°%; 1,3 x107; 1,45 x107; 1,74 x10
71,87 x107 € 2,0 x107 mol L™ em tamp&o BR 0,1 mol.L™ pH 5,0. f = 60 Hz, A =70 mV e AEs = 1,0 mV. (b)
curva analitica de I, (obtidas em 353 mV) em fungéo da concentracéo de fisetin.

Observa-se linearidade entre a reposta eletroquimica do fisetin e a concentragdo do
mesmo em solugdo. O fator de correlagdo linear encontrado foi de 0,999 e a equacgéo da reta

correspondente a curva analitica é:

Ipo (A) =3,57x107% + 1,97 (A /mol L™*) [fisetin] (mol L™1)

O limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram calculados segundo

recomendacdo da IUPAC ™ a partir da equagio:

3Sp

LD = equacéo 21

onde Sy é 0 desvio padrdo de dez medidas realizadas nas mesmas condi¢fes experimentais

&nci i b =1, ) e o ¢ a inclinacdo iti
mas com a auséncia do analito (S 1,09 x10® A lina¢do da curva analitica
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experimental (1,97 A mol™). Assim obteve-se 1,66 x10® e 5,53 x10® mol L™ para LD e LQ,
respectivamente.

O LD obtido utilizando a SAM mista como sensor eletroquimico para o fisetin é
menor que o relatado na literatura utilizando outras superficies eletrddicas. Brondani et al.
(18] “nor exemplo, obtiveram um LD de 5,0 x10® mol L™ utilizando um sensor a base de
nanoparticulas de ouro imersas em liquido ionico. Jiang et al. ¥ aplicando a técnica de
eletroforese capilar alcangou um LD de 2,9 x10° mol L™. Volikakis et al. %! utilizou um
sistema em fluxo e um sensor a base de grafite modificado chegando a um LD de 4,0 x10°®
mol L. Nota-se entdo que a modificacdo da superficie com a SAM mista apresenta 0 menor
LD quando comparada com os trabalhos mencionados acima, logo os resultados mostram-se
promissores, visto que o eletrodo modificado com a SAM mista possibilita a analise de
amostras contendo até 4,78 pg L™ do analito.

Avaliando as respostas de corrente para uma concentracdo fixa de fisetin, mas
utilizando as monocamadas dos tiois puros como sensores, observa-se uma |, de apenas 32,27

e 8,37 % para a SAM-3amp e SAM-11amu, respectivamente, quando comparada com o valor

de I, obtida com a SAM mista (Fig. 37).

04 Auséncia de fisetin
N SAM-3amp
—— SAM mista
—— SAM-11amu
0,3 1
<3_ 0,2
~~
0,11
0,0 1 =
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
E /V (vs Ag/AgCl)

Figura 37: Voltamogramas de onda quadrada obtidos em tamp&o BR 0,1 mol.L™ pH 5,0 contendo 2,0 x10”" mol
L™ de fisetin. f = 60 Hz, A =70 mV e AEs = 1,0 mV com fisetin. Correntes resultantes da corre¢do de linha de
base dos voltamogramas.
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As diferencas de I, observadas com as SAMs dos tiois puros e com a monocamada
mista, sdo atribuidas a presenca de dominios ricos em 3amp formando um conjunto de
ultramicroeletrodos na superficie da SAM mista. Esses dominios, além de formarem sitios
que permitam transferéncia eletrdnica entre analito e superficie metélica, oferecem um
microambiente quimico com propriedades diferentes de uma SAM contendo o componente
puro devido as intera¢cdes com o 11amu. Como resultado o fisetin ndo se adsorve na superficie
do eletrodo e apresenta contribuicdes no transporte de massa por difusdo hemisférica semi-
infinita possibilitando respostas de corrente mais expressivas que as monocamadas dos tiois

puros.
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5. CONCLUSAO

O estudo do processo redox para o par [Fe(CN)g]*”* demonstrou que monocamadas
auto-organizadas de tidis saturados podem permitir a transferéncia eletronica, entre a espécie
eletroativa e a superficie metalica, por efeito de tunelamento quéantico dos elétrons através da
cadeia carbonica do tiol. Embora o argumento mais utilizado na literatura para esses sistemas
seja a transferéncia eletronica via pinholes ou defeitos da monocamada, os resultados obtidos
para a SAM mista, bem como para a SAM-3amp e SAM-11amu, ndo podem ser explicados
por essa teoria.

Para a SAM mista constatou-se a formacdo de dominios ricos em 3amp, dominios
ricos em 1lamu e regides entre esses dominios compostos por uma mistura de ambos 0s tiois
que varia sua composi¢do com o tempo de incubagédo do substrato. O deslocamento dos Ep,
observados com a voltametria ciclica, aliado as Ry obtidas com a EIE comprovam a
existéncia de regides recobertas pelo 3amp que oferecem resisténcia intermediaria a
transferéncia eletronica do par [Fe(CN)e]*"* entre as SAM-3amp e SAM-11lamu.

As cargas de dessor¢ao redutiva ¢ Am obtidas com a MECQ para a SAM mista
evidenciaram alto recobrimento da superficie e um mecanismo de adsorcdo que pode ou nao
resultar na segregacao de fases de acordo com o tempo de incubagéo do substrato. Em breves
tempos de incubacdo observou-se um recobrimento da superficie predominantemente com
3amp e formacdo de fases bem definidas. Ao aumentar este periodo para 20 horas de
incubacdo do substrato, acredita-se que a SAM mista adquiri uma configuracdo com dominios
de 3amp dispersos tal como um conjunto de ultramicroeletrodos, formadas por ilhas de 3amp
circundadas por 11amu. Todavia, a0 aumentar ainda mais o tempo de incubacéo, observou-se
uma tendéncia a formacdo de uma mistura homogénea dos tidis fazendo com que a SAM

mista mostrasse comportamento eletroquimico semelhante a SAM-11amu.

103



O estudo do comportamento eletroquimico do fisetin confirma o surgimento de
propriedades diferenciadas com a SAM mista. Enquanto para a SAM-3amp e para 0 ouro
limpo observou-se um mecanismo redox envolvendo dois processos de oxi-reducdo seguido
de adsorcdo do fisetin na superficie do eletrodo, para a SAM mista observou-se apenas um
processo redox sem que o analito permanecesse adsorvido na superficie da SAM. Este
comportamento foi atribuido a configuracdo dos dominios ricos em 3amp, 0s quais devem
apresentar dimensdes tdo reduzidas que impedem que o fisetin alcance o requerimento
estérico necessario para se rearranjar e sofrer uma nova oxireducdo. Dessa forma a
modificacdo da superficie com ambos 0s tiois permite maior tempo de vida Util para o sensor.

Com este trabalho evidenciou-se tanto a transferéncia eletronica via efeito de
tunelamento quantico dos elétrons através da monocamada, quanto 0 surgimento de
propriedades fisico-quimicas diferenciadas com a SAM mista. A configuracdo obtida com a
SAM mista apresentou potencial para aplicacdo na determinagdo de fisetin, uma vez que
observou-se um limite de deteccdo de 1,67 x10® mol L™ para o analito em 4gua, um valor 3
ordens de grandeza menor que o obtido com técnicas eletroforéticas.

Este trabalho demonstra ainda, que a formacdo e organizacdo de monocamadas
mistas por co-adsorcdo dos tiois precursores em solucdo € dindmica e pode ser controlada a

fim de se obter um arranjo superficial especifico.
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