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ELECTROCATALYTIC ACTIVITY OF CATALASE BIOMIMETIC SYSTEMS. In this work, we describe the immobilization of the
dinuclear compound [Cu,(apyhist),CL,](ClO,), (1) and its derived cations complexes, obtained in water solution or by deprotonation
of the imidazolate moiety in the ligand leading to a cyclic tetranuclear species, in the Nafion® membrane on glass carbon electrode
surface. After that, we studied the influence of the equilibrium in the electrocatalytic activity towards the reduction of H,0, in the
development of an amperometric sensor for the analytical determination of hydrogen peroxide. This strategy proved successful, and

the electrochemical behaviour of the all complexes formed within the Nafion® coatings was characterized. We also provide evidence

that its related cyclic tetranuclear imidazolate-bridged complex acts as a catalysts for the intramolecular, two-electron reduction of

H,0,.

Keywords: enzymeless biosensors; copper(II) complexes; bioinorganic chemistry.

INTRODUCAO

A tecnologia dos biossensores € um campo aberto para inovacio
e desenvolvimento de novos dispositivos eletroquimicos de interesse
tecnoldgico. Os estudos para elucidar e construir mecanismos de
transferéncia eletronica, direta ou mediada, € indispensavel para o
sucesso dos biossensores na tecnologia do futuro.! Além disso, sdo
importantes, também, para a compreensao dos principios fundamen-
tais de reconhecimento bioldgico e a comunicagdo entre a enzima e
o transdutor.? O mecanismo de transferéncia eletronica direta neste
tipo de sistema ainda ndo € bem conhecido. Existem ainda varias
questdes a serem esclarecidas, tais como, quais sdo os parimetros
(estruturais e cinéticos) que determinam a possibilidade da enzima
redox catalisar uma reacgdo no eletrodo; qual € o papel da enzima
proteica na eletrocatdlise e no processo de transferéncia eletronica;
qual € ainfluéncia da natureza do material e da estrutura na superficie
do eletrodo; qual € a relagdo entre o mecanismo catalitico da enzima
e a capacidade de transferéncia eletronica direta.’ Estudos sdo fun-
damentais para a sintese de novos materiais para o desenvolvimento
de bioeletrocatalisadores que sejam altamente eficazes e permitam a
geracdo de novos dispositivos eletronicos.

Nessa busca constante na melhora da seletividade e sensibilidade
de resposta, surge o desenvolvimento de uma nova drea de sensores
amperométricos baseados em sistemas biomiméticos com o intuito de
promover um aumento na transferéncia eletronica entre eletrodo/sitio
ativo/substrato, aumentando a sensibilidade do sistema e facilitando
a construgdo de eletrodos modificados que determinem substancias
bioldgicas de interesse analitico, podendo ser de importancia cli-
nica, ambiental ou industrial.* O desempenho analitico de sensores
biomiméticos, em alguns casos, mostra-se superior em relacdo aos
correspondentes biossensores enzimaticos.’

*e-mail: wendel.alves @ufabc.edu.br

Compostos biomiméticos sdo resultado do estudo da formagdo,
estrutura ou fungdo de substancias biologicamente produzidas e
materiais (enzimas ou seda) e os mecanismos e processos bioldgicos
(sintese de proteinas ou fotossintese) especialmente para o propdsito
de sintetizar produtos similares por meio de mecanismos artificiais
que imitem os naturais.®’

No entanto, mimetizar estruturas bioldgicas nem sempre ¢
facil. Estruturas nem sempre funcionam da mesma forma, pois
se adaptam as exigéncias funcionais locais. Mesmo as plantas e
animais mais simples podem sentir o mundo, integrar informacdes
e agir em conformidade com as necessidades. A construgdo de um
sensor biomimético € um campo promissor na drea de desenvolvi-
mento de procedimentos analiticos para determinagdo de diferentes
analitos.®

Um fator essencial para o desenvolvimento destes sensores estd
baseado em controlar a transferéncia de elétrons entre o reagente que
efetua o reconhecimento catalitico, aquele que faz a fungéo do sitio
ativo da enzima na superficie do eletrodo. A construgao deste tipo de
sensores estd focada na estrutura do sitio ativo da enzima, que serd
utilizada como base para a determinac@o do substrato de interesse,
e o mecanismo da reag@o que serd catalisada. Neste contexto, vale
a pena ressaltar os excepcionais avangos na drea de manipulacio de
estruturas bioldgicas, de tal forma que certas proteinas com atividade
redox, em que novos sitios adequados para a inserciio de metais sdo
introduzidos, e dcidos nucleicos/DNA modificados estdo se tornando
modelos versateis para a melhor elucidac@o das fungdes bioldgicas.
Paralelamente aos estudos de biomiméticos, outro assunto de funda-
mental importancia estd relacionado ao desenvolvimento de sistemas
modelos funcionais que sdo moléculas mais simples e que podem ser
utilizados para elucidar o mecanismo de acdo de certas proteinas ou
enzimas, além de sua potencial aplica¢do como novos catalisadores
de interesse industrial. Diversos complexos de metais de transi¢cao
podem ser utilizados como sistemas modelo. A literatura relata a
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utilizacdo de complexos de cobre(Il) no desenvolvimento de sensores
para determinagdo das catequinas em chd verde,” hidroquinona em
cosméticos,? dopamina em farmacos,'* entre outros. Estudos utili-
zando complexos de ferro incluem a determinagdo eletroanalitica de
pirodoxina (vitamina By),"" da substincia oncocalixona'? e compostos
fendlicos.” Complexos de manganés foram estudados para andlise
de rutina' e fendis.”> Um complexo de rédio foi estudado para de-
terminagdo de hidrazina.'®

Neste trabalho estudou-se a construc@o de sensores biomiméticos
da enzima catalase, que € encontrada em organismos aerébicos que
vao desde bactérias a plantas e animais.!” Estas enzimas apresentam
duas fungdes: catalitica - com a decomposicao de peréxido de hidro-
génio em dgua e oxigénio e peroxidativa - leva as toxinas e H,0,, po-
tencialmente nocivos, a recombinar-se para produzir 4gua e produtos
inofensivos ou uteis, tais como, alcodis, fendis, aldeidos e acidos.'®
Desta maneira, as enzimas catalases protegem 0s organismos vivos
de espécies reativas de oxigénio que sio responsaveis pelo estresse
oxidativo, que sdo reagdes na célula que levam, por exemplo, ao
envelhecimento celular, diabetes e cancer.!?

Dessa forma, a deteccéio de perdxido de hidrogénio vem rece-
bendo atencdo na pesquisa de sensores nas tltimas décadas. Muitas
técnicas sdo usadas para detecgdo de H,0, em produtos quimicos,
amostras bioldgicas, clinicas, ambientais e muitas outras estﬁo em
desenvolvimento.””> Entre elas, a deteccdo amperométrica ¢ um
campo promissor para deteccio rapida, precisa e seletiva de peréxido
de hidrogénio.?>-%

Diante disso, estudou-se um sensor biomimético da enzima
catalase, utilizando um complexo de cobre(Il) contendo ligantes
tridentados do tipo base Schiff e um grupo imidazol imobilizado
em membrana Nafion®sobre a superficie de um eletrodo de carbono
vitreo (ECV). Esse complexo possui a vantagem de apresentar um
sistema redox bem definido, estdvel em meio fisiolégico, com boa
reprodutibilidade e sensibilidade.?' Em solugéo aquosa, este complexo
forma duas espécies mono- e tetranucleares de cobre(Il) que estdo em
equilibrio em solucio aquosa, onde os centros de cobre estio ligados
por meio de um ligando ponte imidazolato (Esquema 1).%>37Estudos
eletroanaliticos de detec¢do amperométrica frente ao perdxido de
hidrogénio indicaram que as espécies tetranucleares sdo melhores
eletrocatalisadores do que os compostos de cobre(1l) mononucleares.
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Esquema 1. Representagdo dos equilibrios em solugdo
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Complexos com estruturas ciclicas parecem facilitar a interagdo do
substrato com o sitio ativo do complexo. Neste trabalho a quanti-
dade de fons cobre utilizada foi sempre a mesma, com variagdes
apenas no ligante ao redor do fon metdlico, o que levou a alteracdes
significativas na sensibilidade dessas espécies frente a deteccao do
peroxido de hidrogénio.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Todos os reagentes empregados foram de grau e pureza analitica
e utilizados sem purificacdo prévia. Fosfato de potdssio dibasico
tri-hidratado, fosfato de potdssio monobasico, cloreto de cobre(Il)
di-hidratado, dicloridrato de histamina, 2-acetilpiridina e perclorato
de sédio foram de procedéncia da Sigma-Aldrich. Cloreto de potdssio,
hidréxido de potéssio, dcido cloridrico e per6xido de hidrogénio 29%,
assim como os solventes alcodis etilico e metilico foram de procedén-
cia da Labsynth. Perclorato de cobre(Il) foi de procedéncia da Acros
Organics e Nafion® 5% foi de procedéncia da DuPont.

Equipamentos

Os eletrodos utilizados foram carbono vitreo como trabalho
(0,062 cm?) da Metrohm— Pensalab, platina como auxiliar e ele-
trodo de calomelano saturado (ECS) como referéncia. As medidas
voltamétricas e amperométricas foram realizadas em potenciostato/
galvanostato pAutolab Fra 2, Type III. As medidas de pH foram
efetuadas com um pHmetro Metrohm - Pensalab, modelo 827
pH lab, acoplado a um eletrodo de vidro combinado, também da
Metrohm - Pensalab. A calibracdo do eletrodo de vidro foi feita
antes do preparo das solugdes, com solugdes tampdes adequadas.
As medidas de absorcdo na regido do visivel foram efetuadas num
espectrofotometro Varian, modelo Cary 50. Foram empregadas celas
usuais retangulares de quartzo de caminho 6ptico igual a 1 cm, utili-
zando faixa de 200 a 800 nm. O sistema de rotaevaporagao utilizado
na preparacido dos complexos de cobre(Il) foi de procedéncia da
Buchi-Pensalab, modelo Rotavapor R-210 e o banho refrigerado
de procedéncia da Solab Cientifica. A limpeza dos eletrodos foi
realizada em banho de ultrassom da Sanders, modelo UltraSonic
Cleaner — SW2000FI, com aquecimento.

Limpeza dos eletrodos

Antes do preparo de cada eletrodo, o seguinte procedimento de
limpeza do ECV (eletrodo de carbono vitreo) foi seguido: limpeza
em pano de polimento NTR @ 200 mm de uso geral abrasivo < 1 pm
com suspensio de alumina 1pum n°. 4; lavagem com dgua desionizada;
ultrassom por 15 min, imerso em dlcool etilico e lavagem com agua
desionizada.

Preparacio e caracterizacio dos complexos de cobre(II)

Perclorato de bis(u-cloro)(4-imidazolil )etileno-2-amino-1-
etilpiridina) de cobre(Il), [Cu,(apyhist),CL,](CIO,), (1)

Este composto dinuclear de cobre(Il) foi preparado utilizando
a metodologia descrita na literatura, com pequenas variagdes no
procedimento experimental.

Adicionou-se, na capela e sob agitacdo, 736 mg (4 mmol) de
dicloridrato de histamina a uma mistura de 740 mg (2 mmol) de
perclorato de cobre(Il), dissolvidos em 10 mL de dgua desionizada
e 50 mL de dlcool metilico. Apds completa homogeneizagdo da
mistura, adicionou-se, gota a gota, 244 mg (2 mmol) de 2-acetilpiri-
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dina dissolvidos em 15 mL de dlcool metilico. A reag@o foi deixada
sob agitacdo constante a temperatura ambiente, durante 2 h. Em
seguida, acondicionou-se a solucio final obtida no préprio baldo de
reacdo em geladeira, até precipitacdo dos cristais do complexo de
cobre(Il). Filtrou-se o precipitado obtido, de cor verde e, finalmente,
secou-se num dessecador a viacuo. Rendimento: 68%. Andlise ele-
mentar, calculado para [Cu,N,C,,H,,CL](CIO,), (MM = 825.4 g/mol):
%C =34,92, %H = 3,42, %N = 13,57; obtido: %C = 34,78, %H = 3,40,
%N = 13,53.

Outros compostos de cobre(ll) utilizados

Para fins comparativos de estudo da influéncia do ligante ao
redor do fon metdlico na eletrocatdlise da reduc¢do do H,O,, foram
utilizados e sintetizados os seguintes complexos de cobre(Il) ja des-
critos na literatura:**>3 CuCl,x2H,0, [Cu,(2-pyhist),CL](C10,), (2),
[Cu,(apyhist),](C1O,), (3) e [Cu,(2-pyhist),)](ClO,), (4), onde:
2-pyhist = (4-imidazolil)etileno-2-aminometilpiridina.

Modificacao dos eletrodos

Para a modificacdo dos eletrodos de carbono vitreo envolvendo
os complexos de cobre(Il) com a membrana de Nafion®, pesou-se
aproximadamente 20 umol em rela¢do ao fon de cobre(Il) dos
complexos (1), (2), (3), (4) e CuCl,x2H,0 e dissolveu-se em 200
uL de Nafion® 5%, respectivamente. A seguir, adicionou-se 1000
uL de dgua desionizada (em pH 7,0 ou 9,0) e levou-se a mistura ao
aparelho de ultrassom, até completa homogeneizacdo. As solugdes
foram armazenadas em geladeira. Em seguida, foram adicionados
4,5 uL desta mistura a superficie do eletrodo, deixando-se secar a
temperatura ambiente por 1 h, formando-se um filme hibrido na
superficie do eletrodo. Posteriormente, os eletrodos foram hidra-
tados, por 10 min, em eletrélito tampao fosfato, o mesmo usado
para realizar as medidas de voltametria ciclica e amperometria. O
eletrélito permaneceu sob atmosfera de gds nitrogénio, por 10 min,
antes do inicio das medidas. Medidas com ECV sem modificagdo
(eletrodo branco) foram realizadas com o objetivo de comparar os
resultados.

Deteccao do peréxido de hidrogénio

Realizaram-se medidas amperométricas para verificar a sensi-
bilidade do eletrodo modificado frente a deteccdo do peréxido de
hidrogénio, onde foram adicionados, sob agitacdo constante, 10 uL de
solucdo de H,0, (0,01 mol L') em célula de 8 mL, que corresponde a
adicao de 12,5 umol L' de peréxido de hidrogénio, em cada adic¢o.
Realizaram-se, em média, 10 adicdes sucessivas em cada medida da
resposta amperométrica na reducdo do H,O,.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes complexos de cobre(Il) contendo um ligante tridentado
do tipo base de Schiff além de um grupo imidazol foram preparados,
na forma de sais de perclorato, e caracterizados através de diferen-
tes técnicas analiticas e espectroscépicas.**3¥ Estes compostos jd
haviam sido estudados anteriormente e tiveram suas estruturas deter-
minadas por cristalografia de raios X.** Estudos prévios mostraram
que em solucdo aquosa existe a labilidade dos fons cloreto para os
complexos (1) e (2) e arespectiva formagao da espécie mononuclear,
conforme mostrado no Esquema 1. Adicionalmente, foi também
observado que em solugdo aquosa, a pH elevados, estes complexos
estdo em equilibrio com a correspondente espécie tetranuclear (3) e
(4), na qual os centros de cobre estdo ligados por um ligante ponte
imidazolato.’>

Quim. Nova

Caracterizaco voltamétrica para o eletrodo modificado com a
espécie (1) em membrana Nafion® em diferentes valores de pH

Estudos de voltametria ciclica em diferentes velocidades de
varredura foram realizados para o eletrodo modificado com o com-
plexo (1) na presenca de membrana Nafion®, conforme mostrado na
Figura 1. Particularmente, o polimero Nafion® foi escolhido devido
a presenca dos grupos sulfonatos (-SO;) que promovem a imobili-
zagdo da espécie catidnica sobre a superficie do eletrodo, devido a
substitui¢do do contraion perclorato do complexo de cobre(Il) pelo
grupos -SO;” do polimero.

10

-154

06 -05 04 03 02 -0,1
E/V vs. ECS

Figura 1. Estudo do efeito da velocidade de varredura para o ECV modificado
com o complexo (1) em membrana de Nafion® em solugdo tampdo fosfato
pH 7,0 (0,1 mol L)

Os voltamogramas representados na Figura 1 apresentam dois
picos, sendo um anddico em -0,45 V e outro catédico em -0,40 V
(versus SCE). Estes picos podem ser atribuidos ao par redox Cu"/Cu'.
A existéncia de uma linearidade entre as correntes de pico redox e
a raiz quadrada da velocidade de varredura indica que o processo €
controlado por difusdo.

Atividade eletrocatalitica frente a deteccao do peréxido de
hidrogénio

Os resultados mostram um significativo aumento na corrente
de reducdo com adi¢@o de peréxido hidrogénio e deslocamento do
potencial para valores menos negativos para o eletrodo modificado
com o complexo (1), em relagdo ao ECV, conforme ilustrado na Figura
1S, material suplementar. Medidas amperométricas aplicando-se o
potencial de -0,50 V para o eletrodo modificado com adicéo de 10
uL de uma solugdo de H,O, (10 mmol L) mostram uma sensibili-
dade de resposta de 360 mA cm?mol! L (Figura 2). Estes estudos
sugerem que estes compostos eletrocatalisam a redu¢@o do peréxido
de hidrogénio, podendo ser utilizados como mediadores redox no
preparo de sensores amperométricos. Neste caso, sugere-se O se-
guinte mecanismo de reacdo na superficie do eletrodo modificado:
com a adi¢do do analito ao eletrélito, o H,0, € reduzido a H,O, por
um mecanismo envolvendo dois elétrons, na superficie do eletrodo.
Consequentemente, o complexo de cobre € oxidado, sendo regenerado
a cobre(I) com aplicagéo de um potencial de -0,50 V versus ECS.*

Estudo da variagdo do potencial aplicado e valores de pH

Os estudos mostram que a resposta do sensor € afetada pela
aplicacdo de diferentes potenciais na faixa de 0 a-0,50 V. Neste caso,
observa-se um aumento da sensibilidade com a diminui¢io do poten-
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Figura 2. Resposta amperométrica em solugdo tampao fosfato pH 7,0 (0,1
mol L), potencial -0,50 V. Incremento de 12,5 mmol L' de concentragdo de
H,0,, sob agitag¢do magnética

cial, mostrando que a redugdo do H,0, € favorecida em potenciais
mais negativos (Figura 3). Os resultados mostram que o potencial
6timo de reducdo do H,0, estd em -0,50 V, que resultou na maior
sensibilidade encontrada, e estd em concordancia com o potencial de
redugdo completa de {fons de cobre(II) sobre a superficie do eletrodo
modificado, conforme observado no voltamograma da Figura 1 em
solucd@o tampao fosfato (pH 7,0).

=

L

w

9]

o
1

300
2504
200+

150

B §§N@

-0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1
E/V (vs. ECS)

Sensibilidade / mA cm™2 mol™

Figura 3. Estudo comparativo da influéncia do potencial nas sensibilidades
obtidas frente a resposta amperométrica do peroxido de hidrogénio, medidas
em solugdo tampdo fosfato (0,1 mol L) e pH 7,0

Numa etapa posterior, estudou-se a influéncia da variagdo do pH
do meio na resposta do sensor (Figura 4). As maiores sensibilidades
foram obtidas nas faixas de pH entre 7,0 e 9,0, o que indica que a
catdlise € favorecida para o complexo tetranuclear (3) sobre o0 ECV
imobilizado com membrana de Nafion®, uma vez que o pK, do ligante
imidazélico estudado encontra-se em 8,5.% Observa-se que em meio
dcido ha uma degradacdo do complexo de cobre(Il), diminuindo a
sensibilidade, mostrando que a hidrélise do ligante influencia na queda
de resposta amperométrica, pois sais comuns de cobre(Il), tais como
CuCl,, Cu(NO,),, entre outros sais de cobre(Il), ndo resultam numa
catalise eficiente para a redugio do H,0,, devido a extrema distor¢do
tetragonal. J4 em meio alcalino (pH = 11), observa-se uma diminuicdo
de resposta devido a uma provével quebra da ponte imidazolato pelo
anion hidroxo em solugio, favorecendo a formagio da espécie dinu-
clear [LCu(u-OH),CuL]*, dificultando a coordenagdo do peréxido de
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hidrogénio ao sitio de coordenacdo do fon metalico. Outra possibilida-
de, seria a formacao do sal Cu(OH),, com consequente precipitacdo e
perda da sensibilidade. O sensor proposto apresentou alta sensibilidade
em torno de 360 mA cm?mol' L em pH 7,0, numa faixa linear de
concentracdo entre 12 a 250 mmol L', que € um valor considerédvel se
comparado a outros trabalhos, utilizando Nafion® como membrana de
imobilizacao, na determinagio de H,O,, como um sensor modificado
com peroxidase de rabanete, potencial -250 mV (Ag/AgCl) em pH
7,0, com sensibilidade de 12,8 nA cm™ mol'L;* sensor modificado
com polivinilpiridina e peroxidase de rabanete, potencial 0 mV (ECS)
em pH 7,1, com sensibilidade de 16,3 x 107 A cm™ umol! L;* sensor
modificado com polipirrol e filme de polifenilenodiamida, potencial
-700 mV (Ag/AgCl) em pH 7,2, com sensibilidade de 3,90 x 107 A
cm? pmol™! L;* outro trabalho descreve um biossensor modificado
com hexacianoferrato de cobre(Il) que apresenta sensibilidade de
1,23 pA cm™ mmol™! L,* entre outros relatados na literatura.
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Figura 4. Estudo comparativo de sensibilidades obtidas frente a resposta
amperométrica do peroxido de hidrogénio em solugoes tampdo fosfato (0,1
mol L") de diversos valores de pH. Medidas obtidas em potencial de -0,50 V

Estudo da influéncia do KCl em solugdo

Realizou-se também estudo da influéncia do KCI na resposta
amperométrica frente a detec¢io do perdxido de hidrogénio. Neste
caso, verificou-se uma queda acentuada na sensibilidade do eletrodo
modificado na presenca de fons cloreto em solu¢@o, quando com-
parado com as mesmas medidas na auséncia desses fons, durante 3
medidas consecutivas (Figura 2S, material suplementar). Uma razio
para esse comportamento deve-se ao deslocamento do equilibrio para
formacdo da espécie dinuclear [LCu(u-Cl),CuL]**, preenchendo o
sitio de coordenagdo do fon metdlico e dificultando a coordenagio do
substrato e sua redu¢do. Desta forma, optamos por usar o eletrélito
sem KCl, pois foi a maneira em que obtivemos as melhores respostas.

Estudo da influéncia da variagdo do volume de membrana Nafion®
e da concentragdo do complexo de cobre(Il) na preparo do
eletrodo modificado

Outro estudo realizado foi o da varia¢do do volume de Nafion®
adicionado a superficie do ECV, de modo a verificar a sua influéncia
na resposta do sensor. As variacdes foram de 150, 200 e 250 uL de
Nafion® 5%. Com 200 pL obtivemos a maior sensibilidade, onde
ocorreram também as menores porcentagens de queda de resposta,
pois quanto maior a espessura do filme mais dificil serd a difusdo
do analito e o transporte de carga, com consequente queda de sen-
sibilidade, uma vez que a quantidade de fons cobre(Il) permaneceu
constante nos 3 casos acima (Figura 5).

Realizamos, também, um estudo sobre a influéncia da concen-
tracdo do complexo de cobre(Il) no filme, variando a massa do com-
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Figura 5. Estudo da influéncia da porcentagem de massa de cobre(Il) na
superficie do ECV modificado frente a detecgdo do peroxido de hidrogénio,
mantendo-se o volume de Nafion® constante (200 uL)

plexo metdlico de 0 a 16 mg, dissolvido em 200 uLL de uma solugdo
de Nafion® 5% e 1 mL de dgua desionizada (Figura 6). As melhores
sensibilidades foram obtidas com 8 mg do complexo (1), que também
foi a quantidade em que se obteve maior estabilidade do filme sobre
a superficie do eletrodo. Diferentemente do que se poderia pensar,
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Figura 6. Estudo da influéncia do volume de Nafion® na superficie do ECV
modificado frente a detec¢do do peroxido de hidrogénio, mantendo-se a
quantidade em massa do complexo de cobre(Il) constante (8 mg)

Quim. Nova

o aumento da quantidade de cobre(Il) ndo necessariamente aumenta
a sensibilidade de resposta, pois aumentando a quantidade de {ons
metdlicos e mantendo a camada de Nafion® constante, ndo h4 fons
sulfonato suficientes para troca com o perclorato do complexo de
cobre(Il) em excesso, resultando na queda de sensibilidade.

Estudo da influéncia do ligante ao redor do ion metdlico

O estudo dos filmes hibridos utilizando diferentes complexos de
cobre(II) mostrou a obten¢do de diferentes valores de sensibilidade,
diretamente influenciada pela estrutura do complexo de cobre(Il)
utilizado e pH do meio para realiza¢do das medidas (Tabela 1). As
maiores respostas sao correspondentes as medidas realizadas com os
complexos (1), (3) e (4). As menores respostas sdo correspondentes
aos complexos (2) e [Cu(H,0),]**. Comparando os resultados obtidos
entre o composto (1) e as espécies macrociclicas (3) e (4) € possivel
notar que, mesmo com uma resposta de sensibilidade mais baixa de
(1) em relacdo as espécies (3) e (4), este sistema possui um menor
desvio padrdo, indicando maior estabilidade entre as medidas, como
observado na Tabela 1.

Uma das possiveis explicagdes da maior sensibilidade para o com-
plexo (1), quando comparado com os complexos (2) e [Cu(H,0),]*
em pH 7,0 (Tabela 1), se deve ao fato do ligante apyhist promover
menor distor¢do tetragonal na geometria do fon metdlico, devido ao
efeito Jahn-Teller, favorecendo a coordenagdo do substrato e trans-
feréncia eletronica. De fato, comparando-se os valores da Tabela 1
e Figura 3S do material suplementar, verifica-se um valor menor
do deslocamento de g, dado por [g,,-(g,+g,,)/2], para 0 complexo
(1) quando comparado as espécies (2) e [Cu(H,0),]**. Além disso,
quando se compara a estrutura entre os dois complexos dinucleares
(1) e (2), verifica-se uma rombicidade menor para o complexo (1)
em relagdo ao (2), obtida pela diferenca entre os pardmetros [g,,-
g,,], uma vez que essa diferenga € a presenga de um grupo —~CH, e
—H ligado ao grupo funcional imina (-C=N-), respectivamente. Este
grupamento —CH, além de promover um menor grau de rombicidade
e distorcao tetragonal ao redor do fon metalico no complexo (1), ainda
pode funcionar como grupo protetor da base de Schiff, dificultando
a degradacdo do ligante durante a reagdo com H,0,. Desta forma,
verifica-se um menor desvio padrdo na resposta para esse complexo,
quando comparada ao composto (2), contendo o 4tomo de —H ligado
ao grupo imina (Esquema 1). De fato, comparando os valores de A, e
A para os fons de cobre(II) nos compostos (1) e (2), verifica-se uma
densidade eletronica maior sobre o fon metélico para o complexo (1)
em relacdo ao (2), concomitantemente menor densidade eletrdnica
sobre os nitrogénios complexados (ver valores de Ay).

As maiores sensibilidades foram obtidas utilizando os com-
plexos tetranucleares (3) e (4) em solucdo de pH 9,0. Este arranjo
geométrico do catalisador sobre a superficie do eletrodo de carbo-

Tabela 1. Correlacdo entre as medidas de sensibilidade e pardmetros de RPE para os complexos de cobre(Il) estudados

Sensiblidade

Parametros de RPE

Compostos de pH (mA cm?

cobre(IT) | Eix e A, A A, A le,~ (gxx+gyy)/ 2] [gxx'gyy]
mol'L) g, % (Cu**/MHz) (Cu**/MHz) (N/MHz) (N/MHz) (x 107) (x 107)
[Cu(H,0),*
Ref. 43 7,0 37,0+ 11 2,06 2,40 500 340,0 0
1) 7,0 360 + 13 2,0660 2,2710 520 35 30 44 202,2 5,5
2,0715
2,0570
(2) 7,0 192 +45 20660 2.2690 515 30 37 45 207,5 9,0
3) 9,0 422 + 50 Material pouco soldvel
@) 9,0 450 = 58 Material pouco solivel

Espectros em metanol/dgua (4:1, v/v)
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no vitreo parece favorecer a redugdo do peréxido de hidrogénio
(Figura 7), aumentando a sensibilidade deste sistema. Além disso,
o desproporcionamento do perdéxido de hidrogénio € favorecido
em meio alcalino. Em solu¢des com pH menor que 8, as espécies
predominantes sdo os respectivos aquo-complexos [LCu(H,0),]*
que sio menos cataliticos frente a detec¢do do H,0O,, uma vez que
o processo redox necessita de dois elétrons para que ocorra e,
nesta estrutura, existe apenas um fon de cobre(Il). Estes estudos
sugerem que o arranjo molecular influencia na resposta do sensor.
Isso pode ser explicado pelo fato da espécie tetranuclear favorecer
o reconhecimento molecular do substrato, além disso, a distancia
entre os fons metélicos € favorecida, permitindo a coordenacio e a
transferéncia de dois elétrons ao H,O, (Figura 7).

@

Figura 7. Estrutura otimizada para o complexo (3) para determinagdo das
distancias entre os ions de cobre(Il) e perdxido de hidrogénio (A). As geo-
metrias foram obtidas utilizando HF/3-21G

O sensor para deteccdo de H,O, proposto neste trabalho apre-
senta alto valor de sensibilidade, da ordem de mA, em comparacao
com os encontrados na literatura, como descrito anteriormente.
Porém, o processo bioldgico de detecgio do peréxido de hidrogénio
pode ser vulnerdvel a interferentes, como paracetamol, 4cido drico
e 4cido ascérbico, substancias que podem ser facilmente encon-
tradas no organismo humano, devido ao fato desses interferentes
possuirem potencial de reducdo muito proximo ao potencial utili-
zado na deteccdo do sensor biomimético apresentado neste trabalho
(E=-0,50 V vs. ECS).

CONCLUSOES

O sensor amperométrico em desenvolvimento mostra-se bastante
promissor na detec¢do de peréxido de hidrogénio, mostrando boa
sensibilidade quando comparado com outros sistemas integrados
utilizando diferentes estruturas supramoleculares descritas na li-
teratura. Os resultados obtidos nos estudos de voltametria ciclica
para o eletrodo modificado com o complexo (1) mostraram picos de
redugdo e oxidag¢do em -0,4 e -0,3V, respectivamente, indicando que
0 sistema possui um comportamento quase reversivel e que a etapa
limitante deste processo ¢ a difusdo do eletrdlito até a superficie
do eletrodo. O estudo das condi¢des 6timas de trabalho indicou os
melhores pardmetros de utilizacdo em pH 7,0 e potencial -0,50 V (vs.
ECS). Uma caracteristica interessante observada foi o fato de haver
uma queda acentuada de resposta quando o sistema € colocado na
presenca de KCl, devido ao preenchimento do sitio de coordenacdo do
fon metélico pelos fons cloreto. Os estudos do volume de membrana
Nafion® indicaram um volume ideal para este sistema de 200 L e a
quantidade de cobre em 8 mg, valores estes que propiciaram valores
de sensibilidade mais altos e estdveis. Os estudos realizados até o
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momento indicam que as espécies tetranucleares de cobre(Il) sdo
melhores eletrocatalisadores do que os compostos mono- e dinucle-
ares de cobre(II). Compostos ciclicos parecem facilitar a interagdo do
substrato com o centro metdlico. Mantendo-se as mesmas propor¢des
entre os fons de cobre(I) e Nafion®, verificou-se que variacdes no
ligante ao redor do fon metalico acarretam mudancas significativas
na sensibilidade destas espécies frente a deteccdo de H,0,.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O material suplementar estd disponivel gratuitamente em http://
quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDE.
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