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Resumo

A busca de sensores eletroquimicos ¢ uma alternativa para o diagnostico rapido e confiavel
de varias doengas, tais como edemas, letargia, mal de Alzheimer, leucemia, diabetes entre outras, que
estdo associadas as alteragoes nos niveis de L-cisteina pelo que ¢ de grande interesse o
desenvolvimento de metodos que permitam uma determinagao rapida e fiavel dos seus niveis em
sistemas biologicos. Os sensores electroquimicos sao uma alternativa para a determinacdao de L-
cisteina.

Neste trabalho, desenvolveram-se electrodos de FTO modificados com nanoparticulas de
ouro e porfirina. Para isto foi sintetizada a porfirina 5,10,15,20-zetrakis-(pentafluotfenil)porfirina de
Manganés (III) através do metodo aplicado por Lindsey, sendo um processo simples ¢ com bom
rendimento, que foi posteriormente derivatizada sintetizando o respectivo complexo de manganeés
(III). A porfirina foi caracterizada por espectroscopia UV-Vis, ressonancia magnetica,
espectrometria de massas e voltametria ciclica.

Desenvolveu-se um método de preparacao dos eletrodos modificados e estudaram-se as suas
propriedades eletrocataliticas em solu¢ao tampao com pH 7,00, a fim de se obter novos sensores
amperometricos na detec¢ao de L-cisteina.

O eletrodo modificado obtido mostrou boa resposta para a oxidagao da L-cisteina em
estudos amperométricos com valores de mérito comparaveis a outros sensores descritos na

literatura.
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Abstract

A search of electrochemical sensors is an alternative to the fast and reliable diagnosis of
various diseases, such as edema, lethargy, Alzheimer's disease, leukemia, diabetes, among others,
which are associated with changes in levels of I-cysteine and it is of great interest to develop
methods that allow rapid and reliable determination of its levels in biological systems.
Electrochemical sensors are an alternative for the determination of I-cysteine.

This work was developed FTO electrodes modified with gold nanoparticles and porphyrin.
For this porphyrin 5,10,15,20-tetrakis (pentafluorophenyl) porphyrin Manganese (III) by the method
used was synthesized by Lindsey, with a simple and good yield, which was subsequently derivatized
process of synthesizing the respective complex manganese (III). The porphyrin was characterized by
UV-Vis spectroscopy, magnetic resonance, mass spectrometry and cyclic voltammetry.

We developed a method for the preparation of modified electrodes have been studied and its
electrochemical properties in buffer solution with pH 7.00 in order to obtain new amperometric
sensors for the detection of I-cysteine.

The modified electrode obtained showed a good response for the oxidation of I-cysteine in

amperometric studies, with values comparable with other sensors described in the literature.

xiii






Capitulo 1

Introdugao

1.1. Propriedades das porfirinas

As porfirinas sio compostos macrociclos bastante presentes na natureza, onde
desempenham uma grande variedade de fungdes biologicas. Estes compostos formam o grupo
prostético de muitas metaloproteinas, como a mioglobina e a hemoglobina (que atuam no transporte
de oxigénio de gas carbonico).

A primeira proposta da estrutura da porfirina foi descrita por Kister em 1912, mas apenas
Fisher, em 1929 realizou com sucesso sua sintese a partir do pirrol.' As porfirinas sio formadas pela
unido de quatro anéis pirrolicos ligados por pontes metilénicas, como mostrado na Figura 1. O
macrociclo porfirinico é um sistema aromatico com 22 electrdes n e 18 electroes aromaticos,

obedecendo a regra de Hiickel e apresentando uma geometria consideravelmente planar.
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Figura 1. Estrutura do pirrol (A) e base estrutural de um anel porfirinico (B)

As porfirinas sao substancias anfotéricas, apresentam dois nitrogénios protonados e dois nao
protonados no anel porfirinico da base livre, conforme observado na Figura 1. Assim, dois
hidrogénios podem ser removidos gerando um dianion, ou adicionados para gerar um dication. As
propriedades acido-base das porfirinas podem ser influénciadas pelos substituintes presentes no
anel. A nomenclatura utilizada para nomear as porfirinas foi estabelecida por Smith e Falk **, na qual
as posicdes do anel potfirinico sao denominadas de a, B, y e 3, por meso ou ainda pela numeragio 5,
10, 15 e 20 de acordo com a mais recente nomenclatura proposta pela IUPAC* A introducio de
substituintes nessas posi¢oes leva a diferentes propriedades fisico-quimicas como estabilidade
fotoquimica, solubilidade, etc.

As porfirinas apresentam colora¢do intensa, apresentando espectros de absor¢ao
caracteristicos. Devido a sua conjugacao ciclica, elas apresentam uma intensa absor¢do de energia
conhecida como Banda Soret ou banda B localizada entre 400 e 420 nm e, na base livre, usualmente
quatro bandas Q de menos absor¢ao na regidao visivel, entre 510 e 660 nm, conforme apresentando
na Figura 2. A intensidade relativa destas bandas sofre alteragdo devido a perturba¢io dos niveis de

energia electronicos devido a presenca de substituintes na periferia da porfirina.
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Figura 2. Espectro UV-Vis tipico da porfirina. 3

As bandas observaveis no espectro de absor¢ao electronica das porfirinas sio devido as
transi¢cées do tipo m—7m*. O modelo mais simples para explicar as propriedades electrénicas das
porfirinas é o dos quatro orbitais de fronteira de Gouterman®’. Onde, supondo-se que a simetria da
portfirina seja D,,, os orbitais ocupados de maior energia, (HOMO, designados por a,, ¢ a,,) se
encontram totalmente preenchidos e o orbital vazio de menor energia (LUMO) possui simetria e,.

Através de calculos das densidades electrénicas sobre os atomos do anel porfirinico
tornaram possiveis uma representagao esquematica da distribuicio da densidade electronica nos
quatro orbitais envolvidos (Figura 3). Os mapas de densidade demonstram a acumulag¢io de
electrbes T sobre os atomos de nitrogénio pirrélicos, o que sugere que a estabilidade da porfirina

esta relacionada a presenca deste atomos posicionados no esqueleto da porfirina.



Figura 3. Esquema dos quatro orbitais de Gouterman

Esta representacao em diagrama indica que as transicoes HOMO-LUMO envolvem o
deslocamento das densidades electronicas centralizadas principalmente sobre os atomos de
nitrogénio electronegativos para as extremidades do anel porfirinico.

As transigoes a;,— €, € a,,— ¢, nas metaloporfirinas resultam em dois estados excitados de
simetria B, com energias proximas. Esta degenerescéncia ¢ consequéncia da equivaléncia dos
dipolos nas direcgdes x e y no plano da molecula'. Gouterman considerou que interaccdes de
configuracao entre estes estados eram de grande importancia para a interpretagao dos espectros
electronicos das porfirinas. Desta forma, as interac¢des de configuracao resultam em bandas de
comprimentos de onda e intensidades diferentes. A interac¢ao construtiva apresenta banda intensa e
com menor comprimento de onda (banda Soret ou B), e a interac¢ao destrutiva apresentam bandas

com fraca intensidade e maior comprimento de onda (bandas Q).
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Figura 4. TransicGes electronicas segundo o modelo dos quatro orbitais de fronteira de Gouterman.

As metaloporfirinas com simetria D, apresentam duas bandas Q, sendo uma delas a
transicao para o estado singleto excitado de menor energia e a segunda ¢ atribuida a transicao do
estado vibracional v, do estado fundamental para o estado vibracional v, do estado excitado. No
caso das porfirinas base-livre, com a diminui¢ao da simetria de Dy, para D,,, os estados E passam a
ser nao degenerados e ocorre o desdobramento dos dipolos de transicio nas direc¢bes x e vy,
consequentemente, surgem duas transicoes, conforme apresentado na Figura 4. A combinagao
vibronica destas duas transicoes resultam nas bandas Q g, Q,o0p Quug € Qo €m ordem
decrescente de energia e intensidade, explicando o aparecimento das quatro bandas Q observadas
nas porfirinas base-livre.

Uma outra caracteristica interessante destes compostos ¢ a facil reac¢do de protonagao dos
nitrogénios pirrolicos por adi¢ao de vapor de HCl e a coordenagdo de fons ao anel simultaneamente
com a perda dos dois protdes internos '"'*. Os fons H" competem com os fons metalicos pelos sitios
de coordenagio, podendo ser removidos quando tratados com bases fortes, estas reac¢oes podem
ser facilmente acompanhadas através da variagio do espectro UV-Vis, conforme apresentado na

Figura 5.



0.8 :
g
] L
R |
0.6 P Il |
i
g b |
S 044 . I. || [ pmtonada
Ly || ------- desprotonada
: |
< (. { |I
| .. J —
004 \_____.. S .~
350 400 450 500 550 600 630 700
Comprimento de onda (nim)

Figura 5. Espectro de absor¢do de uma porfirina em estado de protonacdo (linha cheia) e desprotonada

(linha pontilhada).

1.1.1. Sintese da porfirina

As porfirinas podem ser obtidas de duas maneiras, pela modificagio de uma porfirina natural
(como o grupo heme presente na hemoglobina) ou pela sintese total. A modificagdo de porfirinas
naturais possul limitagdes na escolha dos substituintes devido a dificuldade em alguns grupos
sofrerem modificagoes, sendo assim, a sintese total supera tais limitacoes.

Em 1929, Fisher foi o primeiro a sintetizar porfirinas com sucesso a partir do pirrol *, a
partir disso, houveram varias tentativas de aperfeicoar o processo de sintese. Estas metodologias
possuem o mesmo principio basico, onde uma reac¢ao de condensagio entre aldeidos e pirrdis ou
dipirrilmetanos em condi¢Oes acidas, seguidas da oxidag¢ao do porfirinogénio resultando a porfirina
correspondente.

A primeira sintese de uma porfirina meso substituida ocorreu em 1935, quando Rothemund
conseguiu sintetizar a meso-tetrafenilporfirina através da condensa¢io do benzaldeido com o pirrol,
tendo piridina como solvente num recipiente pressutizado a 150 °C por 24 horas.'* Mais tarde, em
1941, Rothemund e Menotti condensaram os mesmos reagentes (pirrol e benzaldeido) em solucao
de piridina sob ambiente pressurizado a 220°C, tendo como produto a meso-tetrafenilporfirina. Esta
mesma reaccao foi realizada sob refluxo de metanol a pressao atmosférica, obtendo como produto a

tetrafenilporfirina e sua respectiva clorina (Figura 6), com rendimento inferior a 3%.">"
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Figura 6. Sintese da tetrafenilporfirina realizada por Rothemund

Um maior avango na sintese da porfirina ocorreu com o trabalho de Adler e Longo, em
1964. O processo da sintese consistia na reac¢io de benzaldeido com pirrol recém destilado, na
propor¢ao de 1:1, em refluxo de acido propidnico, a 141 °C, por 30 minutos ao ar. Apos o refluxo, a
solugao era enfriada e lavada com metanol. Depois lavada com agua quente, e filtrada sob pressio
reduzida para retirar o restante de acido obtendo-se a porfirina na forma de cristais de cor purpura
com rendimento de 20%. Maiores rendimentos, 30-40%, foram obtidos ao utilizar acido acético,
porem, o produto nao sofria cristalizagao no final da reacgao devido ao elevado valor de pK, do
acido acético, tornando o processo de isolamento e purificacio mais diffcil. ™"

Estas condi¢oes permitiram utilizar mais aldeidos substituidos que poderiam ser convertidos
nas suas porfirinas correspondentes. Mas ainda assim, este método era limitado por conduzir a uma
serie de problemas com a formagao de varios subprodutos, dificultando a purificagao da porfirina ja
que, assim como a sintese de Rothemund, a porfirina sintetizada era contaminada com a clorina
correspondente.”

Desta forma, surgiram muitos estudos na modificagao destes métodos, com o intuito de
diminuir a quantidade de subprodutos, facilitar a purificagdo e aumentar o rendimento. Dentre os
estudos que se destacam, esta a sintese proposta por Lindsey em 1987 ', que foi a utilizada como
rota de sintese no presente trabalho de mestrado.

Este método consiste na reac¢ao do pirrol e do aldeido em diclorometano anidro sob
atmosfera inerte, na presen¢a de um catalisador acido, para formar o porfirinogénio. Numa segunda
etapa, utiliza-se um oxidante, geralmente o p-cloroanil (tetracloro-1,2-benzoquinona) ou DDQ (2,3-
dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona), para oxidar o porfirinogénio a porfirina (Figura 7), podendo

chegar a um rendimento de 50% e sem grandes dificuldades de purifica¢io.
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Figura 7. Sintese de porfirinas segundo a metodologia de Lindsey.

1.2. Nanoparticulas de ouro

O ouro é um metal que sempre foi considerado especial. Apresenta maleabilidade e pouca
reactividade, o que o tornou atractivo desde os tempos pré-histéricos. A utilizagao deste metal em
jolas e em outros materiais ornamentais transformou-o em objecto de desejo e exploragao
intercontinental, e com o tempo este metal foi ganhando mais atengdo ao aparecerem as variagoes
em sua cof.

Ha indicios de utiliza¢do de nanoparticulas de ouro no Império Romano, por volta do século
4 a.C.. Trata-se da taca de Licurgo (Figura 8) que era feita de vidro e impregnada com
nanoparticulas de ouro. A taca de Licurgo tornave-se verde quando reflectia a luz do sol e vermelha
quando transmitia a luz a partir de um foco de luz situado dentro do vidro. Isto ocorre devido a
composi¢ao do seu vidro, que contia cerca de 330 ppm de prata e 40 ppm de ouro, ambos no estado

coloidal.”



Figura 8. Taga de Licurgo, sob a luz do sol (A) e com foco de luz interna (B)

O ouro coloidal, além de ser utilizado como corante, era utilizado para fins medicinais pelos
alquimistas e era considerado capaz de curar qualquer doenca, segundo Paracelsus, era capaz de
tornar o corpo “indestrutivel”.

Os métodos de preparagao do ouro coloidal eram bastante conhecidos pelos alquimistas,
porem somente em 1857 surgiu o primeiro método relatado, por Michael Faraday, onde ele reduziu
um sal de Au(IIl) em solugao de dissulfeto de carbono, com fosforo branco utilizado como agente
redutor, gerando uma suspensio estavel de ouro coloidal.”»* A partir dai, foram relatados intimeros
outros métodos de preparagao de nanoparticulas (ou ouro coloidal).

Um método a ser destacado, e que foi utilizado no presente trabalho, é o publicado por
Turkevich em 1951. * As nanoparticulas sio obtidas a partir de uma solucdo aquosa de AuCl,
reduzida com uma solu¢iao de citrato de sodio, que atua como agente redutor e estabilizante. O
método de Turkevich é um dos mais utilizados por ser um método simples, haver a possibilidade de
obter particulas de varios tamanhos (10 a 100 nm) e as particulas sintetizadas serem facilmente
modificadas. O estabilizante da superficie das nanoparticulas, citrato, ¢ muito labil e pode ser
facilmente trocado por moléculas mais co-ordenantes como tidis, aminas e piridinas entre outros.

As nanoparticulas de ouro podem ser versateis “blocos de construg¢ao” para obtencdo de
nanomateriais hibridos funcionais devido a versatilidade de funcionalizagio com moléculas com
propriedades especificas, seguida de seu arranjo bi- ou tridimensional sobre um substrato. Avangos
significativos tém sido alcangados nos ultimos anos no design de nanomateriais similares com novas
propriedades opticas, eléctricas e magnéticas. Esses novos materiais apresentam aplicagdes na area

. L, . 1. s 25-31
biolégica, em catalise e electronica, entre outras.



1.3. Cisteina

A cistefna é um a-aminoacido que contem em sua composi¢ao um grupo tiol, Figura 9; ¢é
considerada um dos aminoacidos mais importantes estando presente na composi¢ao do sitio activo
de muitas enzimas, protefnas e peptideos.’”” A molécula de cistefna desempenha um importante papel
nos sistemas biologicos, actuando em diversas fungdes celulares, como no metabolismo,
desintoxicagio e comunicacio entre as células do sistema imunolégico.”* A ingestdo inadequada de
cisteina pode causar diversos problemas clinicos, como por exemplo, perda de massa muscular e de
gordura, doengas como o mau de Parkinson e de Alzheimer, leucemia, diabetes, lesdes na pele,
danos ao figado, despigmentagao do cabelo, edemas, e em criangas o crescimento lento.”” Sendo
assim, a cisteina é empregada em diversos farmacos e suplementos alimentares. Devido a isso, a
determinagdo sensivel deste composto possui grande importancia para finalidades clinicas e

comerciais.

HS OH
NH,

Figura 9. Estrutura da I -cisteina

Muitos métodos tém sido utilizados para a determinagio da cisteina, ** como os métodos

2 39,40
espectrofotébmetros”

, cromatograficos'* e electroquimicos™ ™. Através da cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC) é possivel obter uma determinacao selectiva e sensivel da cisteina no
interior de células de fibras musculares multinucleadas, porém, esta metodologia apresenta algumas
desvantagens tal como, elevado tempo de analise devido as etapas de pré-tratamento das amostras e
-y L. 47
um alto custo, pois ¢ necessario um grande volume de reagentes de elevado grau de pureza.
Em contrapartida, os métodos electroquimicos sio destacados pela sua simplicidade, alta

sensibilidade, estabilidade e baixo custo de instrumentacao.*
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1.4. Sensores quimicos

O desenvolvimento de sensores quimicos e fisicos é uma das praticas mais importantes em
quimica, hoje em dia, requisitada pela importancia para o monitorizacio do meio ambiente e o bem-
estar da sociedade através da sua capacidade na identificacao de ides ou moléculas (como NO,, SO;
’, horménios, etc.), poluentes gasosos (CO, O, SO,, etc.) ou mesmo radiagdoes de alta energia
prejudiciais a saude (nuclear ou ultravioleta). Na Figura 10 encontram-se alguns exemplos de

sensores quimicos.

Figura 10. Exemplos de sensores quimicos e fisicos: (A) detector de CO, (B)
glicosimetro e (C) sensor de radiagdo ultravioleta.

Podem ser considerados sensor quimico qualquer equipamento ou sistema capaz de
responder a presenga de espécies quimicas. Esta resposta pode ser colorimétrica (como a degradagao
de corante), electroquimica (através de um filme electroquimicamente activo) ou mesmo indirecta
(utilizando um reagente ou outras espécies capazes de identificar caracteristicas do analito de
interesse para a detec¢ao por um equipamento).

Nesta dissertacao sera aplicada a técnica electroquimica, através de analises de voltametria

ciclica e amperometria.
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1.5. Justificativa e Objetivos

A aplicagao de sensores electroquimicos tem sido uma alternativa para o diagnostico rapido e
confiavel de virias doencas, evitando métodos de ensaio antigeno ou de métodos de separagio.”
Muitas doengas estdo associadas a [-cisteina, tais como edemas, letargia, mal de Alzheimer,
leucemia, diabetes entre outras.”’ Perante isto, a busca de sensores (calorimétricos, HPLC e
electroquimicos) tem uma grande importancia.

As porfirinas de manganés tém sido muito utilizadas em reac¢bes de oxidagao inspiradas na
fun¢io natural do citocromo P450, que contém um grupo protético de ferro heme, porém, estas
porfirinas possuem uma menor tendéncia em formar agregados, tornando um catalisador mais
controlado do que as porfirinas de ferro.”

A associagao entre o electrocatalisador e uma plataforma condutora, tal como nanotubos de
carbono’, grafeno™ ou nanoparticulas metalicas™ ¢ importante para melhorar o desempenho dos
dispositivos electroquimicos. Para esta finalidade, as nanoparticulas de ouro sdao interessantes, por
muitas razoes: eles podem ser montados sobre uma superficie do eléctrodo para aumentar a area
efectiva e, devido a morfologia esférica, o espago intersticial permite a transferéncia de massa
eficiente.” Sua natureza metalica proporciona uma via condutora para o transporte de carga e a
superficie pode ser funcionalizada por moléculas fluorescentes™ ou de compostos de metal usando
estratégias convencionais em quimica de coordenagio.” ™
Este presente trabalho teve como objectivo obter um sensor electroquimico através da

modificagao do FTO com as nanoparticulas de ouro e a 5,10,15,20-zetrakis-(pentafluorfenil)porfirina

de manganés (III), MnTPFPP, para a determinacao de cisteina.
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Capitulo 2

Resultados e Discussao

2.1 Sintese da Mn'TPFPP

Como indicado em Seccao 4.2, a sintese da 5,10,15,20-tetrakis(pentafluorofenilporfirina) foi
feita pelo método de Lindsay, que envolveu a reacgio pela reaccio entre pirrol e
pentafluorobenzaldeido em diclorometano sob refluxo em atmosfera inerte. A seguir, foi adicionado
(i) BF,.Et,O; (1)) DDQ. Ap6s a recristalizacao, o rendimento obtido foi de 19,4%. A insercao do
Mn(III) na porfirina foi feita utilizando o método de Kadish desenvolvido pelo grupo de pesquisa
do Laboratorio de Quimica de Coordenagao da UNICAMP. A estrutura de ambas as porfirinas
estao demonstradas na Figura 11 a seguir.
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Figura 11. (A) estrutura da H2TPFPP e (B) estrutura da MnTPFPP

Para a acompanhar a sintese da porfirina, foram obtidos os espectros electronicos para a
porfirina com a base livre e ap6s a insercao do Mn(I1I), conforme apresentado na Figura 12 abaixo.

1,0 MnTPFPP
—— H2TPFPP
0,8 4
m 1 \
2 i
$ 0,6 - i
.© / |
< . I
g |
S 04 [
0 |
Q 1 |
< /‘ ‘ N
\ \
0,2 \/ \ \
__| /
Nl N %
0,0 1— T

T T
500 600 700
Comprimento de onda (nm)
Figura 12. Espectro electréonico para a HYTPFPP (vermelho) e Mo TPFPP (preto).
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No espectro obtido, pode-se observar com as marcagoes realizadas, que em comparac¢ao
com os dados publicados por Spellane’, obteve-se 0 mesmo composto. As linhas pontilhadas estio
referenciadas os comprimentos de onda para a H,TPFPP, onde se podem observar os maximos de

absor¢ao apresentados na tabela abaixo:

Tabela 1. Bandas de absorcido para a HyTPFPP. Entre parenteses os valores de absor¢do molar em 103 M-lem1.9

L N B(Sore)  Qy(L0) Qv(0,0) Qx(L0)  Qx(0,0)

Comprimento de
262 309 410 (264) 505 (18,5) 535(2,2) 582(5,9) 635 (0,92)
onda (nm)

Comparando com o espectro obtido, pode-se considerar que se obteve a mesma porfirina.
Para a MnTPFPP, segundo o trabalho publicado por Mohajer *, o pico de absorcio para a banda
Soret, caracteristica para as porfirinas, desloca-se para 474 nm, o que pode ser observado na Figura
12 com a linha cinza sobre o pico, confirmando também a obtengao desta porfirina.

Para confirmar a estrutura, foram obtidos também os espectros de ressonancia magnética
nuclear, RMN, de 'H e “F para a porfirina com base livre, ¢ o espectro de massas (EM) para ambas
porfirinas.

No espectro de RMN de 'H, Apéndice 1, apareceram dois sinais em forma de singleto
caracteristicos de uma estrutura simétrica. Um dos sinais é observado a & 9,92 ppm, sendo um
desvio quimico caracteristico da ressonancia dos 8 protdes B-pirrolicos. Estes protdes se encontram
desprotegidos devido a corrente do anel. O segundo sinal em forma de singleto é observado a & -
2,92 ppm, este ¢ gerado pela ressonancia dos dois protoes, os protdes NH. Estes estdo mais
protegidos que os protoes “externos” do anel, este facto se deve a forte blindagem electrénica que
gira em torno do anel. Pode-se confirmar entdo que ocorre o efeito anisotrépico, onde a mesma
corrente electronica desprotege os protoes exteriores do macrociclo e protege os protdes no interior
do macrociclo, que é comumente observado nas potfirinas. No espectro de RMN de “F, Apéndice
2, aparecem trés sinais, um em forma de tripleto a & -151,24 ppm que ¢ atribuido a ressonancia dos
quatro atomos de fldor na posigdo para. A multiplicidade é devido ao acoplamento com os dois
atomos de fldor na posicao meso. Outros sinais em forma de duplo dupleto e multipleto siao
observados a 6 -130,54 e a 8 -161,36 ppm respectivamente, estes correspondem a ressonancia dos

atomos de fluor nas posigoes o770 e meta respectivamente. A estrutura do composto é confirmada por
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EM, apresentando um pico com a razio »/g de 975,3, correspondente ao iio molecular [M+H]",
sendo o valor da massa previsto de 976,56 g.mol .

A MnTPFPP foi caracterizado por EM, devido a molécula ser paramagnética, o que nao
permite obter o correspondente espectro de RMN. O tesultado obtido foi na razio »/z de 1068,3
correspondente ao ido molecular [M+CH3CN]’, o valor calculado para a MnTPFPP é de 1058,31
g.mol”, o que pode confirmar a obtencdo do composto.

A escolha do centro metalico da porfirina foi a capacidade deste metal ligar-se axialmente a
um ligante que permita por sua vez a coordenacdo a nanoparticula de ouro na superficie do
eléctrodo. O ligante utilizado foi a 4-mercaptopiridina, que possui em posi¢oes opostas um atomo
de nitrogénio com um par de electrées nao partilhado que permite a coordenagao ao manganeés(I1I)
no centro do macrociclo tetrapirrélico e na outra extremidade o grupo tiol, que se coordena

facilmente ao ouro, conforme apresentado na Figura 13 abaixo.

N\ / SH

Figura 13. Estrutura da 4-mercaptopiridina.

A fim de comprovar a efectiva coordenacao através de ligacdo axial da mercaptopiridina ao
centro metalico da porfirina que requer a desloca¢io do contraido acetato, foi realizado o estudo
cinético com o auxilio da espectroscopia UV-Vis. Neste experimento foram colocados em uma
cubeta de quartzo 90 u(parece-me um u en lugar do sinal de micro)LL da solu¢ao de MnTPFPP (0,5
mM em diclorometano) e 50 ul. de uma solugao de 4-MPy (1,15 mM em diclorometano) e esta

mistura foi diluida em 3 mL de diclorometano, obtendo uma propor¢ao equimolar.
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Figura 14. Espectro electrénico do estudo cinético da reacgao da MnTPEFPP com 4-MPy, sendo o espectro pontilhado
para a 4-MPy e o espectro preto em destaque a MnTPFPP. Em destaque a variagdo da absorbancia das bandas em »s

tempo para as bandas em 276 nm (preto), 367 nm (azul) e 474 nm (vermelho)

No espectro obtido, Figura 14, é possivel observar que houve o aumento na absorbancia
nos comprimento de onda da banda 276 nm, e a banda em 367 nm teve um aumento consideravel
ao adicionar a 4-MPy e no decorrer da reaccdo ela diminuiu, essas alteracdes nas absorbancias
podem sugerir a ocorréncia da ligagdo axial, porém sera necessario efectuar o calculo computacional
e espectroscopia Raman. Através do espectro obtido, pode se sugerir que tenha ocorrido
sobreposicao das bandas da 4-MPy e da MnTPFPP, tomando como base a espectativa de que
houvesse o deslocamento da banda Soret, em 424 nm, que teve o aumento da absorbancia no inicio
da reaccao, porém se manteve estavel no decorrer do tempo. Contudo, na modificagao do eléctrodo
de FTO, conforme descrito na sec¢ao 2.3, observa-se um desvio da banda Soret da metaloporfirina
quando se coloca em contacto com a 4-MPy o que sugere a ocorréncia da liga¢ao axial com o

atomo de manganeés.
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2.2. Sintese da AuNP

Como indicado na secgdo 4.3, a sintese das nanoparticulas de ouro seguiram o método
proposto por Turkevich, onde o citrato de sédio foi adicionado a uma solu¢ao aquosa em ebuli¢ao
de HAuCl, sob vigorosa agitagao, sendo acompanhada por espectroscopia UV-Vis e obtendo o

espectro demonstrado na Figura 15 abaixo.

0,075

0,050 521nm

0,025

Absorbance (AU)

0,000 +

T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Wavelength (nm)

Figura 15. Espectro electrénico da AuNP.

Foi observada a presenca da banda plasmonica, caracteristica nas nanoparticulas de ouro

)

. . 6( . ,
descritas na literatura”, onde apresenta comprimento de onda ao redor de 520 nm, além de um

perfil de espalhamento caracteristico de sistemas com tamanhos menores que o comprimento da luz
. . 61 , . . R

incidente, onde segundo Toma”, o tamanho das nanoparticulas de ouro influencia na posi¢ao da
banda plasmon, sendo que, quanto menor a nanoparticulas, menor serd o comprimento de onda

observado, podendo considerar que as nanoparticulas sintetizadas tem um tamanho entre 3 a 30

62
nm.’
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2.3. Modificagao dos eléctrodos

Os eléctrodos foram modificados conforme o procedimento descrito na sec¢ao 4.4, sendo
todos os eléctrodos previamente limpos em solu¢do piranha, e activados com MPA. Em cada
experiéncia preparou-se um conjunto de quatro eléctrodos, um primeiro eléctrodo foi reservado sem
modifica¢ao, o segundo foi modificado apenas com o gotejamento das AuNPs, o terceiro eléctrodo
foi modificado somente gotejando a MnTPFPP e o quarto e ultimo eléctrodo foi modificado
gotejando as AuNPs, em seguida a 4-MPy (solugdo descrita na modificagao do Eléctrodo 4 da
secgao 4.4) e por fim, a MnTPFPP, secando sob fluxo de ar quente e lavando para retirar o excesso
de composto em cada etapa de modificagao.

Para observar a modificacio dos eléctrodos com o sistema hibrido AuNP/MnTPFPP, foram
obtidos os espectros electrénicos dos eléctrodos.

Sabe-se que os espectros de absorc¢do ultravioleta-visivel (UV-Vis) de metaloporfirinas de
Mn(I1II) sao caracterizados por uma banda bem definida e intensa na regido de 450-500 nm (banda
Soret) e duas outras bandas na regido de 500 nm, chamadas bandas Q, cuja posi¢ao é sensivel a
coordenagao axial. A MnTPFPP em solu¢io de diclorometano, apresentam a primeira banda
caracteristica em 474 nm e a dltima em 572 nm, ao passo que, no eléctrodo modificado com a
MnTPFPP a Soret é alargada, tem deslocado ao azul para 446 nm e as bandas QQ fundiram-se em
566 nm (Figura 16), indicando, assim, a existéncia de interac¢Oes electronicas entre AuNP e
MnTPFPP, o que estd de acordo com os resultados de Fratoddi et al.  Além disso, o deslocamento
das bandas Q sugerem coordenagio axial” do manganés com os grupos piridil da superficie de ouro
4MPy-funcionalizado.
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Figura 16. Espectro de absor¢io UV-Vis da Mn'TPFPP em solugao de CH»Cl, (linha
tracejada) e do eléctrodo modificado com AuNP/MnTPFPP (linha cheia). Em destaque, a
banda-Q presente na regido entre 500 e 600 nm.

2.4. Estudos electroquimicos

Foram realizados estudos de voltametria ciclica para observar o comportamento redox da
metaloporfirina e para estudar o comportamento dos eléctrodos modificados na deteccao de L-

cisteina. Em seguida, foi obtido a curva amperimétrica de eléctrodo de FTO modificado com

AuNP/MnTPFPP.

2.4.1. Estudos electroquimicos da MnTPFPP

O primeiro passo do desenvolvimento dos estudos electroquimicos foi a caracterizagao do
comportamento da MnTPFPP em solugao utilizando um electrodo de refencia de ECS?. Os

voltamogramas obtidos por voltametria ciclica da MnTPFPP em solu¢io de acetonitrilo sdo
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mostrados na Figura 17. Baseado nos voltamogramas é possivel atribuir a onda de E"= 0,2 V
»sBECS para a reducdo do teor de manganés (III) ao manganés (II). " Além disso, o par redox
atribuido a oxidagio do metal é encontrado em E”"= 0,38 V vs ECS (ndo é ECS?). o que pode ser
confirmado por analise do voltamograma ciclico de varredura catédica. Quando a analise é realizada
entre 0 e 1,5 V vs ECS, o par redox nao é observado, de modo que a onda pode ser atribuida a

reducdao de manganés.

—-—-050mVs’
—— 100 mVs”

T ) T T T T T T T
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5

Potential (V vs SCE)

Figura 17. Voltamograma ciclico da MnTPFPP em MeCN 0,1M de TBAPFg, com velocidade de
varredura de 50, 100 e 200 mV.s!

Na Figura 17, pode-se observar um par redox quasi-reversivel com E” em -1,07 V vs SCE
(AE = 120 mV) atribuido a reducdo da porfirina. Um deslocamento do potencial de redugio ¢é
observado em comparagio com MnTPP (CH,COO), Figura 18, em que a primeira redugio de
porfirina é observada a -1,28 V vs SCE ®. Esta mudanca pode ser explicada pelo efeito de
substitui¢ao os atomos de fldor presentes por hidrogénio, por conseguinte, o potencial observado

tem um desvio anédico. Nao se observa o mesmo comportamento na redugao do de manganés

a1).”
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Figura 18. Estrutura da MnTPP(CH3;COO)

2.4.2. Estudo electroquimico dos eléctrodos modificados

Foram realizados estudos de oxidagao de cisteina em solugao aquosa com pH 5,00, 6,00 e
7,00, porém apenas no pH 7,00 se obteve o melhor resultado, sendo que os demais voltamogramas

apresentaram valores de corrente muito inferior, como demonstrado na Figura 19.
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Figura 19. Voltamogramas ciclicos para o electrodo de FTO limpo em solu¢Ges tampao com pH 5,00, pH 6, 00 e pH
7,00 com velocidade de varredura de 50 mV.s!, sem adicio de cisteina (linha me preto) e com sucessivas adi¢des de 100
ul a partir de uma solugido estoque de 4,98 mM.

Tendo escolhido o valor do pH para as medidas, foram obtidos os voltamogramas para os
eléctrodos sem modificacdo e com modifica¢do, comparando a cada camada acrescentada ao FTO
para a detecgdo de cisteina. A cisteina foi adicionada a partir de uma solucao estoque de 4,98 mM,
em sucessivas adi¢oes de 100 pL. a cada voltamograma obtido.

A Figura 20 compara voltamogramas de eléctrodo de FTO limpo, e modificado com
AuNP, MnTPFPP e pelo sistema hibrido AuNP/MnTPFPP. Os voltamogramas apresentados

foram registrados ap6s 30 ciclos de estabilizagao.
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos em pH 7,00, com velocidade de varredura de 50 mV.s™! sem a adi¢éo de cisteina
(linha em preto) e com a adigao sucessiva de 100 pL da solugio estoque com 4,98 mmol.L-! de cisteina para os
eléctrodos de FTO sem modificacio, e modificados com AuNP, com MnTPFPP e com AuNP/MnTPFPP.

Sio observados o aumento da corrente capacitiva em todos os eléctrodos, mas apenas nos

eléctrodos modificados com AuNP e no sistema hibrido AuNP/MnTPFPP, é possivel encontrar

um aumento de corrente. Essa corrente ¢ devida a variagio da concentragio de cisteina, o que
demonstra o uso potencial de AuNP/MnTPFPP como sensor. No eléctrodo de FTO com AuNP o

sinal observado é provavelmente devido a uma reac¢ao entre o ouro € o grupo tiol presente na

cisteina. No sistema hibrido o valor do sinal ¢ aumentado pela transferéncia electronica mais eficaz

entre a superficie modificada e a superficie do eléctrodo, esta comparag¢ao pode observar na Figura

21 onde ¢ possivel encontrar a corrente maxima no potencial de 0,75 V, em diferentes eléctrodos.
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Figura 21. Curva analitica de [cys] vs corrente, com velocidade de varredura de 50 mV.s1. (W)
Eléctrodo de FTO limpo e modificado com (V) AuNP, () MaTPFPP ¢ (A) AuNP/MnTPFPP

2.4.3. Caracterizagao analitica

A partir dos resultados obtidos nos estudos de voltametria ciclica, confirmou-se que os
eléctrodos FTO/AuNP/MnTPFPP podetia ser usado no estudo da oxidagio electrocatalitica da I-
cisteina. Além disso, o pico de corrente anddica mostrou um maximo a 0,75 V vs NHE, indicando
que este potencial deve ser aplicado numa experiéncia amperométrica de modo a proporcionar o
maximo de sensibilidade do método. A resposta cronoamperométrica do eléctrodo é mostrado na

Figura 22 a seguir.
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Figura 22. Resposta cronoamperométrica observada apos sucessivas adi¢des de cys 4,98 mmol.I! de solucdo
estoque em tampao BRB 0,1 M em pH 7,00 pata o eléctrodo de FTO modificado com AuNP/MnTPFPP.
Potencial aplicado de 75 mV vs Ag/AgCl

A partir da curva de resposta cronoamperométrica, foi obtido a curva de calibragao, Figura
23, com as correntes maximas obtidas a cada adicao de 4,98 mM de cisteina; através desta curva foi

possivel obter os parametros analiticos necessarios para estudar a eficiéncia do eléctrodo utilizado.
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Figura 23. Curva de calibracio

Foi observado que o aumento de corrente pode ser considerado linear no intervalo de
concentragio de 122 a 33,6 mmol L, acima deste valor ¢ suposto que haja uma saturacio de
cisteina na superficie do eléctrodo, podendo ocasionar na falta de linearidade, que pode ser descrita

de acordo com a seguinte equagao:

Ai= 8.81 x 107 + 0.027 [cys](umolL.")

O coeficiente de correlagao obtida foi 0,990, R-sguare, ¢ a sensibilidade foi calculada como
0,027 pA.L.umol .

O valor do limite de detecgao (LOD) ¢ calculado através da equagao

3 xSD
LOD = ———
inclinagao
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Onde, SD ¢ o desvio padrao do ponto de interceptacao da recta (standard error), o qual foi
2,169.10°°

como a sensibilidade do eléctrodo, cujo valor foi de 0,027 wA.L.umol". Substituindo por esses

e a inclinagao ¢é o valor descrito como s/pe na figura e também pode ser considerada

bl

valores, temos:

LoD — 3% (2,17.1079)
N 0,027

=2,4.10"° ymol. L1

O limite de quantificagao obtida (LOQ) ¢ calculado através da seguinte equagao:

10 X SD
LQD = ———
inclinagao

Onde, apos substituir os valores, temos:

L00 = 10 x (2,17.107%)
Q= 0,027

= 8,04.10"%umol. L™

Para efeito de comparagdo, foi construida a Tabela 2 comparando outros trabalhos
presentes na literatura com este presente trabalho para a detecgao de cistefna. Pode se verificar que a
sensibilidade e o LOD obtidos sdao comparaveis aos demais eléctrodos demonstrados, por outro

lado, quando se compara com um LOD melhor se observa no presente trabalho.
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Capitulo 3

Conclusoes

O trabalho apresentado dessa dissertagao descreve a sintese e caracteriza¢ao da 5,10,15,20-
tetrakis-(pentafluorfenil)porfirina de manganés, MnTPFPP, através do método proposto por Lindsey
para a sintese e a inser¢ao do Manganés pelo método proposto por Kadish, realizado em parceria
com o grupo de pesquisa do Laboratorio de Quimica de Coordenacao, LQI, da Universidade de
Campinas, e caracterizada por espectroscopia UV-Vis, ressonancia magnética, espectrometria de
massas e voltametria ciclica. Descreve-se ainda a sintese de nanoparticulas de ouro pelo método de
Turkevich e sua caracterizagdao por espectroscopia UV-Vis.

As nanoparticulas de ouro e o complexo de manganés da porfirina sintetizada foram ligados
entre si através da utilizacao de 4-mercaptopiridina como ligando axial e imobilizados em eléctrodos
de FTO realizando sua caracterizagdo por espectroscopia UV-Vis e estudando suas propriedades
electroanaliticas.

Os filmes estudados mostraram-se electricamente activos para o estudo da oxida¢ao de L-
cisteina, apresentando processo electrocatalitico em 0,75 V, com sensibilidade na faixa dos pM ate
mM. A intensidade de corrente do pico de oxidagido é consideravelmente linear a medida que se
aumenta a concentracao do analito, sendo a resposta da corrente proporcional a concentracio do
analito. Os melhores resultados foram encontrados para o sistema hibrido AuNP/MnTPFPP. Este
foi utilizado para a determina¢ao analitica de I-cisteina, que mostra uma resposta linear na faixa de
12,2 a 33,6 mmolLL", com LOD e LOQ igual a 2,40 e 8,15 mmol.L", respectivamente. Estes
resultados demonstram a eficiéncia do sistema montado para o analito. O eléctrodo de FTO fornece

um dispositivo barato e facil fabricacdo para a deteccao electroquimica de I-cisteina.
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Capitulo 4

Experimental

4.1 Material e métodos

4.1.1. Reagentes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico e sem purificacao preliminar, com a excep¢ao
do pirrol e diclorometano (CH,Cl,)) utilizado na sintese da porfirina que foram destilados
previamente sua utilizagao.

As solugdes aquosas foram preparadas em purificada agua Milli-QQ (Millipore Corp.).

Os eléctrodos de vidro revestidos com oxido de estanho dopado com fluor (FTO), 2,3,4,5,6-
pentafluorobenzaldeido, pirrol, HAuCl,.H,O, I-cisteina, acido 3-mercaptopropionico (MPA), 4-
mercaptopiridina (4MPy), o DDQ (2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona), BF,.Et,0O e TBAPF,
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(tetrabutilamonio hexafluorofosfato) foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). O citrato
de s6dio (Na,CH;0,) e diclorometano foram adquiridos da Synth (Sdo Paulo, Brasil).

4.1.2. Procedimentos e equipamentos

Os estudos de espectroscopia em UV-Vis foram efetuados em um espectrofotometro de
matriz de diodos Hewlett-Packard HP8453 equipado com Peltier HP89090A, utilizando cubeta de
quartzo de lcm?

As analises estruturais por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, RMN, de 1H e
PF foram realizadas num espectrémetro Bruker 250 MHz Avance da central analitica do 1Q-
UNICAMP. A analise de espectromettia de massas foi realizada no ESI-MS CG/MS Saturn 2100D
da Varian, também da central analitica do IQ-UNICAMP.

Os voltamogramas ciclicos e medidas de cronoamperometria foram obtidos utilizando-se um
potencidstato/galvanostato da Autolab, modelo PGSTAT 20 (Eco Chemie, Holanda) ligado a um
computador controlado pelo software GPES. A cela electroquimica utilizada foi a tradicional, de trés
eléctrodos: eléctrodo de trabalho (de platina para a obten¢ao do voltamograma da MnTPFPP, e de
FTO modificado para as analises de deteccao de cisteina), eléctrodo de referencia (de calomelano
saturado para a obtenc¢do do voltamograma da Mo TPFPP e Ag/AgCl para as analises de deteccio de
cisteina) e eléctrodo auxiliar (fio de platina helicoidal).

O do voltamograma da MnTPFPP foi obtido em solugao de acetonitrilo, utilizando TBAPF
como electrélito de suporte. Para os estudos eletrocataliticos dos filmes de MnTPFPP e AuNPs
montados sobre FTO foram realizados utilizado solugao tampao Britton-Robson, preparado

conforme descrito na secgao a seguir, 4.1.2.1.

4.1.2.1. Solugao tampao

As solugoes tampao Britton-Robson (BRB) utilizadas foram preparadas conforme descrito
onde foi preparada uma mistura de 0,04 M de H;BO;, 0,04 M de H,PO, e 0,04 M de

CH,COOH, como solugao base e o pH concertado titulando esta solugdo com uma solugao

. 71
na literatura

b
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saturada de NaOH ate o pH esperado. Para este trabalho foram obtidos solugbes BRB com pH
5,00, 6,00 e 7,00. A cada solugao foi adicionado KCl ate a concentra¢ao de 0,1 M para atuar como

electrolito de suporte.

4.2. Sintese da MnTPFPP

A sintese da porfirina com a base livre, H,TPFPP foi realizada em colabora¢io com o grupo
do Laboratério de Quimica de Coordenacao (LQC) do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual de Campinas, o processo de metalagao foi feito inteiramente pelo grupo parceiro.

Para a sintese da H,TPFPP foi seguido o procedimento descrito por Lindsey ', onde, 200
ml. de diclorometano seco e destilado foram colocados sob refluxo em atmosfera inerte, e foram
adicionados 0,208 ml de pirrol recém-destilado sob pressio reduzida e 0,370 mL de
pentafluorobenzaldeido. Em seguida, a mistura reaccional foi mantida sob refluxo e agita¢iao por 15
minutos em temperatura ambiente. 0,081 mL de BF;.Et,0 foram adicionados a mistura com o
auxilio de uma seringa equipada com agulha revestida, abrigando o sistema da luz logo apds a adigao
e mantendo sob agitacio por 1 hora. Adicionou-se 0,511 g de DDQ e manteve sob agita¢ao por
mais 1 hora em banho pré-aquecido a 45 °C. Decorrido esse tempo, foram adicionados 0,092 mL de
trietilamina. A solugao foi levada ao evaporador rotatério com 0,75 g de florisil adicionados, afim de
auxiliar a evaporagao e manter a extrac¢ao do solvente sem ocorrer perda do produto com a redugao
da pressio. O produto de cor verde-escuro obtido foi colocado em um funil de placa sinterizada
acoplado a um sistema de vacuo e lavado com metanol ate o filtrado nao apresentar mais a
coloracio esverdeada e o solido presente no funil apresentar a coloracio roxa caracteristica da
portfirina. O solido foi retirado do funil e lavado com diclorometano e filtrado em sistema de
filtragem simples com papel para a retirada do florizil e reservado ate a total evaporagao do solvente.
O rendimento obtido foi de 19,4%, podendo considerar favoravel conforme observado na literatura.
Os rendimentos deste tipo de reac¢ao geralmente sio baixos devido a ocorréncia de reacgdes
paralelas competitivas de polimerizagao.

Para a inser¢do do Mn(IIl) na porfirina, o grupo do LQC seguiu o procedimento descrito
por Kadish et al.”” Para ambos os produtos, H,TPFPP e MnTPFPP, obteve-se caracterizagio
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espectroscopicas e espectrométricas para sua caracterizagao, obtendo resultados consistentes com os

. 59,73
observados na literatura. ~

4.3. Sintese das nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro utilizadas neste trabalho foram obtidas através do método de
Turkevitch.”” Este método é baseado na redugdo dos fons tetracloroaurato ([AuCl,]) em solugio
aquosa pelos fons do citrato de sédio. Estes também atuam como camada protectora e estabilizante
das nanoparticulas de ouro formadas, sendo facilmente substituidos por outros ligantes mais
coordenantes.

Toda vidraria utilizada nesta sintese foi previamente lavada com 4gua regia (HNO3/HCL, na
proporcao 1:3) e lavada com agua destilada em abundancia.

Foram adicionados 0,012 g de HAuCl,.H,O em 100 mL de agua e levados a aquecimento
sob agitacio vigorosa. Apés entrar em ebulicio, foram adicionados 3 mL de uma solu¢io 1% (m/v)
de citrato de sédio, mantendo a agitagdo e o aquecimento por 30 minutos. A solugdao apresentou
uma colocagao azul escura ap6ds a adigao do citrato, passando a roxo pouco tempo decorrido, e apds

um tempo maior apresentou coloragao avermelhada.

4.4. Modificagao dos eléctrodos de FTO

Os filmes sobre os eléctrodos de FTO foram preparados a partir da montagem camada por
camada, mas antes de serem realizadas as modificagoes, os eléctrodos foram previamente limpos em
solucao piranha acida (H,0, e H,SO,, 1:3) por 10 minutos, e basica (H,O, H,0, e NH,OH, 5:1:1)
por 15 minutos, sendo lavado em abundancia apés cada etapa e reservado em dessecador sob

pressao reduzida ate totalmente seco.
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Para obter uma melhor funcionalizagio dos eléctrodos, estes foram modificados
previamente com acido 3-mercaptopropionico (MPA), onde foram imersos em uma solu¢io 1 mM
durante 12 horas. Apos esse periodo, foram retirados da solucao e lavados com agua Milli-Q) antes
de secar, para que seja retirado da superficie o excesso de MPA que nao estdo ligados na superficie
do vidro condutor.

Antes de seguir com a modifica¢do, em cada eléctrodo utilizado, foi isolado uma area de 1
cm’ como trabalho.

Foram obtidos 4 eléctrodos de FTO, sendo um sem modificacio utilizado como controle

(Eléctrodo 1), e trés modificados conforme descrito a seguir:

Eléctrodo 2. AuNP

Para o eléctrodo 2, a modificagio foi realizada adicionando 200 pL. da solu¢ao de AuNP
directamente sobre a superficie do eléctrodo com o auxilio de uma micropipeta e secando sob fluxo
de ar quente com temperatura aproximadamente em 50°C por 2 horas, lavado com agua Milli-Q

para a retirada de particulas nao ligadas e reservado em dessecador sob pressao reduzida.

Eléctrodo 3. MnTPFPP

No eléctrodo 3, a modificacio foi realizada adicionando 200 pl. de uma solucio de
MnTPFPP (2,5 mM em diclorometano) directamente sobre o eléctrodo com o auxilio de
micropipeta, ¢ secando também com o auxilio de ar quente (~50°C) por 2 horas, lavados com agua

Milli-Q) em seguida e reservado em um dessecador sob pressio reduzida.

Eléctrodo 4. AuNP/MnTPFPP

O eléctrodo 4 foi modificado primeiramente adicionando a camada de nanoparticula de
ouro, conforme descrito para o Eléctrodo 2, apds estar totalmente seco, foi adicionado 200 pL de
uma solu¢ao de 4-MPy (com concentra¢ao de 1,15 mM, onde 0,0128 g de 4-mercaptopiridina foram
diluidas em 100 mL de diclorometano) secando com auxilio de fluxo de ar quente (~50°C) por 2
horas, lavado com agua Milli-Q) e seco no dessecador sob pressio reduzida. Apods estar totalmente
seco, foram adicionados 200 pL. da solu¢ao de MnTPFPP (2,5 mM em diclorometano), conforme

descrito no procedimento adoptado no eléctrodo 3.
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Na Figura 24 abaixo estao apresentados os eléctrodos apds a modificagao.

_Figura?l. Eléctrodos de FTO apés a modificacio. (1) eléctrodo limpo, e
modificado com (2) AuNP, (3) Mo TPFPP e (4) AuNP/MnTPFPP
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Apéndice 1. Espectro de RMN de 'H para a H,TPFPP

Normalized Intensity

o o© o© o o o o o N o o o o o o© o o o o =
=] =) = = ) ) w w n IS o 4] @ o ~ ~ @ o) © © =)
a =) 5 =) a S =) 4] S a a o a S o a S
R R RETHY YRS ENETA FRATE UTRA RNAN] SURTA ETRTA FRRTA FRARY NUSTY FTNTY FRUTA FUNY ARTUA FNYRY NUUTA FTNTH ARTNA FRURY SURT RRNTY FRTRE SNANY FNTRU RTRTE RUUTA FRUTH FNTR NARR] SUUTA FNRTU SERAFRERL NUSTAFRATY FNUTA FRNRI RTRARARTI NURTA |
=2
4 °
] =4
o
] E <
] 3 o
- [}
] 3 A
] ; o
] L
=7 E )
o] 4 I
] E 8
3 =]
i 2
] 3 @
] 3 13
] k4 <
©o- @ E
=g =—
] S E
] 4
o] ES
] 3
~- o
] 3 v
1 (@)
1 3 —
4 w
o
o ¥
[ 3
Q 1
3 ]
EN
2 &
o 3
=
EJ. 3
= 1 E
5 3
< E
EE
w =
o
] EK T
4 E I\)O
o] =
v 3
] E 3
]
N E
, 1o ?
b = §

47




48



0.95

0.90

0.85

0.80

0.75

0.70

0.65

0.60

0.55

0.50

0.45

0.40

Normalized Intensity

0.35

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

-0.05

Apéndice 2. Espectro de RMN de "“F para a H,TPFPP

o TRV w——— Ly T TmR——

dez16afoF1.001.esp

—

2.00 1.1 2.30
= = =

-134 -136 -138 -140 -142 -144 -146 -148 -150 -152 -154 -156 -158 -160 -162
Chemical Shift (ppm)

49



