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Artigo

DETERMINATION OF KINETIC AND THERMODYNAMIC PARAMETERS OF L-CYSTEINE ADSORPTION ONTO GOLD BY
THE QCM TECHNIQUE. This article discusses the adsorption kinetics of a L-cysteine monolayer onto a gold surface by means of

information obtained through the QCM technique. The results indicate that the adsorption process is rapid and follows the Langmuir

isotherm, in which adsorption and desorption are considered. From these measurements the following parameter values were obtained:
k,=42x04)x10°s", k, =756 M's", K, =(1.8 +0.3) x 10* M" and AG,,,,= - (5.8 £ 0.2) kcal mol"".
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INTRODUCAO

Tidis (moléculas que possuem o grupo -SH) s@o substancias
organicas que se adsorvem espontaneamente em substratos metélicos
como ouro, prata e palddio, formando monocamadas estrutural-
mente organizadas.'” Essas nanoestruturas, conhecidas como Self-
Assembled Monolayers (SAMs), conferem interessantes propriedades
fisicas e quimicas a superficies, dependendo da molécula de tiol
utilizada.® Dentre essas aplicagdes, pode-se citar sistemas para pre-
vengdo de corrosio, catdlise, sensores quimicos® e camada adesiva
para imobilizagdo de biomoléculas na construcdo de biossensores.®®

Estudos sobre a cinética de adsor¢do de alcanotidis a partir de
solugdes diluidas (10° M) em superficie de Au(111) sugerem que esse
processo ocorre em duas etapas:® a primeira muito rdpida, durando de
segundos a minutos, em que ocorre o processo de adsorcdo quimica
do tiol no ouro formando tiolato (explicada pela isoterma de adsor¢ao
de Langmuir®'°) e a segunda, durando de horas a dias, em que ocorre
o processo de organizagio da camada formada.’ A cinética da primeira
etapa estd relacionada com a interag@o entre a superficie metdlica e o
atomo de enxoftre do grupo tiol, enquanto a da segunda estd relacionada
com a desordem entre as cadeias das moléculas, com os diferentes
componentes das interagdes entre cadeia-cadeia (interagdes de van der
Waals, dipolo-dipolo, ligacdo de hidrogénio) e com a mobilidade das
cadeias moleculares do adsorbato na superficie do metal.’

Mccarley et al.'' ao estudarem a formagdo de monocamadas
de tidis por STM, notaram que a ligac@o entre o ouro e a molécula
de tiol € 14bil, ou seja, capaz de se movimentar entre dois sitios de
adsorcdo adjacentes.’ Esse fato sugere que o mecanismo de forma-
¢do de monocamada de tiol explicado por dois estdgios ndo mostra
uma imagem completa do processo, e que mecanismos de adsor¢ao/
dessor¢do podem ser relevantes na formacdo da estrutura da mono-
camada, bem como no processo de adsor¢do do tiol em ouro. Esse
fato também foi observado por Karpovich e Blanchard,'? utilizando
atécnica de microbalanga a cristal de quartzo, QCM (Quartz Crystal
Microbalance), ao estudarem a cinética de adsor¢do de alcanotidis
de cadeia longa (HS-(CH,),-CH;, n =7 e 17) em ouro.

Embora existam evidéncias de um complexo processo de
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formacdo de monocamadas de tidis, poucos estudos se dedicaram
a andlise in situ da formacdo desses filmes,'"* sendo que na grande
maioria, pesquisas exploraram a caracterizagio desses filmes apds sua
formacgéo,>*!* o que néo permite obter informacdes a respeito de pro-
cessos de adsor¢do e dessor¢do durante a formagdo dessas estruturas.

Uma molécula amplamente utilizada na construg@o de biossen-
sores € a cisteina.'>!'® Esse aminodcido é comumente empregado na
obtencdo de monocamadas automontadas, via liga¢ao do grupo tiol
sobre superficie de ouro,'*!*?! que tem sido caracterizada por vdrias
técnicas.'>'? Entretanto, nenhum estudo abordou os mecanismos de
formacao in situ desses filmes com relacio a processos de adsor¢do
e dessorcao.

Com o intuito de analisar a cinética de adsor¢io da L-cisteina
em ouro e verificar a existéncia de processos de dessorcdo, foram
realizados experimentos in situ utilizando a técnica de QCM. Por
meio dela, € possivel medir a taxa de adsorcdo de moléculas de tiol
na superficie de ouro em tempo real e estimar as constantes cinéticas
de adsorcao (k,) e dessorcdo (k,), bem como a constante de equilibrio
dareagdo (K,) e a energia livre de adsorgo (AG,,,).

A QCM ¢ uma técnica fundamentada na propriedade piezelétrica
do cristal de quartzo.?>?* Esse material pode ser posto a oscilar atra-
vés da aplicacdo de uma diferencga de potencial alternada, sendo que
sua frequéncia de oscilagido ¢ monitorada em fungio do tempo. Por
meio da relagdo de Sauerbrey*** (Equagdo 1) € possivel relacionar
a variagdo de frequéncia de oscila¢@o do cristal com a massa aderida
em sua superficie.

2
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onde Af’ € a varia¢do da frequéncia devido ao recobrimento do ele-
trodo, f; a frequéncia fundamental do cristal, Am a massa de material
depositado, p, a densidade do cristal, F, € a constante de frequéncia
(F,=fid,, onde d, € a espessura do cristal) e A,, € a drea do eletrodo
sobre o cristal. Essa equacdo pode ser reescrita de forma simplificada
(Equagao 2):

Af'= - n%Am 2)
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sendo que n € o nimero do harmonico (n =1, 3, 5, 7...) e C o coefi-
ciente de sensibilidade tedrica da QCM (17,7 ng Hz! cm™para cristal
de 5 MHz). O sinal negativo da equa¢@o evidencia que um aumento
de massa sobre o cristal acarreta um decréscimo de sua frequéncia
de oscilacio.

No caso em que a massa aderida ndo for rigida, significa que
seu movimento nio estd acoplado totalmente ao movimento oscila-
tério do cristal, causando perdas energéticas. Nesses casos, apenas
os valores de frequéncia ndo sdo adequados para estimar a massa
aderida sobre o substrato e se faz necessdrio conhecer os valores de
dissipacdo energética (fator D), fornecendo informacdes a respeito
da viscoelasticidade da camada formada.*

De forma geral, quanto maior for a viscoelasticidade da camada
formada, maior serd o amortecimento e, portanto, o valor de D. Esse
parametro € definido como® (Equagéo 3):

Eissipada
D=5t 3
2n Earmazenada
sendo E ;.. @ energia dissipada por ciclo de oscilagdo do cristal e
E,,e-enada @ €NETZIA total armazenada no sistema oscilatdrio.

Por meio do monitoramento simultaneo de Af{?) e AD(t) € possivel
estudar a formacao de monocamadas de tidis e inferir suas caracte-
risticas viscoeldsticas.

PARTE EXPERIMENTAL

O aminodcido L-cistefna (Sigma) foi utilizado sem prévia puri-
ficagdo. As solucdes aquosas foram preparadas em dgua deionizada.

O estudo cinético da formagio das monocamadas foi realizado
utilizando a técnica de microbalanga a cristal de quartzo (Q-Sense -
modelo E4). A técnica de QMC-D permite obter os valores de Afe AD
durante o processo de formac@o da monocamada em funcdo do tempo.

Os cristais de quartzo utilizados (QSX-301, especificagdes:
corte AT, frequéncia fundamental de 4,95 MHz + 50 KHz, 14 mm
de diametro e 0,3 mm de espessura) sdo recobertos com fina camada
de ouro em ambos os lados.

Na montagem da célula (modelo QFM 401), os cristais de quartzo
sdo dispostos de forma que uma de suas faces fica em contato com
a solucdo de tiol sendo investigada (capacidade de volume sobre o
cristal de quartzo = 40 uL). A célula permite controle de temperatura
de + 0,5 °C. Para a injec@o das solucdes de tiol foi utilizada uma
bomba peristaltica Ismatec - modelo IPCN de quatro canais.

Os cristais foram limpos em solucdo piranha (H,SO,
(concentrado):H,0,; 7:3, v/v) previamente preparada, lavados exaus-
tivamente com dgua deionizada e acetona e secos em nitrogénio. Os
cristais foram utilizados imediatamente apés a limpeza.

Para a realizag@o dos ensaios, o terceiro e quinto harmonicos de
oscilagdo do cristal de quartzo (Af,_,/3 e Af,_/5) e os respectivos para-
metros de dissipagdo (AD,_; e AD,_) foram estabilizados injetando-se
dgua deionizada em fluxo continuo (1,75 pL/s) por aproximadamente
10 min. Todas as medidas apresentadas nesse trabalho correspondem
ao terceiro harmdnico. Para cada ensaio, injetou-se solugdo aquosa de
L-cisteina (0,1 x 104 M, 0,5x 10 M, 1,0x 10*M, 2,5x 10*Me 5,0
x 10* M) recém-preparada em fluxo de 1,75 pL/s por 30 min, tempo
suficiente para restabelecer a estabilidade da frequéncia e garantir que
todo o volume da célula fosse preenchido com a solug@o. Ap6s a injecdo
da solugio, o fluxo foi desligado e a solugdo ficou em contato com o
cristal por mais 40 min. Apds esse tempo, o fluxo de dgua deionizada
foi novamente ligado, objetivando retirar moléculas de aminodcido nio
adsorvidas. Ndo houve alteragdo significativa do pH das solu¢des apds
o processo de adsorc@o. Os ensaios foram realizados em temperatura
ambiente (25 °C) e em triplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Sdo mostrados, na Figura 1, os gréficos do terceiro harmonico
de oscila¢do em fung¢do do tempo para as diferentes concentracdes
de L-cisteina utilizadas.
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Figura 1. Variagdo da frequéncia de oscilagdo (Af,_,/3 ) em fungdo do tempo
para a formagdo das monocamadas de L-cisteina em diferentes concentra-
¢oes. O intervalo A-B corresponde a etapa de estabilizagdo injetando-se
dgua deionizada por 10 min. A seta em B representa o inicio da inje¢do de
solugdo de aminodcido, que é parada em C. A partir de D, o fluxo de dgua
deionizada é novamente ligado

O intervalo de A a B corresponde ao periodo de estabilizagdo da
frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo por um periodo de 10
min. A partir do ponto B (indicado pela seta a esquerda) € iniciada a
inje¢do da solucdo de L-cisteina. E possivel observar uma queda de Af
em todas as concentragdes até um valor final constante. Pela relagdo
de Sauerbrey (Equacdo 1), € possivel afirmar que o aminodcido estd
se adsorvendo na superficie de ouro, visto que a variaciio negativa de
Af corresponde a um acimulo de massa (Am positivo) na superficie do
ouro. O ponto C (indicado pela seta a direita) corresponde ao final da
inje¢@o da amostra, enquanto a seta em D indica o inicio da inje¢ao de
dgua deionizada, ndo ocorrendo alteracio nos valores de Af.

Levando em consideracéo que o processo de ligacdo do tiol no ouro
finaliza quando ndo hd mais adsorcdo aparente, ou seja, quando Afper-
manece constante, € possivel afirmar que a adsorc¢@o de L-cisteina nas
concentracdes estudadas € alcancada em tempo na ordem de minutos,
em concordancia com o trabalho de Qingwen et al..'” Além do mais, a
rapidez em que esse processo € alcangado, ou seja, o equilibrio quimico
de adsorg¢@o do tiol no ouro, depende da concentragido de aminodcido
utilizada, e essa informagdo € a chave para determinar os parametros
cinéticos e termodinamicos da adsorg¢do do tiol."

O mecanismo de adsorgio de tiol no ouro ainda nido € muito claro.’
Entretanto, sugere-se'? que a adsorgéo de tiol, formando tiolato (Au-
SR), € um equilibrio quimico, ocorrendo desprotonagio da molécula
de tiol seguida da eliminacdo de molécula H, da superficie do metal:

Au,, +RS-H,,,, == RS-Au, + 1/2 H,

(solv.) solv.)
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A energia de adsor¢do calculada a partir de valores tedricos’
(-5 Kcal mol') estd em concordancia com trabalhos experimentais
encontrados na literatura,'* desconsiderando as interagdes intermo-
leculares entre as cadeias das moléculas adsorvidas no substrato.

Virios estudos indicam que a isoterma de Langmuir pode ser
utilizada para descrever a cinética de adsor¢ao do tiol em ouro.*'?
Esse modelo assume que hd apenas a formag@o de uma monocamada,
que toda a superficie € equivalente e que a adsor¢@o de uma molécula
em um sitio independe se hd ou ndo um sitio vizinho ocupado; em
outras palavras, estes sitios podem ser considerados quimicamente
semelhantes. Com relag@o a primeira exigéncia, esta € vdlida para o
estudo de formacao de camadas de ti6is sobre superficie de ouro, visto
que essas moléculas formam monocamadas sobre essa superficie.’ A
segunda hipdtese, entretanto, considera que a superficie esteja livre
de defeitos e rugosidade. Certamente, essa hipdtese ndo pode ser
considerada fisicamente realista, embora estudos demonstrem que
essa condi¢do ndo restrinja o uso do modelo.'? A terceira hipétese
assume que as moléculas de tiol ndo interagem com aquelas localiza-
das em sitio vizinho ocupado. Essas interagdes se tornam relevantes
em condigdes de saturacdo de ocupacio dos sitios, ou seja, quando a
superficie se encontra totalmente coberta pela monocamada.'?> Além
do mais, a escala de tempo associada ao processo de interacio entre
essas moléculas € muito maior do que aquela associada ao processo
de adsorgdo,"” ou seja, quando o tempo relacionado ao processo
adsortivo estd compreendido na ordem de segundos a minutos, o
processo organizacional, que corresponde a etapa de interacdes in-
termoleculares, estd na ordem de horas a dias. Consequentemente,
os efeitos do processo organizacional da monocamada podem ser
desprezados devido a escala de tempo utilizada para o estudo do
processo de adsor¢do de L-cisteina no ouro, que foi da ordem de
minutos. Importante notar também que a isoterma de Langmuir foi
desenvolvida para processos de adsor¢do fisica, mas como a energia
de ligacdo associada a adsor¢do de tiol em ouro € suficientemente
pequena, essa condi¢cdo ndo interfere seriamente na aplicagcdo do
modelo, conforme afirmagao de Karpovich."?

A equag@o que relaciona a taxa de adsor¢do € dada pela seguinte
relacdo'? (Equagéo 4):

do
=k, (1-0)C— k0 4)

sendo 0 a fracao da superficie recoberta, (1 — ) a fracao da superficie
exposta, C a concentracio do tiol, e k, e k, as constantes de associacdo
e dissociagdo, respectivamente. Por meio da integracdo dessa equagao,
obtém-se a Equacdo 5:

0(r) = [1 - eCkCTRN] 5)

C+ (kd/ ka)

Esse resultado pode ser simplificado considerando que 7 =k, +
k,CeK’ = C/C + (k/k,)), fornecendo a relacdo (Equacdo 6):

0(r) =K’[1-e"™] (6)

O parametro T € conhecido como constante de relaxagdo. K’
representa a maxima cobertura de adsorbato em ouro numa dada
concentracio no equilibrio.

Um aumento do grau de cobertura no tempo, (), corresponde a
um aumento de massa sobre o sensor, sendo o seu valor proporcional
a Am. Portanto, a relagdo pode ser expressa em termos de massa
adsorvida sobre a superficie do cristal (Equagdo 7):

Am(t) =Am,_[1 —e™] @)

‘mdx [
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A Equagdo de Sauerbrey pode ser aplicada a sistemas liquidos
desde que a massa aderida na superficie do cristal de quartzo seja
rigida e uniforme em toda a extensdo da superficie. Uma forma de
evidenciar a formacdo de filme com essas caracteristicas € por meio
da andlise dos harmonicos de frequéncia de oscila¢@o do cristal, bem
como pelo respectivo parametro de dissipagdo, AD. Se os harmonicos
se sobrepuserem e AD assumir baixos valores em relacdo a frequén-
cia, ~AD/Af < 1,1 x 107 Hz"! para monocamada de tiol," € indicio de
formacdo de filme rigido e homogéneo sobre o cristal de quartzo. Os
valores de AD de diferentes harmonicos obtidos para o processo de
formag@o das monocamadas de L-cisteina sao muito pequenos com
relagdo ao respectivo Af (~AD/Af< 0,9 x 107 Hz!, Figura 1S, material
suplementar), evidenciando que a L-cisteina se adsorve rigidamente.
Desta forma, € possivel afirmar que 0(¢) € proporcional a Af(t), e a
Equagdo 6 se torna Equagdo 8:

M) = A, [1 — ] ®)
sendo que Af, ,, representa a maxima adsorc¢io de adsorbato no equi-
librio, para uma determinada concentragao.

Realizando o ajuste dos dados experimentais das curvas de —Af(t)"?
a partir do inicio do processo de adsor¢do até o inicio do processo
de lavagem do cristal de quartzo (entre os pontos B a D mostrados
na Figura 1) obtém-se 7. E mostrado, na Figura 2, exemplo do ajuste
dos dados experimentais com a Equacéo 8. Os resultados dos ajustes
estdo resumidos na Tabela 1 e mostrados em grafico na Figura 3.
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Figura 2. Exemplo de ajuste de dados experimentais com a Equagdo 8 (R*
= 97%). Os dados experimentais sdo do processo de adsor¢do de L-cisteina
a partir de solu¢do aquosa de concentragdo 0,10 x 10* M. O periodo de
estabiliza¢do foi omitido

Desde que 7 = k,C + k,, um gréfico de T vs C para a série de
concentracéo de adsor¢do de tiol fornece uma reta com coeficiente
angular de k_ e linear de k, (Figura 3). Os valores encontrados de k, e
k, pela regressdo linear da melhor curva (R*=97%) sdo (4,2 £ 0,4) x
107 s'e 75+ 6 M s, respectivamente. Importante notar que k, > 0,
ou seja, o processo de formagdo da camada de L-cisteina em ouro ¢
um processo em equilibrio, significando que, em qualquer momento
durante o processo de formacdo da monocamada, ocorre processo de
dessor¢ao de moléculas de tiol sobre a superficie de ouro.

A partir dos resultados de k, e k, € possivel determinar a cons-
tante de equilibrio (K,) do processo de adsor¢do da L-cisteina no
ouro (Equagio 9):

kq
Ky = k_d )
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Tabela 1. Valores de T (10 s!) obtidos dos ajustes dos dados experimentais
do processo de adsor¢do de L-cisteina em ouro a partir de diferentes concen-
tragdes aquosas desse adsorbato

Concentragio de L-cisteina (10“M) T(103s™)
0,1 5+1
0,5 12+3
1,0 13+4
2,5 22+7
5,0 41 £4
50+
404
—,A 30"
w
S
T 204
104
0 T T T T T T T T T T
0 Ix10*  2x10"  3x10"  4x10"  5x107

. ’ -1
[L-cisteina] (mol L")
Figura 3. Dependéncia de T com a concentragdo de L-cisteina utilizada. A
regressdo linear dos dados possui coeficiente linear k,e angular k,

Utilizando a relagdo, encontra-se K,, = (1,8 + 0,3) x10* M.
A energia livre de adsor¢do da L-cisteina em ouro pode ser obtida
a partir da constante de equilibrio (Equacdo 10):

AG,, =—-RTInK, (10)

Por meio da Equagdo 10, encontra-se AG,, = - (5,8 = 0,2) kcal
mol .

Importante notar que esse valor se aproxima dos tedricos®®
(-5 kcal mol') e daqueles encontrados experimentalmente para
outros tiéis reportados na literatura.'>* Além do mais, a similaridade
desse valor com aquele encontrado por Blomgren ef al.?’ para a ad-
sor¢do de 1-butanotiol em mercdrio, de -4,9 kcal mol™!, evidencia que
amaior contribuicdo para a adsor¢do de tiol € a formagao de tiolato.

Embora existam indicios de forte sistema organizacional das
moléculas de L-cisteina adsorvidas em ouro,” ndo € possivel estimar
exatamente qual a contribui¢do dessas interagdes para a energia livre
de adsorcdo. O valor obtido pela técnica de QCM estd relacionado
com a energia livre do processo de adsor¢do, ou seja, formacao do
tiolato, sem a contribui¢do de processos organizacionais.

CONCLUSOES

Foi observado que a adsor¢do de L-cisteina em ouro a partir de
soluc@o aquosa nas concentragdes utilizadas € um processo rapido e
obedece a isoterma de Langmuir. A partir dos resultados, foi possivel
demonstrar que o sistema estudado € um equilibrio quimico entre
sitios livres de ouro e L-cisteina em solu¢@o. Os parametros cinéticos
e termodinamicos calculados foram k,= (4,2 £ 0,4) x 10* s, k,=75
+6M's K, =(1,8+0,3)x 10*M'e AG,,,=- (5,8 £ 0,2) kcal mol”,
sendo que o valor de AG,,, € semelhante a energia livre de adsorgio
de outros alconatidis em ouro.

Quim. Nova

MATERIAL SUPLEMENTAR.

O material suplementar (Figura 1S) estd disponivel gratuitamente
em http://quimicanova.sbq.org.br, no formato PDF. Sdo mostrados,
nesta figura, os harmdnicos de frequéncia de oscilag@o do cristal de
quartzo e os parametros de dissipac@o correspondentes (n =3 e n =
5) obtidos durante o processo de adsor¢do de L-cisteina em ouro a
partir de diferentes concentragdes aquosas desse adsorbato.
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Figura 1S. Harmoénicos de frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo e os parametros de dissipagdo correspondentes,n =3 (—)en =5 (—), obtidos durante

o0 processo de adsor¢do de L-cisteina em ouro a partir de diferentes concentragdes aquosas desse adsorbato
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