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RESUMO 

 

Neste trabalho foram desenvolvidos um sensor eletroquímico modificado com 
nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNT) e 5-nitroindol (5-NI) para 
determinação simultânea dos ácidos ascórbico (AA) e úrico (AU), em amostras de 
urina e soro, e um biossensor à base de dsDNA para determinação do éster etílico 
da 3-nitro-L-tirosina (3NO2TEE), como biomarcador de peroxinitração biológica. O 
trímero do 5-nitroindol foi eletrogerado in situ sobre os nanotubos de carbono 
depositados em eletrodo de carbono vítreo (ECV). Após esse processo, o grupo nitro 
aromático, presente na molécula foi reduzido gerando o par redox 
hidroxilamina/nitroso, utilizado para detecção e quantificação dos analitos presentes 
nas amostras biológicas. Os comportamentos eletroquímicos dos eletrodos 
modificados foram estudados, empregando as técnicas de voltametria cíclica, 
voltametria de pulso diferencial e cronoamperometria, as quais foram utilizadas para 
a detecção dos analitos e para obtenção dos parâmetros cinéticos e caracterização 
analítica da plataforma. Os estudos cronoamperométricos foram realizados com o 
objetivo de obter maiores informações dos processos redox entre AA e o sensor, 
uma vez que este demonstrou ser um processo eletrocatalítico. Assim, por meio de 
gráficos e equações de Cottrell, foi possível obter os valores para o coeficiente de 
difusão (DAA) e a constante catalítica (kcat) da reação para o AA. Os valores do DAA e 
de kcat, determinados para AA, foram de 4,2 x10-6 cm-2 s-1 e 1,1 x 106 M-1 s-1, 
respectivamente. O método desenvolvido de detecção de AA e AU apresentou boa 
sensibilidade e estabilidade em amostras de urina e soro, com limite de detecção 

(LD) de 1,9 mol L-1 para AA e 2,1 mol L-1 para AU. A partir do desempenho 
analítico obtido da plataforma nanoestruturada ECV/MWCNT/poli-5-NID, justifica-se 
a sua utilização deste como sensor para a determinação simultânea de AA e AU. 
Antes da construção do biossensor de DNA, para nitroaromáticos de importância 
biológica, foi necessária a realização dos estudos da 3NO2TEE, em meios prótico: 
tampão acetato pH 4,5 e tampão fosfato pH 7,4 e 10,0 e, em meio aprótico (DMF/ 
TBAPF6, 0,1 mol L-1), utilizando eletrodo de Pt e carbono vítreo, como eletrodos de 
trabalho. A espectroeletroquímica de 3NO2TEE, realizada em meio aprótico, foi útil 
para racionalizar o comportamento eletroquímico de 3NO2TEE e de seus 
intermediários gerados durante a redução. Para a construção do biossensor, sobre o 
eletrodo de carbono vítreo, foram otimizados: concentração de dsDNA, tempo de 
condicionamento para a redução do nitrocomposto, valor de pH. O biossensor 
ECV/dsDNA apresentou faixa linear de 60 - 320 nmol L-1 e LD e LQ (limite de 
quantificação) encontrados foram 58 nmol L-1 e 200 nmol L-1. Estes resultados 
indicaram que o sensor e o biossensor foram produzidos e aplicados de forma eficaz 
para detecção de substâncias de interesse biológico. 
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CT-DNA. 
 
 
  

 



ABSTRACT 

 

In this work we developed an electrochemical sensor modified with multi-walled 
carbon nanotubes and 5-nitroindole (5-NI) for the simultaneous determination of 
ascorbic (AA) and uric (UA) acids in urine and serum samples and a biosensor based 
on dsDNA for determination of 3-nitro-L-tyrosine ethyl ester (3NO2TEE), as a 
biomarker of biological peroxynitration. The polymer of 5-NI was electrogenerated in 
situ on the carbon nanotubes deposited on glassy carbon electrode (GCE). 
Thereafter, the aromatic nitro group, present in the molecule, was reduced, 
generating a hydroxylamine/nitroso redox couple, then used for detection and 
quantification of the analytes in the biological samples. The electrochemical behavior 
of the modified electrodes were studied using cyclic voltammetry, differential pulse 
voltammetry and chronoamperometry, which were used for the detection of the 
analytes and to obtain the kinetic parameters and the analytical characterization of 
the platforms. The chronoamperometric studies were performed in order to obtain 
more information about the redox processes between AA and the sensor, since it 
proved to be an electrocatalytic process. Thus, by means of graphs and Cottrell 
equations, it was possible to obtain values for the diffusion coefficient (DAA) and the 
catalytic constant (kcat) for the AA electrocatalytic oxidation. The values for DAA and 
kcat, determined for AA were 4.2 x10-6 cm-2 s-1 and 1.1 x 106 M-1 s-1, respectively. The 
platform for the detection of AA e AU showed good sensitivity and stability in urine 

and serum samples, with LOD of 1.9 mol L-1 for AA and 2.1 mol L-1 for UA. The 
analytical performance obtained for the nanostructured platform GCE/MWCNT/poly-
5-NID justifies its use as a sensor for the simultaneous determination of AA and UA. 
Studies of 3NO2TEE in protic media (pH 4.5 acetate buffer and pH 7.4 and 10.0, in 
phosphate buffer) and in aprotic media (DMF/TBAPF6, 0.1 mol L-1), using Pt and 
glassy carbon electrodes, were necessary before the construction of the CT-DNA 
biosensor. The spectrolectrochemistry of 3NO2TEE, held in aprotic media was useful 
for rationalizing the electrochemical behavior of 3NO2TEE and intermediates 
generated during the reduction. For the biosensor construction, the amount of 
dsDNA, the conditioning time for reduction of the analyte, the pH value, on GCE, 
were optimized. The developed biosensor was used to determine the concentration 
of 3NO2TEE and showed a linear range from 60 to 320 nmol L-1 and LOD and LOQ 
of 58 nmol L-1 and 200 nmol L-1, respectively. These results indicate that the 
prepared sensor and biosensor were effective for the detection of substances with 
biological interest.   

 

Keywords: Sensor. Biosensor.  Ascorbic acid. Uric acid. Nitrotyrosine. CT-DNA 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Considerações gerais 

 

A eletroquímica é a ciência das reações de transferência de carga elétrica, 

que ocorrem sob a influência de um gradiente de potencial eletroquímico. A 

transferência de elétrons (TE) pode ocorrer homogeneamente, em solução, ou 

heterogeneamente na superfície de eletrodos. Sendo assim, os métodos 

eletroquímicos fazem uso da medida de uma propriedade elétrica, isto é possível, 

uma vez que muitas espécies químicas possuem a capacidade de sofrer reações de 

oxirredução, quando em contato com a superfície do eletrodo [BARD e FAULKNER, 

2001; BRETT e BRETT, 2000].  

 Desse modo, as técnicas eletroquímicas podem ser empregadas em muitos 

campos das ciências naturais e tecnologias, associadas para a identificação e 

determinação de espécies de interesse biológico, farmacêutico e industrial, como se 

pode verificar pelas diversas obras publicadas nos últimos anos ou pelas revisões 

sobre métodos eletroquímicos de análises [JAHANBAKHSHI, 2016; WANG, 2000; 

BRETT, 1996; TAN, 2013; GIL, 2013; BOND, 1999; DICK,1997; ARANDA, et al., 

2005; SHRIVASTAVA, 2013; THAPLIYAL, 2015; AKBAR, 2016; HASANZADEH, 

2013; AFKHAMI, 2016; KISS et al., 2016; LENIART, 2016; HÁJKOVÁ, 2016]. O 

emprego das técnicas como a voltametria e a amperometria merecem destaque, 

principalmente quando acopladas com análise em fluxo, cromatografia de alta 

eficiência e com eletroforese capilar [WIECZOREK, 2016; STANKOVIC, 2016; 

NASRAOUI, 2010; SAĞLAM, 2016; TROJANOWICZ, 2009; JIN, 1997]. 

Um dos parâmetros avaliados nos processos de transferência de elétrons é o 

potencial de redução. Trabalhos disponíveis na literatura estabelecem correlações 

entre Epc (potencial de redução ou de pico catódico), em meio prótico e aprótico e 

atividades biológicas, demonstrando a relevância dos estudos eletroquímicos como 

ferramentas na elucidação de mecanismos de ação de vários fármacos contra 

diversas doenças, na previsão e planejamento de compostos biologicamente ativos 

[HILLARD et al., 2008; KOVACIC, 2014, SQUELLA et al., 2005]. 

Dentre os compostos com atividades biológicas, destacam-se os 

nitrocompostos. Esses compostos apresentam vias metabólicas bem delineadas 
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envolvendo mecanismos de transferência de elétrons catalisados por enzimas 

redutases que levam à formação de produtos de redução sequencial, como ânion 

radical nitro (Ar-NO2
•-), nitroso (Ar-NO), hidroxilamina (Ar-NHOH) e amina (Ar-NH2) 

[PAULA et al., 2009; ANDRES, 2013; KOVACIC, 2014, SQUELLA et al., 2005].  

Adicionalmente, alguns autores têm explorado o par redox 

hidroxilamina/nitroso eletrogerado na superfície do eletrodo como ferramenta para a 

construção de sensores para avaliação de substâncias de interesse biológico [LIMA 

et al., 2008; MUNTEANU et al. 2004; LIMA et al., 2009; SANTHIAGO et al., 2010]. 

Diante das boas características apresentadas por sensores à base de 

nitrocompostos como baixos limites de detecção e quantificação, estabilidade e 

reprodutibilidade, o presente trabalho teve como foco a construção de um sensor 

eletroquímico com 5-nitroindol, pois o mesmo apresenta um grupo nitro, o qual pode 

ser ativado eletroquimicamente in situ, por meio de redução irreversível de quatro 

elétrons do grupo nitro (NO2) à hidroxilamina (NHOH). A hidroxilamina resultante 

pode ser oxidada reversivelmente ao correspondente composto nitroso (NO), 

formando, portanto, o par redox NO/NHOH na superfície eletródica, por meio de um 

processo redox de 2e-/2H+ [SANTHIAGO et al., 2010]. Adicionalmente, a presença 

do grupo indol mostra-se favorável para processos de polimerização, com alguma 

semelhança ao pirrol, o que impede um dos obstáculos mais conhecidos para o uso 

de mediadores em superfícies eletródicas: a lixiviação. Desta forma, apresenta-se, 

na presente tese, o desenvolvimento de um sensor eletroquímico nanoestruturado a 

base de nanotubos de carbono e um filme polimérico eletrogerado in situ a partir do 

5-nitroindol para detecção simultânea de AA e AU em amostras de urina e soro. 

Outro objetivo do presente estudo foi a análise do comportamento 

eletroquímico em meios prótico e aprótico do éster etílico da 3-nitro-L-tirosina 

(3NO2TEE), bem como a construção de um biossensor de DNA para a sua 

determinação. É importante ressaltar que a nitrotirosina é um marcador biológico de 

amplo uso, relacionado à peroxinitração, em diagnóstico para doenças 

cardiovasculares, entre outras. Não existem relatos na literatura, da utilização de 

biossensor de DNA para determinação da 3-nitro-L-tirosina e seus derivados. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Sensores eletroquímicos 

Os sensores são dispositivos que podem reconhecer um ou mais analitos por 

meio de uma reação química na interface sensor-amostra, podendo ser aplicados 

para amostras de origem biológica ou não [CAPELETTI, 2010; SANTHIAGO et al., 

2010].  Estes dispositivos também podem eliminar a necessidade de tratamento 

prévio da amostra nas diferentes matrizes, sejam elas, de origem biológica, 

ambiental ou farmacológica.  

Sensores consistem de um elemento de transdução, recoberto com uma 

camada de um elemento de reconhecimento para modificação da superfície, seja 

químico ou biológico. Esta camada interage com o analito e a mudança química 

resultante desta interação é traduzida pelo elemento de transdução em sinal elétrico 

[LOWINSOHN, 2006]. 

As informações obtidas no instrumento de medida podem estar relacionadas 

a uma reação química ou mesmo a uma propriedade química do analito. Além do 

transdutor, os sensores apresentam outras partes básicas: o receptor ou a fase 

sensora - região de reconhecimento, onde ocorre a reação química seletiva e o 

condutor. A fase sensora pode ser um corante ácido/básico, um trocador iônico, uma 

substância redox, uma substância fluorescente, um anticorpo, uma enzima, um 

receptor, DNA, fita simples ou dupla, entre outros. O transdutor pode ser classificado 

como: calorimétrico (calor), eletroquímico (corrente, condutividade, potencial), óptico 

(absorção, fluorescência, reflectância) ou piezoelétrico (alteração de massa) 

[THÉVENOT et al., 2001].  

Na Figura 1, é possível observar um modelo esquemático dos principais 

componentes de um sensor eletroquímico, mostrando o caminho desde a interação 

do analito com a fase sensora, até a obtenção da resposta tanto qualitativa quanto 

quantitativa. 
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Figura 1. Modelo esquemático dos principais componentes de um sensor 

eletroquímico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

Os sensores eletroquímicos devem ter características analíticas relevantes, 

como robustez, alta seletividade, especificidade, reprodutibilidade, estabilidade, 

rapidez na obtenção dos resultados, limite de detecção e quantificação baixos, baixo 

custo de produção, facilidade de operação e de aprendizagem, portabilidade, 

independente de equipamentos dispendiosos, além da possível aplicação in vivo, in 

situ e in cell (Figura 2) [NIKOLAEV et al., 2015; TORKASHVAND et al., 2015; ZAIDI 

e SHIN, 2014; FAN et al., 2016]. 

Figura 2. Características desejáveis para o desenvolvimento de sensor. 

 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 



24 

 

2.2 Eletrodos modificados 

 

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido na 

eletroquímica por Murray e colaboradores em 1975 [MOSES et al., 1975] para 

designar eletrodos com espécies quimicamente ativas, deliberadamente 

imobilizadas em suas superfícies, com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a 

natureza físico-química da interface eletrodo/solução. A modificação da superfície do 

eletrodo, sendo uma forma de impor e controlar sua reatividade e/ou seletividade, 

possibilita o desenvolvimento de eletrodos para vários propósitos e aplicações. 

Os primeiros trabalhos envolvendo a preparação de eletrodos com superfícies 

modificadas surgiram no início da década de 70. Lane e Hubbard adsorveram na 

superfície de eletrodos de platina, várias olefinas funcionalizadas, explorando a 

propensão de grupos alcenos quimisorverem-se sobre este metal, verificando a 

capacidade do ácido 3-alil-salicílico coordenar ao ferro seletivamente, em função do 

potencial aplicado [LANE e HUBBARD, 1973].  

A modificação química de eletrodos é um campo de interesse crescente em 

química analítica. Já na eletroquímica, foi demonstrado que eletrodos quimicamente 

modificados possuem vantagens distintas, em relação aos eletrodos convencionais 

em muitas áreas de aplicação, que incluem eletrocatálise e sensores eletroquímicos 

redox [BARSAN et al., 2015; LUZ et al., 2004; PEREIRA et al., 2002]. 

A grande maioria das aplicações analíticas de EQMs envolve técnicas 

voltamétricas ou amperométricas. Do ponto de vista analítico, a sensibilidade e/ou a 

seletividade de uma determinação deve aumentar com a utilização de um EQM para 

que seu uso seja justificado. Isto pode ser obtido por meio de um ou mais dos 

seguintes fenômenos: pré-concentração, eletrocatálise e exclusão de interferentes. 

Em geral, a obtenção de sensibilidades mais altas ocorre por pré-concentração da 

espécie de interesse ou por eletrocatálise, sendo que a aplicação de qualquer um 

destes princípios resulta em inerente aumento da seletividade [PEREIRA et al., 

2002]. 

Em relação à eletrocatálise, o objetivo é reduzir a energia de ativação em uma 

reação envolvendo transferência de elétrons. A oxidação ou redução de um 
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substrato que apresenta uma cinética de transferência de elétrons lenta, à superfície 

do eletrodo, é mediada por um sistema redox que pode trocar elétrons mais 

rapidamente com o eletrodo e o substrato (processo EC - eletroquímico-químico) ou 

na ordem inversa (processo CE-químico-eletroquímico), reduzindo o sobrepotencial 

de ativação. A redução do sobrepotencial de ativação aumenta a seletividade da 

medida porque permite a aplicação de potenciais de operação menos positivos ou 

menos negativos, sendo que a especificidade está inversamente relacionada à 

magnitude do potencial aplicado, reduzindo, ou mesmo eliminando, a possibilidade 

de que os potenciais de eletrólise de outras espécies presentes sejam atingidos [ONI 

et al., 2005]. 

Os mediadores redox podem ser espécies orgânicas (nitrocompostos, 

quinonas, etc), compostos organometálicos (ferrocenos, ftalocianinas, 

metaloporfirinas, etc) ou enzimas. Estas espécies atuam em solução ou no caso de 

EQMs, imobilizadas à superfície do eletrodo, facilitando a transferência de elétrons 

entre o analito e a superfície do eletrodo. Na Figura 3 é mostrado o processo de 

oxidação eletroquímico em um sistema mediado e não mediado [CHOUKAIRI et al., 

2015; SILVA et al., 2012].  

Figura 3. Comparação entre processos de oxidação: (I) direto e (II) indireto ou 

mediado. (A) e (B) representam o analito no seu estado reduzido e oxidado, 

respectivamente. Mred e Mox representam um mediador na sua forma reduzida e 

oxidada confinado na superfície do eletrodo. 

 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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No processo direto (I), ilustrado na figura 3, o analito no seu estado reduzido 

se aproxima da superfície do eletrodo por difusão e sofre oxidação na interface 

eletrodo-solução. Desta forma, se (A) for ácido ascórbico, o processo só irá ocorrer 

em elevados sobrepotenciais. No entanto, quando um mediador redox está presente 

na superfície do eletrodo (II) a conversão de (A) em (B) ocorre através de 

transferência de elétrons homogênea, com o mediador e não diretamente na 

superfície do eletrodo. Neste caso, a forma oxidada do mediador atua como um 

receptor de elétrons e oxida o analito. Em alguns casos, mesmo na presença de um 

mediador redox, não ocorre deslocamento catódico do potencial de oxidação do 

analito, mas a corrente associada ao processo é maior e promove, portanto, um 

ganho de sensibilidade [TAN et al., 2003; CHOUKAIRI et al., 2015; SILVA et al., 

2012]. 

Na construção de sensores, os mediadores podem ser imobilizados tanto por 

aplicação direta, quanto pela formação de ligação química na superfície do eletrodo 

por diferentes métodos. 

  

2.2.1 Uso de nanotubos de carbono na construção de sensores eletroquímicos 

 

Os nanotubos de carbono (NTCs) são macromoléculas em forma de cilindro 

com um raio de alguns nanômetros [BALASUBRAMANIAN e BURGHARD, 2005]. 

Eles têm características intrínsecas, como estrutural, mecânica, eletrônica, 

estabilidade térmica e química, alta resistência, elasticidade, elevada área superficial 

e boa condutividade elétrica [WANG, 2005]. Todas estas propriedades tornam os 

nanotubos de carbono, um material especial para ser usado em dispositivos 

eletroquímicos.  

Vários estudos centraram-se na síntese, purificação, a suspensão e 

funcionalização da superfície do NTCs. Dependendo dos métodos de síntese, os 

nanotubos de carbono podem ser produzidos como nanotubos de carbono de 

parede simples (single walled carbon nanotubes–SWCNT) Figura 4A, ou nanotubos 

de carbono de paredes múltiplas (multi-walled carbon nanotubes–MWCNTs) Figura 

4B [BALASUBRAMANIAN e BURGHARD, 2005].  
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Figura 4. Representação esquemática: (A) SWCNT e (B) MWCNT. 

 

Fonte: Adaptado de BALASUBRAMANIAN e BURGHARD, 2005. 

 

Algumas propriedades desses nanotubos de carbono podem ser melhoradas 

a partir da funcionalização deste material como, por exemplo, por meio um pré-

tratamento ácido (Figura 5). O tratamento causa mudanças na morfologia do NTC, 

diminuindo assim o tamanho e abrindo as extremidades bloqueadas dos nanotubos. 

Também, observou-se que as etapas de funcionalização podem aumentar o número 

de defeitos na estrutura da parede lateral dos nanotubos. Além disso, o tratamento 

dos NTCs pode causar o aparecimento de grupos funcionais oxigenados nas bordas 

dos NTCs [KIM e SIGMUND, 2004; GOULART, MORAES e MASCARO, 2016; 

BALASUBRAMANIAN e BURGHARD, 2005; LI e LEE, 2017]. 

Figura 5. Modificação química de nanotubos de carbono. 
 

 
 

Fonte: Adaptado de LI e LEE, 2017. 
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Entre as aplicações dos NTCs pode-se citar a utilização como catalisadores 

materiais compósitos, sensores, filmes condutores, materiais nanobiotecnológicos e 

dispositivos nanoeletrônicos [PAN et al., 2007; CALVERT, 1999]. 

Por possuir um tamanho extremamente reduzido, alta condutividade, alta 

resistência mecânica e ser extremamente elástico, os NTCs se caracterizam como 

um material fundamental na construção de eletrodos. MWCNTs foram utilizados 

primeiramente para essa finalidade, atuando na promoção de uma reação 

bioeletroquímica [DAVIS et al., 1997]. Eletrodos utilizando SWCNTs também foram 

construídos com sucesso e apresentaram excelentes propriedades eletroquímicas 

[CAMPBELL e CROOKS, 1999]. 

A utilização de NTCs em eletrodos vem crescendo significativamente, 

principalmente no que diz respeito à sua utilização como substrato e agente 

modificador em eletrodos quimicamente modificados. 

No entanto, apesar das grandes vantagens apresentadas acima, os 

nanotubos não suprem todas as necessidades em uma área tão crescente e 

promissora como a área de eletroanalítica, que a cada dia tem maiores desafios 

analítico-ambientais e analítico-biológicos, que requerem altas precisão e exatidão, 

bem como, o crescente número de analitos de interesse. Neste ponto, os EQMs, 

surgem como uma ferramenta eletroanalítica que se propõe a resolver ou amenizar 

e abranger tais dificuldades.  

 

2.2.2 Biossensores de DNA 

 

O desenvolvimento de biossensores têm impactado uma grande variedade de 

áreas de interesse científico e tecnológico, como por exemplo no campo da medicina 

ou saúde, análise de alimentos, investigação forenses e aplicações ambientais 

[RADKE; ALOCILJA, 2005; WANG, 2006; De OLIVEIRA; COSTA; Da FONSECA, 

2006; MASCINI; TOMBELLI, 2008, GASTER et al., 2009, SHARMA et al., 2013; 

SINGH et al., 2014]. 

A aplicação da biotecnologia em medicina tem sido relevante nos últimos 

tempos, pois, ela pode levar à descoberta de novas formas de diagnosticar, tratar e 
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prevenir uma variedade de doenças. Técnicas desenvolvidas como biossensores, 

sondas de DNA e chips de DNA, constituem ferramentas úteis com possibilidades de 

serem usadas no diagnóstico [De OLIVEIRA, 2006]. No campo da Biotecnologia 

destaca-se o uso de biossensores eletroquímicos.  

Um biossensor é um pequeno dispositivo que possui propriedades biológicas 

de reconhecimento para uso em bioanálise. Cada dispositivo conta com um 

elemento de reconhecimento biológico ligado a um transdutor físico que converte o 

sinal biológico em sinal elétrico, sendo proporcional à concentração do analito 

[DICULESCU et al., 2005; WANG, 2006; SHARMA, et al., 2003].  

Para o desenvolvimento de um biossensor é essencial a presença de 

elementos sensíveis, os quais podem ser células inteiras, anticorpos, enzimas ou 

ácidos nucleicos que irão formar a camada de recognição que estará integrada com 

o transdutor, via imobilização por adsorção, ligação cruzada ou covalente (Figura 6) 

[RAUF, 2005].  

 

Figura 6. Representação esquemática de um biossensor. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de MERKOÇI, 2016. 

DNA 
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Os biossensores eletroquímicos combinam o poder analítico de métodos 

eletroquímicos com a especificidade do processo de reconhecimento biológico 

[PALEČEK et al., 1998]. Eles são classificados em amperométricos, condutimétricos 

e potenciométricos, desenvolvidos com o intuito de diagnosticar as diversas 

doenças. Uma das biomoléculas mais importantes é sem dúvida o ácido 

desoxirribonucléico (DNA) [De OLIVEIRA, 2006]. 

O DNA é uma macromolécula estruturalmente polimórfica que, dependendo 

da sequência de nucleotídeos e/ou condições ambientes, pode adotar uma 

variedade de conformações. A estrutura de dupla hélice de DNA consiste de duas 

fitas, formadas por grupos fosfatos e pentoses ligadas alternadamente por uma 

ponte fosfodiéster. Ele é responsável pela informação hereditária, coordena a 

síntese biológica de proteínas e enzimas através de processos de transcrição e 

replicação da informação genética em células vivas [RAUF et al., 2005]. Esta 

capacidade é garantida pela manutenção específica das suas bases púricas 

(guanina e adenina) e pirimidinas (citosina e timina) [BRETT, 2004].  

Os biossensores de DNA têm sido aplicados com sucesso tanto para 

determinação eletroanalítica de fármacos, quanto para o estudo da interação dos 

mesmos com o DNA [RAUF et al., 2005]. Nesses dispositivos, o analito se insere 

entre as fitas do DNA modificando sua conformação levando a exposição das bases, 

que por sua vez, serão passíveis de oxidação [MONTANARI, 2009].  

As técnicas analíticas usuais requerem muitas etapas, tempo e equipamentos 

caros, ao passo que os biossensores são rápidos, simples, econômicos e podem ser 

usados em áreas remotas onde a facilidade do uso de instrumentos sofisticados não 

está disponível [WANG et al., 2001].  

A eletrooxidação do DNA, em meio ácido, está relacionada à oxidação dos 

resíduos das bases purícas (adenina e guanina), sendo as bases pirimídicas (timina 

e citosina) eletroinativas nessas condições. De modo geral, em pH 7,4, guanina é 

oxidada em +0,7 V (vs. Ag/AgCl) e adenina em +0.97 V [BOUSSICAULT e ROBERT, 

2008] (Figura 7).  
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Figura 7. Voltamogramas de pulso diferencial com correção de linha de base para 

uma mistura equimolar com 20 M de guanina, adenina, timina e citosina em tampão 

fosfato, pH 7,4, em carbono vítreo. 

 

Fonte: Adaptado de BOUSSICAULT e ROBERT, 2008. 

Sob diversas condições, as moléculas de DNA são propensas a vários danos, 

fundamentalmente ao interagirem com algumas moléculas levando à alteração na 

sequência específica das bases o que provoca perturbações moleculares, que levam 

ao mau funcionamento da célula e alterações patológicas nos organismos vivos 

[DICULESCU, 2004; YOLA; ÖZALTIN, 2011]. Os radicais livres e exposição à 

radiação ionizante provoca danos oxidativos ao DNA gerando vários produtos na 

estrutura da dupla hélice tais como 8-oxoguanina, 2,8-oxoadenina, etc., que são 

mutagênicos [DICULESCU, 2004]. 

Genericamente, dos trabalhos realizados sobre reações eletroquímicas dos 

ácidos nucléicos, apenas as bases guanina (G) e adenina (D) mostraram sofrer 

oxidação na superfície do eletrodo, cujo mecanismo segue dois passos envolvendo 

a perda total de quatro elétrons e quatro prótons para a guanina e seis elétrons e 

seis prótons para a adenina (Figura 8) [WANG; LIU; DONG, 2001]. 
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Figura 8. Mecanismo de oxidação para as bases, (a) guanina e (b) adenina 

 

Fonte: Adaptado de WANG, LIU e DONG, 2001. 

A Figura 9 mostra os voltamogramas de oxidação das fitas dupla (dsDNA) e 

simples (ssDNA), onde é possível notar a presença de duas ondas anódicas 

referentes as bases guanina e adenina. Contudo, as correntes de pico das bases no 

dsDNA, apresentam um valor inferior em relação à das bases do ssDNA, ilustrando 

uma dificuldade significativa quanto à transferência de elétrons a partir do interior da 

estrutura rígida da cadeia dupla para a superfície de eletrodo, contrariamente à 

estrutura flexível da cadeia simples que apresenta suas bases oxidáveis próximas à 

superfície do eletrodo [DICULESCU et al., 2005]. 
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Figura 9.  Voltamograma de pulso diferencial obtido com eletrodo de carbono vítreo 

modificado com DNA (60 g mL-1), tampão acetato (0,1 M), pH 4,5: (a) ssDNA e (b) 

dsDNA. 

 

 Fonte: Adaptado de DICULESCU; PAQUIM; BRETT, 2005. 

 

Existem várias possibilidades pelas quais moléculas pequenas ou fármacos 

podem seletivamente se ligar ao DNA, destacando-se a intercalação; ligação em 

fendas maiores e/ou menores; alquilação, etc. [PINDUR; JANSEN; LEMSTER, 

2005]. Na intercalação, a substância é inserida entre os pares (fitas) do DNA, 

ocorrendo simultaneamente o desenrolamento e alongamento da dupla hélice 

enquanto a ligação em fendas ocorre covalentemente ou por interações 

eletrostáticas sem perturbar a estrutura dupla de DNA em grande extensão [De 

ABREU, 2008]. 

O uso de biossensores de DNA tem tido várias aplicações para fins 

eletroanaliticos na determinação de metais pesados (Hg2+, Ag+, Cu2+ e Pb2+) 

[SAIDUR et al., 2016], HIV [GONG et al., 2017], da capacidade anti-oxidante 

[BARROSO et al., 2016], de toxinas produzidas por bactérias [LOW et al., 2017; 

HAJIHOSSEINI et al., 2016], de proteínas, de fármacos anti-câncer, de radicais 

livres, de radiação, entre outros [DILESCU et al., 2016]. 
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2.3 Nitroaromáticos 

Do ponto de vista biológico, os nitroaromáticos formam uma classe importante 

de compostos biologicamente ativos, despertando, dessa forma, forte interesse na 

investigação da sua ação molecular como fármacos e/ou candidatos a fármacos, 

utilizando diversos métodos de análise [ANDRES et al., 2013]. 

Os nitrocompostos têm uma aplicação diversificada, constituindo matéria 

prima para a síntese de medicamentos, corantes, perfumes, fertilizantes, plásticos, 

explosivos e na construção de sensores. O maior interesse nessa classe de 

compostos fundamenta-se na dualidade da sua ação biológica, pois, por um lado 

são avaliados como compostos nocivos e por outro lado como compostos com ação 

medicinal, atraindo assim atenção ao longo de décadas [BADGUDJAR et al., 2007]. 

Muitos são mutagênicos e alguns são cancerígenos [PUROHIT; BASU, 2000; 

KOVACIC; SOMANATHA, 2014]; outros são medicamentos importantes [ANDRES, 

2013; KOVACIC, 2014]. Em particular, vários nitroaromáticos são amplamente 

utilizados como agentes antimicrobianos para o tratamento de infecções 

protozoárias anaeróbias potencialmente graves como tricomoníase, amebíase, 

giardíase, doenças de chagas, etc., e infecções bacterianas [TOCHER, 1997; 

VALDEZ et al., 2009; LÖFMARK et al., 2010; TOWNSON et al., 1994; LI et al., 2007; 

BUSATTI et al., 2013]. 

Estudos eletroquímicos de nitrocompostos datam do início de 1900, quando 

Haber reportou as etapas envolvidas na redução do nitrobenzeno, entretanto, este 

grupo de compostos continua a gerar interesse na comunidade científica, visto que 

vários nitrocompostos são produzidos com finalidade terapêutica, como já visto, e, 

consequentemente, são introduzidos em organismos vivos e metabolizados, com 

envolvimento, na maioria das vezes, de processos redox [SQUELLA et al., 2005; 

MOSCOSO et al., 2011; LOPES et al., 2015]. 

Há indícios de que os intermediários reativos formados em meio anaeróbio 

como Ar-NO2
•-, Ar-NHOH e Ar-NO2H

•, podem interagir com o DNA, provocando 

danos [CARBAJO, 2002; MANDAL, 2004; PAULA, 2009; BOLLO et al., 2010, 

SQUELLA et al., 2005]. Dessa forma, a redução eletroquímica de nitrocompostos 

tem desempenhado um papel importante no desenvolvimento da eletroquímica 

orgânica [FICHTER,1942]. 
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Diante da contínua investigação eletroquímica de nitrocompostos, é possível 

observar que o mecanismo de redução de diferentes classes de nitroaromáticos 

envolve uma série de adições monoeletrônicas que podem estar acopladas a 

reações químicas subsequentes, responsáveis pelos diferentes perfis voltamétricos 

obtidos durante o processo de redução, o que produz, em termos gerais, 

essencialmente o ânion radical nitro (Ar-NO2
•-), o nitroso (Ar-NO), a hidroxilamina 

(Ar-NHOH) e amina (Ar-NH2), correspondentes. Os produtos eletrogerados 

dependem particularmente do meio reacional em que são gerados e, 

consequentemente, de sua reatividade e estabilidade. Há forte dependência com o 

pH do meio.  

Na Figura 10, são esquematizados os mecanismos para a redução de 

nitrobenzeno em diferentes meios (ácido, básico ou neutro) [HAMMERICH, 2016]. 

A redução dos compostos nitroaromáticos em soluções aquosas é realizada 

em uma única etapa irreversível de 4 elétrons e quatro prótons, levando à 

hidroxilamina, contrariamente ao que acontece em meios mistos, em que esta 

redução ocorre em etapas separadas: uma primeira onda de 1 elétron quasi-

reversível ao ânion radical nitro, seguida por uma nova redução em potenciais mais 

negativos para a hidroxilamina, refletindo uma limitação cinética imposta pela 

protonação termodinamicamente desfavorável do ânion radical, enquanto em 

solventes apróticos puros, a segunda redução corresponde a um processo 

totalmente irreversível que leva à formação do ânion radical nitroso, entre outros 

produtos, sem no entanto evidências da formação da hidroxilamina [ADRES; 

ECMANN; SMITH, 2013]. 
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Figura 10. Mecanismos propostos para a redução eletroquímica do nitrobenzeno em 

diferentes valores de pH. 

 

Fonte: Adaptado de [HAMMERICH, 2016]. 

 

Existe um caso particular de redução do grupo nitroaromático, em meio 

aprótico, quando a molécula possui um grupo ácido dissociável, tais como um ácido 

carboxílico, um fenol, ou um grupo –NH em nitroimidazóis. Ocorre uma variação da 

reação de protonação. Nesses casos, e na ausência de adição deliberada de ácidos, 

o radical ânion inicialmente formado é protonado pelo substrato, em um mecanismo 

conhecido como autoprotonação Figura 11. 
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Figura 11. Mecanismo típico de auto-protonação. 

 

Fonte: Adaptado de [HAMMERICH, 2016]. 

Nitroaromáticos como a 4-nitroftalonitrila, 2,4,7-trinitro-9-fluorenona, ácido 3,5-

dinitrobenzóico, têm sido empregados como mediadores redox para a determinação 

de compostos de interesse biológico. A Tabela 1 mostra alguns trabalhos, utilizando 

a voltametria cíclica e a amperometria para determinação de NADH, L-cisteína, L-

glutationa, com seus respectivos limites de detecção e faixa linear. 
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Tabela 1. Aplicação de diferentes nitroaromáticos como mediadores redox. 

Mediador Estrutura Analito Sensor Técnica pH 
Faixa 
linear 

(µmol L−1) 

LOD 
(µmol L−1) 

Referências 

 
 

Ácido 3,5-
dinitrobenzóico 

 

 

 

 
glutationa 

ECV/MWCNT-
CHIT/DNBA 

Amperometria 7,0 2,0 - 35 0,6 
CORRÊA et. 

al. 2013 
 

 
NADH 

ECV/MWCNT/
PEI/DNBA 

 
VC 

 
8 

 
4,0 - 42,0 

 
1,2 

SANTHIAGO 
et. al. 2009 

NADH 
ECV/MWCNT/

DNBA 
VC 

 
7.0 _ _ 

MOSCOSO et 
al., 2016 

 
 

2,4,7- Trinitro-9-
fluorenona 

  

NADH ECV/TNF VC 8,0 ------- ------- 
MANO et. al. 

2001 

 
3,5-Bis-(3,5-

dinitrobenzolami
no) ácido 
benzoico 

 

NADH ECV/D-NO2 VC 7,0 ------- ------ 
PAEZ et. al. 

2009 

 
 
 
 

4-Ácido 
carboxílico- 

2,5,7-trinitro-9-
fluorenona 

 

 

NADH ECV/TFCA VC 8,0 ------- ------- 

MANO et. al. 
2000 

 
 

Substrato de 
desidrogenase

s 
ECV/TFCA Amperometria 8,0 ------- ------- 

MANO et. al 
2001 

 

Glucose/NAD
H 

ECV/TFCA VC 8,0 ------- ------- 
MANO et. al. 

2001 
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4-
Nitroftalonitrila 

 
 

 

NADH EPC/4NPHN Amperometria 7,0 
0,8 - 8,5 

 
0,25 

 

 
 
 

LIMA et al.  
2008 

 
 
 
 

 
L-glutationa 

 

 
EPC/4NPHN 

 
Amperometria 

 
7,0 

 
0,8 - 83,0 

 
2,7 

 
Cisteína 

 
EPC/4NPHN 

 
Amperometria 7,0 0,8 – 13,3 0,25 

 
 

2-Nitro-9-
fluorenona 

 

NADH ECV/NF VC 8,0 5  - 200 ------- 

 
 

MANO et. al. 
1999 

 

2,4,7-trinitro-9-
fluorenona 

 

NADH EPC-ZP/TNF VC 7,0 5 - 260 0,4 

 
MUNTEAN et 

al., 2004 
4-ácido 

carboxílico-
2,5,7-trinitro-9-

fluorenona 

 

NADH 
EPC-

ZP/4ATNF 
VC 7,0 5 -120 0,6 
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5,5′-Ditiobis(2-
ácido 

nitrobenzóico) 
 

 

 
 
 

 
 

L-cisteína 

ECV/MWCNT/
PEI-

NPAu/DTNB 

 
 

Amperometria 

 
 

7,0 

 
 

9,0 - 250 

 
 

2,7 

 
 

SANTHIAGO 
et. al. 2010 

5,5′-Ditiobis(2-
ácido 

nitrobenzóico)pi
reno 

 

 

 

 
 

NADH 

 
 

ECV/MWCN//
DTNB-pyr 

 
 

VC 

 
 

7,0 

 
 
- 

 
 

0 - 400 

 
 

GIROUD, et 
al., 2017. 

Niclosamida 

 

 

NADH 
ECV/MWCNT/

NIC 
Amperometria 7,0 10 - 280 3,0 

 
 
 

LOPES et al. 
2015 

 
 
 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 
 
Nota: ECV: eletrodo de carbono vítreo. EPC: eletrodo de pasta de carbono. CHIT: quitosana.  DNBA: Ácido 3,5-dinitrobenzóico. TNF: 2,4,7- Trinitro-9-fluorenona. D-NO2: 3,5-
Bis-(3,5-dinitrobenzolamino) ácido benzoico. TFCA: 4-Ácido carboxílico- 2,5,7-trinitro-9-fluorenona. 4NPHN: 4-Nitroftalonitrila. NF: 2-Nitro-9-fluorenona. TNF: 2,4,7-trinitro-
9-fluorenona. 4ATNF: 4-ácido carboxílico-2,5,7-trinitro-9-fluorenona. DTNB: 5,5′-Ditiobis(2-ácido nitrobenzóico). DTNB-pyr: 5,5′-Ditiobis(2-ácido nitrobenzóico)pireno. NIC: 
Niclosamida. PEI: Polietilenamina. NPAu: Nanopartículas de Au. 
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2.3.1 Uso de 5-Nitroindol para a construção de sensor eletroquímico 

A importância dos derivados de indol reflete-se no grande número de 

publicações científicas relacionadas com estes compostos em diferentes áreas de 

conhecimento.  

Compostos aromáticos nitro-substituídos, tais como 5-nitroindol (Figura 12 A), 

têm recebido uma atenção significativa como potenciais análogos de nucleobases 

universais, devido à sua capacidade de formação de ligação de hidrogênio 

[GALLEGO; LOAKES, 2007]. Esta classe de compostos também foi usada para 

preparar filmes poli-indólicos com potenciais aplicações em vários domínios, tais 

como eletrônicos, eletrocatálise, materiais de ânodo em baterias, revestimento 

anticorrosivo e em farmacologia [XU et al., 2005]. Derivados nitroindólicos também 

têm atraído atenção, devido à perspectiva de sua futura utilização industrial, 

desempenhando um papel importante como intermediários na produção de 

pesticidas. Como resultado das inúmeras aplicações possíveis para estes 

compostos, um número crescente de estudos está sendo realizado, relacionado às 

questões ambientais, de segurança e de prevenção de risco, por exemplo, em 

citotoxicidade [KARALI, 2002]. 

 

Figura 12.  (A) estrutura do monômero 5-nitroindol e (B) estrutura do trímero do 5-
nitroindol. 

 

A  

 

 

Fonte: Adaptado de KOKKINIDIS, 1996. 

 

 

B 
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O estudo de eletrodos modificados com polímeros formados por 

eletropolimerização de compostos orgânicos tornou-se um campo de crescente 

interesse na eletroquímica devido à sua potencial aplicação [DELETIOĞLU et al., 

2010; KOKKINIDIS; KELAIDOPOULOU, 1996].  

Nos últimos anos, várias moléculas orgânicas, tais como pirrol, carbazol, indol 

têm recebido uma atenção crescente como revestimentos de material, porque eles 

são facilmente eletrografitados na superfície formando filmes condutores [TALBI et 

al., 2001]. Dessa forma, a família indol recebeu grande interesse devido às suas 

vantagens, especialmente, por ter boa estabilidade térmica e elevada atividade 

redox [TALBI, 1998, NIE et al., 2007]. Quando moléculas com grupo indol e seus 

derivados são expostos à oxidação eletroquímica em diversos eletrólitos, são 

produzidos polímeros sobre a superfície do eletrodo (Figura 12 B), vários trabalhos 

tem usado as técnicas de 1HRMN, FTIR e RAMAN para caracterizar o trímero 

formado [XU et al., 2006; DELETIOĞLU et al. 2010; TALBI et al., 1998]. 

 

 

2.4 Espécies reativas de nitrogênio e oxigênio 

 

O estresse oxidativo é definido como um desequilíbrio entre o sistema 

antioxidante e pró-oxidante. Ele está relacionado com muitas condições patológicas 

e está associada com a disfunção mitocondrial, apoptose, ou morte celular. As 

espécies reativas de oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (ERN) têm 

função na sinalização redox e são produzidos como subprodutos de processos 

metabólicos normais em todos os organismos aeróbios, e estão presentes em 

concentrações muito baixas em células [TEIXEIRA et al., 2016; BUTTERFIELD et 

al., 2007].  

A produção de EROs e de ERNs é parte integrante do metabolismo humano e 

é observada em várias condições fisiológicas (Tabela 2). Essas espécies têm 

importante função biológica, como na fagocitose, fenômeno em que são produzidas 

para eliminar o agente agressor. Por outro lado, quando sua produção é 

exacerbada, o organismo dispõe de um eficiente sistema antioxidante que consegue 

controlar e restabelecer o equilíbrio [GOULART et al., 2007; DULCE et al., 2016]. 
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Tabela 2. Espécies reativas de nitrogênio (ERN), oxigênio (ERO) e seus potenciais 

formais (E0). 

 Representação das espécies  Par redox E
0
 vs. NHE 

 

 

 

ERN 

 

Radicais 

NO
∙
 Óxido Nitrico NO

+
/NO

.
 +1,21 V 

NO2
∙
 Dióxido de nitrogênio NO2

.
/ NO2

−
 +0,99 V 

 

Não-radicais 

ONOO
−
 Peroxinitrito ONOO/ONOO

−
 +0,20 V 

ONOOH Ácido peroxinitroso   

NO2
+
 Cátion nitrônio NO2

+
/ NO2

.
 +1,56 V 

 

 

ERO 

 

Radicais 

O2
∙−

 Superóxido O2/ O2
∙−

 -0,33 V 

∙OH Hidroxila   

Não-radicais 

1
O2 Oxigênio singleto   

H2O2 Peróxido de Hidrogênio H2O2/O2 -0,15 V 

 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 
 

 
 

Espécies reativas de nitrogênio, provenientes do óxido nítrico (NO), têm um 

papel importante em muitas doenças tais como a artrite reumatóide [PHILLIPS, et 

al., 2010], aterosclerose [NAPOLI et al., 2006], câncer [NAKAMURA et al., 2006; 

ARANDA et al., 2012; XU et al., 2002; MASRI et al., 2005] e também em várias 

perturbações neurodegenerativas [IRAVANI et al., 2006]. Em particular, verificou-se 

que ERNs induzem a morte neuronal na doença de Parkinson [MIHM et al., 2001; 

ZHANG et al., 2006; NIKAM et al., 2009; AQUILANO et al., 2008] e também em 

outras patologias neurodegenerativas.  

O NO é altamente reativo e interage com várias moléculas, uma delas sendo 

o radical ânion superóxido (O2
-), formado durante o estresse oxidativo. A reação de 

NO e O2
- in vivo é extremamente rápida (k = 0.4 – 1.9 x 1010 M-1 s-1) e resulta na 

formação de peroxinitrito (ONOO- ) [ABE et al., 1995; BUTTERFIELD et al., 2007]. 
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A formação de peroxinitrito intracelular está assim associada à produção 

elevada de NO e a sua difusão para locais de formação de superóxido. Embora um 

nível bem controlado de peroxinitrito seja essencial para a integridade celular, em 

condições patológicas tais como infecção bacteriana, há uma produção de grandes 

quantidades de peroxinitrito além de outras ERO e ERN. Os estudos clínicos 

sugerem que os níveis anormais de peroxinitrito estão correlacionados com a 

citotoxicidade aguda e podem contribuir para muitas doenças, incluindo, acidente 

vascular cerebral, doença inflamatória do intestino e várias doenças 

neurodegenerativas [PACHER et al., 2007; SZABO et al., 2007; AMATORE et al., 

2008], cardiovasculares ou inflamatórias e diabetes (Figura 13) [PETEU et al., 2014]. 

O ONOO- sofre três principais vias de degradação em condições fisiológicas: 

se decompõe diretamente no radical nitrito (NO2)
.
 e ânion nitrato (NO3

-) ou através 

da formação intermediária de seu ácido conjugado (ácido peroxinutroso (O=N-O-

OH), pKa = 6,8) e a subsequente formação de radicais NO2
. e OH. e interage 

rapidamente com CO2, glutationa, hemoproteínas, peroxiredoxina, metais, tióis, etc 

[SIERACKI et al., 2013]. Em pH 7,4, pode danificar uma grande variedade de 

componentes moleculares nas células, incluindo o DNA e as proteínas, devido às 

suas propriedades oxidantes e de nitração.  

Considerando esta demanda urgente e o grande interesse em desenvolver 

instrumentos de quantificação específicos de ONOO-, as detecção e quantificação 

de ONOO- em sistemas biológicos são, portanto, uma tarefa desafiadora, mas muito 

importante para a compreensão da implicação de ONOO- na lesão oxidativa.  
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Figura 13. Peroxinitrito: formação, reatividade, quantificação e efeitos patogênicos. 

 

Fonte: Adaptado de PETEU et al., 2014. 

 

 

A vasta complexidade do ambiente real in vivo é ainda um dos principais 

obstáculos para a avaliação quantitativa do peroxinitrito, uma vez que tipicamente 

este interage com mais de um alvo, devido à sua alta reatividade. Em pH fisiológico, 

o peroxinitrito pode reagir com um número de biomoléculas, oxidando e nitrando 

moléculas celulares chave, tais como DNA, proteínas, e lipídeos, comprometendo a 

integridade e a funcionalidade e causando danos ao DNA [DUNCAN, 2003].  

A detecção de peroxinitrito requer, portanto, o desenvolvimento de 

metodologias que podem competir com as reações rápidas com CO2, glutationa e 

hemoproteína. A maioria dos métodos de detecção precoce são indiretos, com foco 

na detecção de produtos de reação. A nitrotirosina, entre outros produtos nitrados, 

como o nitrotocoferol, tem sido considerada há muito tempo como biomarcador da 

formação de peroxinitrito in vivo [HALLIWELL, 1997; SIERACKI et al., 2013). 
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2.4.1 Importância da detecção da 3-Nitro-L-tirosina   

Embora o peroxinitrito em si seja instável, a sua decomposição pode conduzir 

à formação de 3-nitro-L-tirosina (3-NT) por reação com resíduos de tirosina livres ou 

ligados a proteínas. Como resultado, a 3-NT é um produto final estável e tem sido 

proposto como biomarcador promissor para a determinação de danos oxidativos 

mediados por peroxinitrito [DALLE-DONNE et al., 2006; CONVENTZ et al., 2007; 

RICHARDS et al., 2006; HALLIWELL, 1997; DUNCAN, 2003]. Os biomarcadores 

tem características passíveis de avaliação e mensuração, como indicadores de 

processos biológicos normais, processos patogênicos ou de resposta farmacológica 

[LABAER, 2005].  

A nitração do anel aromático em resíduos de tirosina livres ligados à proteína 

é o produto principal do ataque do peroxinitrito, embora ele não reaja diretamente 

com tirosina. Em vez disso, forma radicais secundários, tais como CO3
.-
 e 

.
NO2, que 

são, de fato responsáveis pela oxidação e nitração. O mecanismo de nitração de 

tirosina em sistemas biológicos é um processo que envolve duas etapas (Figura 14) 

[TEIXEIRA et al., 2016].  

 

Figura 14. Reação proposta para nitração da tirosina e os valores de pka1, pka2 e 

pka3. 

 

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA, 2016.                                         3-nitro-L-tirosina 

 

Aumento dos níveis de 3-NT livre foram detectados em tecidos de acometidos 

com doenças neurodegenerativos e também em fluidos biológicos de pacientes com 

desordens neurológicas, tais como a doença de Parkinson [BUTTERFIELD et al., 
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2007; TSIKAS, 2012; MIHM et al., 2001]. Além disso, dados recentes sugerem um 

papel neurotóxico direto deste aminoácido modificado que pode causar uma perda 

seletiva dos neurônios [BLANCHARD-FILLON et al., 2006]. 

Várias técnicas altamente sensíveis têm sido utilizadas para identificar e 

quantificar 3-NT tanto em fluidos quanto em tecidos biológicos na faixa de picomolar 

e nanomolar, dentre as técnicas pode-se destacar o uso da cromatografia líquida, 

cromatografia gasosa acoplados a espectrometria de massas, espectrofotometria no 

UV-Vis e teste de ELISA (Tabela 3) [POURFARZAM et al., 2013; YANG, et al., 2010; 

GUVENÇ et al., 2014]. 

 

Tabela 3. Diferentes métodos para detecção de 3-NT em amostras biológicas. 

 Amostra 
Método de 
detecção 

Curva 
padrão/LOD 

LOQ Referências 

3-NT ligada a 
proteína 

Plasma ELISA 10-500 nM/ND ND 
DIETRICH-

MUSZALSKA et 
al, 2012 

3-NT ligada a 
proteína 

Plasma ELISA 10 M-10 mM ND KHAN et al., 2008 

3-NT-ligada a 
proteína 

Plasma e 
soro 

ELISA 
1,82 pmol/mg 

proteína 

4,29 
pmol/mg 
proteína 

WEBER et al., 
2012 

3-NT ligada a 
proteína 

Soro ELISA 2,0 nM ND KHAN, et al, 2006 

3-NT em 
resíduos de 

proteína 

Soro 
bovino, 

albumina 

HPLC/DAD 
280 e 357 nm 

4,3 pmol ND 
YANG, et al., 

2010 

3-NT e Tir 
Tecido 

cerebral 
HPLC/DAD 

278 nm 
6,7 nM ND 

GUVENÇ et al., 
2014 

3-NT e Tir Plasma 
HPLC/ UV 

540 nm 
0,5 nM ND 

ZHANG et al., 
2007 

3-NT livre Plasma 
HPLC/UV 470 

e 540 nm 

 
0,2 nM 

 
0,6 nM 

POURFARZAM et 
al., 2013 

3-NT livre Soro 
HPLC/ UV 

274 nm 
0,20 nM  KHAN et al., 2006 

3-NT livre Plasma LC-MS/MS 0,034 nM 0,112 nM HUI et al., 2012 

3-NT, 3-BT, DBT Urina LC/MS/MS 1,0 nM  KATO et al., 2009 

3-NT Plasma GC-MS/MS 0,03 nM 0,3 nM 
SODERLING et 

al., 2013 

      

Nota: DAD: arranjo de diodo. HPLC: cromatografia líquida de alta eficiência. LC: cromatografia 

líquida. UV: ultravioleta. MS: espectrometria de massas. ELISA: ensaio imunoenzimático. EDC: 

detector eletroquímico. Tir: tirosina. 3-NT: 3-nitrotirosina. 3-BT: 3bromotirosina. DBT: Dibromotirosina. 
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O uso da cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) acoplada à detecção 

eletroquímica tem sido amplamente utilizada para a medição do 3-NT livre e ligado à 

proteína. A alta sensibilidade dessa técnica levou ao seu uso bem-sucedido em 

estudos no plasma e no líquido cefalorraquidiano, onde as concentrações relatadas 

estão na faixa de nanomolar. No entanto, são necessários potenciais elevados para 

oxidar o 3-NT [SKINNER et al., 1997; TOHGI et al., 1999]. 

 

De acordo com a Tabela 4, os níveis de 3-NT em condições patológicas são 

ligeiramente mais elevados em comparação com os níveis em indivíduos saudáveis. 

Esta observação é, de fato, válida para várias amostras biológicas, 

independentemente do método de quantificação utilizados. A 3-NT foi detectada em 

vários tecidos e fluidos biológicos, incluindo o plasma, soro, urina, amostras de 

tecidos e outras amostras biológicas [TEIXEIRA et al., 2016]. 

Tabela 4. Faixas de concentração de 3-NT encontrados em diferentes amostras 

biológicas. 

Amostra Amostra 

biológica 

Método Concentração Referências 

12 voluntários 

saudáveis e não 

fumantes  
Plasma GC/NCI-MS/MS 0,74 ± 0,31nM 

SODERLING et al. 

6 voluntários 

saudáveis  Plasma GC-MS 
5,447 ± 2,783 

nM 

TSIKAS et al. 

 

20 voluntários 

saudáveis e não 

fumantes  
Plasma LC-MS/MS 4,54 ± 2,75 nM 

 

ZHANG et al. 

 

 

18 fumantes 

saudáveis  Plasma LC-MS/MS 17,42 ± 11,6 nM 

50 pacientes sem 

histórico de 

doenças cardíacas  
Plasma 

HPLC-

fluorescência  

(470 nm) 
4,4 ± 1,8 nM 

POURFARZAM 

et al.  
50 pacientes DAC 

estáveis Plasma 

HPLC-

fluorescência  

(470 nm) 
12,8 ± 3,9 nM 

50 pacientes com 

DAC instáveis Plasma 

HPLC-

fluorescência  

(470 nm) 
14,8 ± 4,8 nM 
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25 voluntários não 

fumantes saudáveis 

do sexo feminino  

soro ELISA 1,1 ± 0,81 M 
 

KHAN et al. 

 
24 pacientes com 

lúpus  soro ELISA 
96,52 ± 21,12 

M 

17 pacientes com 

doença de 

Alzheimer 

Líquido 

cefalorraquidiano 
GC/NCI-MS/MS 0,44 ± 0,031 nM RYBERG et al. 

 
14 pacientes com 

ELA 

Líquido 

cefalorraquidiano 
GC/NCI-MS/MS 0,38 ± 0,034 nM 

Artrite reumatoide 

ativa  soro HPLC 0,49 ± 0,27 M 

KUR, 1994 
Artrite reumatoide 

inicial soro HPLC 0,18 ± 0,007M 

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA, 2016. 

Nota: HPLC: cromatografia líquida de alta eficiência; GC: cromatografia gasosa; NCI: ionização 

química negativa; MS: espectrometria de massa; LC: cromatografia líquida; ELISA: ensaio 

imunoenzimático; DAC: doença arterial coronariana; ELA: Esclerose lateral amiotrófica. 

 

Os resultados encontrados na Tabela 4 mostraram claramente a importância 

da construção de um método eficaz para a detecção da 3-NT, uma vez que ela está 

relacionada com algumas doenças. Pesquisas encontradas na literatura 

demonstraram que os níveis plasmáticos de 3-NT estão elevados em pacientes com 

doença arterial coronariana (DAC). Em relação à aterosclerose, verificou-se que as 

artérias ateroscleróticas têm níveis mais elevados de 3-NT do que os vasos 

sanguíneos não ateroscleróticos. Além disso, há várias doenças relacionadas a 

problemas cardiovasculares tais como a inflamação do miocárdio, insuficiência 

cardíaca e aterosclerose [MERGOLA et al., 2013]. 

 

2.5 Importância da determinação dos ácidos ascórbico e úrico 

 O ácido L-ascórbico (AA, vitamina C) é um antioxidante que desempenha um 

papel importante no funcionamento do metabolismo humano. O AA (Figura 15 A) é 

uma vitamina solúvel em água que está envolvido em várias reações bioquímicas 

nas células e tecidos. Ele é encontrado no fluido celular do sistema nervoso central e 

no soro. É um nutriente essencial para os seres humanos.  Além disso, o AA não só 

ajuda a promover o desenvolvimento saudável da célula, a absorção de cálcio e o 
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crescimento do tecido normal, mas também pode ser um medicamento para o 

escorbuto, intoxicação por drogas, doença hepática, reações alérgicas e 

aterosclerose [YU et al., 2015; FERIN et al., 2013; CHOUKAIRI et al., 2015; 

MUKDASAI et al., 2015; SILVA et al., 2012]. 

 Sob condições fisiológicas, o AA é um doador de elétrons, o que permite a 

reação com os radicais biologicamente relevantes e outros oxidantes, tais como o 

ânion superóxido, oxigênio singleto, etc. Além disso, pode regenerar a vitamina E (α-

tocoferol). A vitamina C também atua como um cofator para enzimas envolvidas na 

biossíntese de colágeno e carnitina, participa na conversão do neurotransmissor 

dopamina para norepinefrina e no metabolismo da tirosina [FERIN et al., 2013]. 

O ácido úrico AU (Figura 15 B) é uma biomolécula importante derivado do 

metabolismo das purinas e quando é encontrado em quantidades elevadas no soro 

e urina pode fornecer informações sobre algumas doenças importantes (gota, dano 

renal, leucemia, doenças infecciosas, etc.) [VULCU et al.,2013].  

Estudos in vitro indicaram a importância do AU como uma substância 

antioxidante, atuando como um sequestrante poderoso de oxigênio singleto e dos 

radicais hidroxila [FERIN et al., 2013; YU et al., 2015]. Para uma pessoa saudável a 

concentração de (AU) no soro é na faixa de 240 - 520 mol L-1. A determinação da 

quantidade de AU em fluidos biológicos ocupa um lugar muito importante no 

diagnóstico de várias doenças [CHOUKAIRI et al., 2015]. 

Figura 15. Estrutura dos ácidos L-ascórbico e úrico. 

 

 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

AA e AU, geralmente, coexistem em matrizes biológicas reais, especialmente 

no soro, sangue e urina. Dessa forma, o desenvolvimento de um método seletivo e 

A B 
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sensível para a determinação simultânea dos mesmos é altamente desejável para 

aplicações analíticas e em diagnóstico [SILVA et al., 2012; CHOUKAIRI et al., 2015]. 

Vários métodos têm sido apresentados por diferentes pesquisadores para a 

determinação de AA e UA em amostras biológicas, tais como: métodos 

espectrofotométricos, cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), com detecção 

eletroquímica (EQ) ou ultravioleta (UV) e eletroforese capilar (EC) acoplado com UV 

[FERIN et al., 2013]. Além dessas técnicas, há muitos relatos, na literatura cientifica, 

do uso de técnicas eletroquímicas como voltametria cíclica, voltametria de pulso 

diferencial e amperometria para determinação simultânea desses analitos. 

 Diante disso, nesse trabalho, numa primeira etapa, foram utilizadas as 

técnicas eletroquímicas VC e VPD para estudar o comportamento eletroquímico do 

éster etílico da 3-nitro-L-tirosina (3NO2TEE) em meios prótico (tampão fosfato e 

acetato) e aprótico (DMF) e, em seguida, um biossensor de DNA foi construído para 

quantificar o nitrocomposto.  

Numa segunda etapa, foi desenvolvido um sensor eletroquímico 

nanoestruturado a base de nanotubos de carbono (MWCNT) e um filme polimérico 

eletrogerado in situ a partir de 5-nitroindol para determinação simultânea de AA e 

AU. Como foi visto, eles são importantes antioxidantes, presentes em amostras de 

urina e soro.  

É importante salientar que não há relatos na literatura sobre a utilização de 

biossensor de DNA para determinação da 3-nitro-L-tirosina e seus derivados. 

 

 



52 

 

3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

 

Estre trabalho visa o desenvolvimento de um sensor nanoestruturado a base 

de nanotubos de carbono e poli-5-indol e um biossensor de dsDNA para 

determinação de compostos de interesse biológico. 

3.2 Específicos 

 

 Elucidar o mecanismo eletroquímico de redução da 3NO2TEE, utilizando a 

voltametria cíclica em meio aprótico (DMF/TBAPF6) e realizar o estudo 

espectroeletroquímico. 

 Realizar o estudo eletroquímico da 3NO2TEE, em meio aquoso, em diferentes 

valores de pH; 

 Realizar a análise eletroquímica da interação entre 3NO2TEE com dsDNA 

para a construção do biossensor e desenvolver um método de quantificação 

da 3NO2TEE em concentrações nanomolares; 

 Preparar um eletrodo quimicamente modificado à base de nanotubos de 

carbono de paredes múltiplas (MWCNT) e de 5-NID oxidado, designado 

ECV/MWCNT/poli-5-NID; 

 Caracterizar o MWCNT após o tratamento ácido pela técnica de RAMAN; 

 Investigar o comportamento eletroquímico do ECV/MWCNT/poli-5-NID na 

ausência e presença de AA e AU; 

 Verificar a estabilidade e repetibilidade das medidas e no preparo do sensor; 

 Calcular parâmetros cinéticos na ausência de AA e AU; 

 Investigar o comportamento eletrocatalítico do sensor ECV/ MWCNT/poli-5-

NID na detecção de AA e AU; 

 Caracterizar a superfície do sensor por meio das técnicas MEV, AFM e XPS; 

 Obter curva analítica para detecção de AA e AU na plataforma 

nanoestruturada ECV/MWCNT/poli-5-NID bem como LOD, LOQ e faixa linear 

de resposta; 

 Determinar as concentrações de AA e AU em diferentes amostras biológicas. 
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4 EXPERIMENTAL  (PARTE 1) 
 
4.1 Regentes 

Os seguintes reagentes foram obtidos de seus respectivos fornecedores e 

utilizados sem tratamento prévio: o éster etílico da 3-nitro-L-tirosina e hidróxido de 

tetrabutilamônio (TBAOH) foram obtidos da Sigma-Aldrich, fosfato de sódio 

monobásico monoidratado (NaH2PO4.H2O), fosfato de sódio dibásico diidratado 

(Na2HPO4.2H2O), acetato de sódio foram obtidos da Vetec. 

Para os estudos eletroquímicos e em biossensor de DNA, o ácido 

desoxirribonucleico de fita dupla (dsDNA) de timo de bezerro e N,N-dimetilformamida 

(DMF) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). 

O hexafluorofosfato de tetrabutilamônio (TBAPF6) usado como eletrólitos de 

suporte em meio aprótico, foi seco à pressão reduzida e à temperatura de 40 ºC.  

Todos os reagentes químicos utilizados foram de grau analítico. Todas as 

soluções foram preparadas em água ultrapura (18,2 MΩ.cm) de um sistema de 

purificação Milli-Q da Millipore Inc.  

4.2 Equipamentos e materiais 

 Um potenciostato modelo PGSTAT30 da AUTOLAB, interfaceado a um 

microcomputador (GPES 4,9), foi empregado para as medidas eletroquímicas. O 

espectrofotômetro modelo 8453 da Agilent foi utilizado para o estudo da 3NO2TEE 

em meio aprótico, para interação da 3NO2TEE com TBAOH e determinação da 

concentração do gel de dsDNA.  

As medidas foram realizadas usando 5,0 mL de solução com diferentes 

valores de pH. A eliminação de oxigênio dissolvido foi feita pelo borbulhamento de 

um fluxo de N2(g), nas soluções, durante 10 minutos, antes das análises. 
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4.3 Preparação de solução estoque da 3NO2TEE 

Em um eppendorf, foram pesados 0,73 mg da substância e adicionado 250 L 

de tampão acetato pH 4,5.  Para a realização dos estudos eletroquímicos foi retirada 

uma alíquota de 50 L dessa solução e adicionada em 5,0 mL de tampão acetato pH 

4,5, para obter uma concentração de 100 M. 

4.4 Técnicas eletroquímicas 

4.4.1 Voltametria cíclica 

As tácnicas voltamétricas como voltametria cíclica (VC) e voltametria de pulso 

diferencial (VPD) vem sendo utilizadas para elucidar os mecanismos de redução 

eletroquímica dos nitrocompostos possibilitando avaliar a semelhança deste 

processo com o produzido via enzimática.  

A voltametria cíclica (VC) é uma técnica de varredura reversa de potencial, 

em que o potencial aplicado ao eletrodo é variado numa velocidade conhecida e, ao 

atingir o potencial final desejado, a varredura é revertida ao valor inicial, na mesma 

velocidade, ela é usada geralmente para estudar a transferência de elétrons entre a 

molécula e eletrodo, sendo aplicada para determinar as propriedades redox dos 

analitos a serem estudados. A VC é uma das técnicas mais empregadas nas 

análises, pois permite obter rapidamente uma quantidade extraordinária de 

informações sobre as reações de transferência de elétrons, analisar a reatividade 

química das espécies eletrogeradas e identificar espécies presentes em solução, 

com a obtenção de dados cinéticos e, por fim, auxilia na elucidação do mecanismo 

eletródico em questão [BRETT, 1996; BARD, 2001]. 

 

4.4.2 Voltametria de pulso diferencial  

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica muito usada em 

medidas em níveis traço, de espécies orgânicas e inorgânicas, em que, o degrau de 

potencial é a base deste tipo de voltametria [WANG, 2000b]. Na voltametria de pulso 

diferencial, pulsos de amplitude fixos sobrepostos a uma rampa de potencial 

crescente são aplicados ao eletrodo de trabalho. Em VPD, a corrente é medida duas 
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vezes, sendo uma antes da aplicação do pulso e outra ao final do pulso, onde a 

primeira corrente é instrumentalmente subtraída da segunda. Em seguida, a 

diferença das correntes é plotada em função do potencial aplicado, e o 

voltamograma resultante consiste de picos de corrente de forma gaussiana, cujas 

áreas são diretamente proporcionais à concentração do analito. 

4.5 Limpeza do eletrodo de carbono vítreo (ECV) 

 O ECV foi polido com alumina (0,3 m), lavado com água milli-Q, levado ao 

ultrassom por 1 min, em etanol e lavado com água novamente. A limpeza do 

eletrodo foi verificada por voltametria cíclica, utilizando K3[Fe(CN6] e K4[Fe(CN)6] 1 

mM, em KCl 0,1 M, sistema bem reversível em potenciais adequados. Em seguida, o 

ECV foi lavado com água e secado a temperatura ambiente. 

4.6 Estudos eletroquímicos da 3NO2TEE 

Em experimentos onde se utilizou a técnica de voltametria cíclica, variou-se 

a velocidade de varredura de 5 a 400 mV/s, enquanto que em voltametria de pulso 

diferencial, a velocidade de varredura foi de 5 mV/s. Para os estudos da 3NO2TEE 

em meio aprótico foi utilizado hexafluorofosfato de tetrabutilamônio (TBAPF6, 0,1 mol 

L-1) como eletrólito de suporte e N,N-dimetilformamida (DMF). A faixa de potencial 

trabalhado variou de +1,5 a -1,2 V, no sentido catódico, e -1,2 a +1,5 V, no sentido 

anódico. 

Para a realização das análises eletroquímicas em meio prótico, foi usado 

como eletrólito suporte solução tampão fosfato (pH 7,4). Este foi preparado 

utilizando fosfato de sódio monobásico 1,5 g (NaH2PO4) e fosfato de sódio dibásico 

0,95 g (Na2HPO4), dissolvidos em 200 mL água ultrapura. O valor de pH da solução 

foi determinado em pH-metro modelo Quimis Q400A [CHRISTIAN, 1994]. 

4.7 Preparação da solução tampão acetato 

A solução tampão acetato (0,075 mol.L-1, força iônica 0,2 mol.L-1) foi 

preparada por meio da mistura das soluções de ácido acético (HOAc) 1,0 mol L-1 e 

acetato de sódio (NaOAc) 1,0 mol.L-1, cuidadosamente preparadas com água 

ultrapura (padrão Milli-Q) fervida para garantir a ausência de microorganismos que 
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possam causar danos a molécula de DNA. Obteve-se um pH final de 4,5, faixa ótima 

para análises em biossensor de DNA. 

 

4.8 Preparação do gel de dsDNA 

O gel de dsDNA foi preparado após solubilização de 1,5 mg de dsDNA em 

125 L de tampão acetato pH 4,5, e submetidos à refrigeração por 48 h, para 

completa formação do gel de DNA. 

A pureza do DNA foi determinada usando o espectrofotômetro no Uv-Vis 

(modelo 8453 da Agilent). Nessa análise foi acompanhada a razão entre as bandas 

260 e 280 nm (A260/A280), que apresentou um valor de 1,8, indicando que o DNA 

estava suficientemente isento de proteína. A concentração molar do DNA foi 

determinada espectrofotometricamente com o acompanhamento da banda em 260 

nm, utilizando o coeficiente de extinção molar de 6600 L mol-1 cm-1. Nessa análise 

retirou-se 2,0 L do gel de dsDNA onde foi diluído em 2,0 mL de tampão acetato e 

adicionando a uma cubeta de quartzo [RADI et al., 2014].  

4.9 Condicionamento e preparação do biossensor de dsDNA 

Após a limpeza do eletrodo, foi feito o condicionamento para assegurar a 

imobilização do dsDNA. Este condicionamento foi realizado por meio da técnica de 

Voltametria de Pulso Diferencial (VPD), varrendo-se uma faixa de potencial (0 a +1,4 

V), em velocidade de 0,005 V.s-1 em um mínimo de três ciclos até completa 

estabilização da superfície eletródica (organização da dupla camada elétrica). Uma 

vez executado esse procedimento, o eletrodo se encontra polarizado positivamente, 

permitindo assim interações eletrostáticas entre este e os grupos fosfato do dsDNA 

Após o condicionamento, foram adicionados sobre o eletrodo de carbono 

vítreo, alíquotas com diferentes volumes de dsDNA até um volume final de 10 L. O 

gel sobre o eletrodo foi seco com um leve fluxo de N2 para formar um filme, este 

ECV/dsDNA foi utilizado para os estudos eletroquímicos. Após adição de dsDNA na 

superfície do ECV, o eletrodo foi deixado imerso por 15 min em uma solução de 

tampão acetato pH 4,5, contendo 100 M 3NO2TEE, em seguida, foi feito um novo 

condicionamento com aplicação do potencial de redução do grupo nitro e feita 
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varredura de potencial no sentido anódico de 0 a +1,4 V com uma velocidade de 

0,005 V.s-1.   

O estudo do tempo de condicionamento do ECV/dsDNA foi efetuado 

aplicando -0,5 V (pH 4,5) e -0,6 V (pH 7,4), durante 60, 120, 240 e 300 s e feita 

varredura de potencial no sentido anódico de 0 a +1,4 V.   

Para determinação da melhor concentração de dsDNA na superfice do ECV, 

foi feito o estudo em que a concentração de DNA variou de 9,5 a 95 19 mmol L-1. 

Após cada adição do gel de DNA e efetuadas as analises eletroquímicas, foi 

necessário realizar a limpeza e o condicionamento do eletrodo para posterior adição 

de outra alíquota do gel. 

A contrução da curva analítica foi realizada utilizando 19 mmol L-1 de dsDNA 

na superfície do eletrodo com diferentes concentrações da 3NO2TEE.  

4.10 Estudos em meio aprótico do éster etílico da 3-nitro-L-tirosina 

4.10.1 Análise eletroquímica por VC  

 Os estudos eletroquímicos foram realizados por voltametria cíclica (VC) no 

sentido catódico (0,5 a -1,2 V) e no sentido anódico (-0,5 a 1,5 V) com velocidade de 

varredura de 0,100 V s
-1

. Para o estudo da velocidade de varredura, foram efetuadas 

velocidades de 0,010 a 0,400 V s-1. Nesse experimento foi utilizado eletrodo de disco 

de Pt como eletrodo de trabalho. c= 100 mol L-1. 

4.10.2 Espectroeletroquímica 

Os estudos eletroquímicos da 3NO2TEE (c= 1,0 x 10-3 mol L-1) foram 

realizados por voltametria cíclica (VC) no sentido catódico (0,0 a -1,4 V) com 

velocidade de varredura de 0,100 V s-1, sem aplicação de potencial de 

condicionamento e aplicando um potencial de -0,9 V durante 5, 30, 60, 90 e 120 s. A 

faixa de comprimento de onda utilizada nesse experimento foi de 250 a 800 nm. 

Para a realização desse experimento foi utilizado um eletrodo de rede de Pt (1,0 

cm2) como eletrodo de trabalho, uma cubeta de quartzo (caminho óptico de 2 mm) 

como cela eletroquímica.  
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4.10.3 Estudo da interação do éster etílico da 3-nitro-L-tirosina com hidróxido de 

tetrabutilamônio 

Os estudos eletroquímicos da 3NO2TEE (c = 1,0 mmol.L-1) foram realizados 

por voltametria cíclica (VC) no sentido catódico (E = 0,5 a -2,5 V) com velocidade de 

varredura de 0,100 V.s-1, sem adição de TBAOH e com adição de 1,3 x 10-4 mol L-1 

de TBAOH, utilizando o eletrodo de carbono vítreo como eletrodo de trabalho.  

Para o estudo espectrofotométrico da 3NO2TEE (c = 0,1 mmol L-1) no UV-vis 

foi adicionado 6,6 x 10-5 mol L-1 de TBAOH em uma cubeta de quartzo (caminho 

óptico de 1,0 cm). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO (PARTE 1) 

 

Os resultados desenvolvidos nesse trabalho foram divididos em duas partes 

para melhor entendimento. Na parte um foram feitos os estudos eletroquímicos da 

3NO2TEE em meios prótico e aprótico, bem como o desenvolvimento de um 

biossensor de dsDNA para detecção eletroquímica do éster etílico da 3-nitro-L-

tirosina. Na parte dois será abordado a construção de um sensor eletroquímico a 

base de nanotubos de carbono e polímero da 5-nitroindol para detecção de ácido 

ascórbico e ácido úrico em amostra de urina e soro. 

 

5.1 Estudos eletroquímicos da 3NO2TEE em meio aprótico em eletrodo de Pt 

Os estudos eletroquímicos da 3NO2TEE, em meio aprótico, foram realizados, 

com a utilização de VC e VPD. Nesse estudo, fez-se o uso de DMF/TBAPF6 (0,1 mol 

L-1). O processo eletroquímico de redução de 3NO2TEE, em meio aprótico, em 

eletrodo de Pt, é típico de nitroaromáticos [BOLLO et al., 2003; ARGUELLO et al., 

2001] portadores de substituintes ácidos é representado por um ombro Ic (EpIc -0,72 

V) e uma onda bem definida (IIc), em potencial EpIIc = -0,87 V. Em ciclos 

sucessivos, nota-se que a onda Ic desaparece, mostrando que a espécie original foi 

consumida na superfície do eletrodo (Figura 16 A).  

A Figura 16 B mostra, a partir de potenciais de inversão adequados, após Ic 

(E = -0,72 V) e IIc (E = -0,87 V), observam-se dois picos de oxidação (Ia e IIa). O 

pico anódico Ia é eletrogerado a partir de Ic e IIa (EpIIa = 0,26 V), por sua vez, 

somente a partir da redução em IIc (Figura 16 B). 
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Figura 16. Voltamogramas cíclicos de 3NO2TEE (c = 100 M), em DMF/TBAPF6 (0,1 mol 

L-1), (---) primeiro ciclo; (---) Segundo ciclo (A) e (B) corte 1 (---) e corte 2 (---). Faixa de 

potencial + 0,5 V a -1,2 V. Pt, : 0,100 V s-1. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

A partir do estudo voltamétrico (Figura 17A) também foram obtidos os valores 

de intensidade de corrente para a segunda onda de redução em função da raiz 

quadrada da velocidade de varredura (Ipc vs. ѵ1/2). A linearidade dos pontos mostra 

que o transporte de massa através da solução até a superfície eletródica, é 

controlado por difusão (Figura 17 B).  

Figura 17. Voltamogramas cíclicos de 3NO2TEE (c = 100 M), em DMF/TBAPF6 (0,1 

mol L-1), Pt. Faixa de potencial 0,5 a -1,2 V (A) e IpIIc vs. 1/2 (B). 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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5.2 Espectroeletroquímica da 3NO2TEE, em meio aprótico 

A espectroeletroquímica foi realizada para auxiliar na elucidação do 

mecanismo de redução, com análise espectroscópica no UV-Vis dos intermediários 

produzidos via eletrólise em potencial relativo a Ic (EpIc= -0,50 V) e posteriormente 

em IIc (EpIIc = -0,910 V) (Figura 18 A). Nesse experimento, o potencial era mantido 

em valores constantes e espectros UV-Vis eram obtidos em tempos variados, de 30 

em 30 s até 120 s. 

A Figura 18 B mostra o espectro UV-Vis para a 3-NO2TEE. Nessa análise, no 

tempo 0, observa-se a presença de duas bandas em 271 e 350 nm, antes da 

aplicação do potencial em -0,9 V. Essas bandas são referentes às transições 

eletrônicas * (271 nm) do anel aromático e n * (350 nm) da hidroxila fenólica. 

Após aplicação de potencial de redução em -0,9 V, durante 30, 60, 90 e 120 s houve 

o aumento da banda em 271 nm, com deslocamento hipsocrômico (261 nm), o 

decréscimo da banda em 350 nm, com deslocamento batocrômico (356 nm) e o 

surgimento e aumento consecutivo da banda em 456 nm, referente à formação da 

base conjugada de 3NO2TEE [SQUELLA et al., 2006]. Na Figura 18 C foi possível 

acompanhar o comportamento espectrofotométrico durante a varredura catódica de 

potencial. O compartamento espectroscópico é similar ao apresentado no 

experimento de eletrólise. Houve surgimento da banda em 456 nm, comprovando a 

formação da base conjugada, após a primeira onda de redução (-0,5 V), quando a 

varredura atingiu o potencial de -0,6 V (6 s), além, da diminuição da banda em 354 

nm, indicando que o 3NO2TEE estava sendo consumido durante a varredura. Esse 

comportamento também foi observado após a redução na segunda onda catódica 

(EpIc= -0,91 V). 
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Figura 18. Espectro-eletroquímica da 3NO2TEE em meio aprótico (DMF/TBAPF6, 0,1 

mol L-1). Rede de Pt como eletrodo de trabalho; (A) E = 0,0 V a -1,4 V;  = 0,100 V s-1(---) 

eletrólito de suporte, (---) primeiro ciclo, (---) segundo ciclo e (B) espectro de UV-Vis,  

(---) sem aplicação de E, (---) 30, (---) 60, (---) 90 e (---) 120 s em -0,9 V vs. Ag/AgCl/Cl-  
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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5.3 Estudo da interação da 3NO2TEE e TBAOH em meio aprótico 

 

Na análise voltamétrica da 3NO2TEE em meio aprótico, utilizando eletrodo de 

carbono vítreo (ECV) (Figuras 19 A e B), o perfil voltamétrico é representado por 3 

picos (Ic, IIc e IIIc), o primeiro deles, em E = -0,7 V, mal definido, pela proximidade 

com a onda IIc, em -0,83 V. A terceira onda de redução localiza-se em -1,6 V e é 

mais pronunciada que as outras. Além disso, ela é responsável para o surgimento 

da onda IIa em 0,11 V. Na segunda varredura, a primeira onda desaparece e a 

terceira tem seu perfil modificado, com deslocamento catódico do potencial. Os 

picos IIc e IIIc são típicos de redução de nitroaromáticos e a presença de Ic sugere o 

mecanismo de autoprotonação. Para confirmar, o uso de bases é fundamental, no 

caso, o hidróxido de tetrabutilamônio (TBAOH). Ao adicionar TBAOH (1,3 x 10-4 mol 

L-1), houve o desaparecimento de Ic, com permanência das ondas IIc e IIIc.  

A análise espectrofotométrica (Figura 19 C) foi realizada com o material 

original e o resultante da adição da base. As duas bandas em 272 e 350 nm 

relativas ao 3NO2TEE são observadas. O perfil modifica-se, após adição da base 

(6,6 x 10-5 mol L-1 TBAOH), com o surgimento da banda em 459 nm, referente à 

formação da base conjugada e a diminuição da banda referente a transição n – * 

da hidroxila fenólica que foi consumida durante o processo. 
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Figura 19. (A) VC da 3NO2TEE em meio aprótico (DMF/ TBAPF6, 0,1 mol L-1), E = 0,5 V a 

-2,5 V, (B) (---) sem TBAOH, (---) 1,3 x 10-4 mol L-1 TBAOH,  0,100 V s-1 ECV, c = 1,0 

mmol L-1 3NO2TEE e (C) espectro no UV-Vis (---) 1,0 x 10-4 mol L-1 3NO2TEE e (---) 1,0 x 

10-4 mol L-1 3NO2TEE com 6,6 x 10-5 mol L-1 TBAOH. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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5.4. Racionalização das etapas para a redução em meio aprótico da 3NO2TEE 

 Com a finalidade de racionalizar os resultados encontrados, à 3NO2TEE será 

representado pela sigla HOArNO2, sendo o –OH representativo do grupo fenólico e o 

–NO2 do grupo nitroaromático, os mais importantes no processo redox. Os 

resultados experimentais relacionados com a primeira onda de redução de 

(HOArNO2) refere-se ao processo de geração do radical-ânion-nitro (HOArNO2
.-), 

que, devido à sua característica básica, sofre protonação a partir da substância 

original (HOArNO2), caracterizando o processo de auto-protonação, formando o 

radical (HOArNO2
.) e a respectiva base conjugada (-OArNO2). Nota-se que a onda Ic 

(EpIc= -0,72 V) desaparece em ciclos posteriores e que a sua correspondente IIa é 

referente à formação da hidroxilamina (HOArNHOH) (EpIIa= -0,38 V) (Figura 19 B). A 

segunda onda é atribuída à redução da base conjugada (-OArNO2) onda IIc, (-0,87 

V) envolvendo 4e-/4H+, gerando a espécie (-OArNHOH) (Figura 20). 
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Figura 20. Etapas de redução da 3NO2TEE, com auto-protonação, em meio aprótico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor dessa tese, 2016. 
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5.5 Estudos eletroquímicos da 3NO2TEE em meio prótico 

A Figura 21 mostra o processo de dissociação de 3NO2TEE e os respectivos 

valores de pKa1= 7,20 referente à desprotonação da hidroxila fenólica, e o pKa2= 

9,11 do cátion amônio para gerar as bases conjugadas. Esses dados são 

importantes, pois, o comportamento eletroquímico da substância é dependente do 

pH do meio.  

Figura 21. Equações de dissociação de 3NO2TEE e respectivos valores de pKa1 e 
pKa2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor dessa tese, 2016. 

 

A Figura 22 mostra os voltamogramas cíclicos de 3NO2TEE (c = 100 M), sob 

diferentes valores de pH (4,5; 7,4 e 10,0). O experimento mostrado na Figura 22 A 

foi obtido, com varredura entre  E= +0,50 V e -1,20 V, no sentido catódico. Na 

primeira varredura de potencial, nota-se o surgimento de um pico catódico (Ic) que 

corresponde à redução característica de nitroaromáticos, em soluções aquosas, que 

ocorre em uma única etapa, em processo irreversível, EpIc = -0,51 V (pH 4,5), EpIc 

= -0,64 V (pH 7,4) e EpIc = -0,84 V (pH 10,0). Esse deslocamento de potencial para 

valores mais negativos com o aumento do pH se deve a uma maior dificuldade para 

a redução do nitro, envolvendo um consumo de 4 e- / 4 H+, que leva à formação da 

hidroxilamina e liberação da água [AGRAWAL, A.; TRATNYEK, P. G. 1996; ADRES; 

ECMANN; SMITH, 2013]. Observa-se um pico anódico irreversível (Ia) em Epa = 

+0,38 V (pH 4,5), Epa = +0,19 V (pH 7,4) e Epa = +0,05 V (pH 10,0) que 

= 
9,11 

9,11 
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corresponde à oxidação da hidroxilamina eletrogerada durante o processo de 

redução [ANDRES et al., 2013]. 

O pico IIa em Epa = +1,06 V, +0,88V e +0,85V para os valores de pH  4,5, 7,4 

e 10,0, respectivamente (Figura 22 B), está relacionado com a oxidação irreversível 

do grupo fenólico presente na molécula e este se desloca para valores menos 

positivos com o aumento do pH. Isto acontece porque o processo de oxidação é 

facilitado em valores de pH maiores.  

Figura 22. VC de 3NO2TEE (c = 100 M), em tampão acetato 0,10 M, pH 4,5, (---), 

tampão fosfato pH 7,4 (---) e 10,0 (---), ECV, = 0,100 V s-1. E = + 0,5 V a - 1,2 V, (B) E= 

+1,5 V a -1,2 V. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

  

Na Figura 23, observa-se a presença de uma única onda anódica referente à 

oxidação da hidroxila fenólica. Na faixa de potencial escolhida (-0,5 a +1,5 V) não foi 

possível evidenciar a presença de outros grupos susceptíveis à oxidação, uma vez 

que não houve redução do grupo nitro. 
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Figura 23. VC de 3NO2TEE (c = 100 M), em tampão acetato 0,10 M, pH 4,5, (---), 

tampão fosfato pH 7,4 (---) e 10,0 (---). E= - 0,5 V a + 1,5 V,   0,100 V s-1, ECV. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

A partir do estudo voltamétrico em diferentes valores de pH (4,5, 7,4 e 10,0) 

(Figuras 24 A, C e E) foram obtidos os valores de intensidade de corrente para a 

primeira onda de redução em função da raiz quadrada da velocidade de varredura 

(Ipc vs. ѵ1/2). A linearidade dos pontos mostra que o transporte de massa através da 

solução até a superfície do eletrodo, é controlado por difusão (Figuras 24 B, D e F). 
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Figura 24. VC de 3NO2TEE (c = 100 M), E = 0,5 V a -1,2 V,  = 0,010 a 400 V s-1, pH 4,5 

(A e B), 7,4 (C e D) e 10,0 (D e E). ECV. (B, D e F) Ipc vs. ѵ1/2. 
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A VPD foi utilizada em adição à VC para estudar o comportamento da 

3NO2TEE, na redução e na oxidação, em diferentes faixas de potencial.  

Na Figura 25, observa-se a onda Ic referente à redução do grupo nitro, como 

foi observado por voltametria cíclica, e que esta sofre deslocamento para valores 

mais negativos com o aumento do pH, indicando que o processo de redução é 

dificultado [ABREU, et al., 2002].  

 

Figura 25. VPD de 3NO2TEE (c = 100 M), em tampão acetato 0,10 M, pH 4,5, (---), 

tampão fosfato pH 7,4 (---) e 10,0 (---). E= 0,5 V a -1,2 V,  = 0,005 V s-1, ECV. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

A racionalização mecanística para a redução da 3NO2TEE em meio aquoso 

pH 7,4 pode ser resumida na Figura 26, que inclui mecanismo eletroquímico-

químico-eletroquímico (ECE), com transferências de elétrons, protonações e 

desidratação. 
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Figura 26. Racionalização mecanística da redução eletroquímica da 3NO2TEE em pH 

7,4. 

 

Esse mecanismo pode ser resumido em: 

 

Fonte: Adaptado de ANDRES et al., 2013. 
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Na Figura 27, utilizando VPD, foi feita uma varredura no sentido anódico sem 

a aplicação do potencial de redução do nitro, onde foi possível observar apenas uma 

onda de redução referente à oxidação da hidroxila fenólica. Em seguida, 

condicionou-se o eletrodo com aplicação do potencial de redução do nitro durante 

120 s, nos seguintes potenciais (Ep= -0,50 V, Ep= -0,6 V e Ep = -0,75 V), em tampão 

acetato, pH 4,5 e tampão fosfato pH 7,4 e 10,0, respectivamente. Assim, foi possível 

verificar o surgimento do pico Ia (0,33 V, 0,13 V e 0,02 V) referente à formação e 

oxidação da hidroxilamina, e que este desloca-se para potenciais menos positivos, à 

medida que o valor do pH do meio aumenta. 

Figura 27. VPD de 3NO2TEE (c = 100 M), (A) tampão acetato pH 4,5; (B e C) tampão 

fosfato pH 7,4 e 10,0. (---) sem condicionamento; (---) 120 s de condicionamento, 

ECV = 0,005 V s-1. (A e B) E= 0,0 V a -1,2 V e (C) E= -0,25 V a +1,5 V. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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5.6 Estudos eletroquímicos 3NO2TEE com dsDNA 

5.6.1 Estudo da interação da 3NO2TEE em biossensor de DNA  

A reatividade da 3NO2TEE frente à biomolécula do DNA foi investigada 

utilizando um filme de dsDNA, preparado em tampão acetato, pH 4,5, depositado 

sobre a superfície de um eletrodo de carbono vítreo para formar o biossensor de 

dsDNA.  

As Figuras 28 A e C mostram os voltamogramas de pulso diferencial para a 

redução de 3NO2TEE sem dsDNA e com 19,0 mmol L-1 dsDNA. Quando foi utilizado 

ECV modificado com dsDNA na superfície do eletrodo e deixado interagir por 15 

min, houve aumento significativo nas correntes de pico catódico e um ganho de 

potencial em cerca de 40 mV (pH 4,5) e 30 mV (pH 7,4) na redução do grupo nitro. 

Nas Figuras 28 B e D, verificam-se um ganho de corrente significativo quando o 

eletrodo foi modificado com dsDNA, indicando que o dsDNA causa uma pré-

concentração da substância na superfície do eletrodo, podendo ser atribuído as 

interações entre as cargas negativas do grupo fosfato do DNA e a carga positiva da 

3NO2TEE. 
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Figura 28. VPD e VC de 3NO2TEE (c = 100 M). (A e C) VPD (---) sem dsDNA, (---) 

ECV/dsDNA (19,0 mmol L-1). E= 0,5 V a -1,0 V.  = 0,005 V s-1. (B e D) VC (---) scan 1 

sem dsDNA e (---) varredura 1 ECV/dsDNA (19,0 mmol L-1). E= 0,5 V a -1,0 V. : 0,100 V 

s-1. A e B (pH 4,5) C e D (pH 7,4). 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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Com o intuito de verificar o melhor tempo de condicionamento para a 

construção do biossensor (Figura 29 A), foi necessário deixar o biossensor imerso 

na solução contendo 3NO2TEE, e transcorrido o tempo de contato estabelecido de 

15 min. Efetuaram-se as medidas eletroquímicas utilizando a voltametria de pulso 

diferencial, para averiguar possíveis modificações no perfil eletroquímico. Após essa 

etapa, foram aplicados diferentes tempos de condicionamento no potencial 

correspondente à redução do grupo nitro em tampão acetato (pH 4,5) e, logo em 

seguida, foi realizada varredura em potencial no sentido anódico (Figura 29 B).  

Figura 29. VPD de 3NO2TEE (c = 100 M), em tampão acetato 0,10 M, pH 4,5; 

ECV/dsDNA (57 mmol L-1). (A) Condicionamento Epc = -0,50 V aplicado por: 60 s (---), 

120 s (---), 240 s (---) e 300 s (---); E= 0,2 a 1,4 V; (B) I vs. t (s),  = 0,005 V s-1 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

As Figuras 30 A e B mostram os estudos da interação em diferentes 

concentrações de dsDNA para a construção do biossensor na presença do 

3NO2TEE. Nesse estudo, foi aplicado um potencial de condicionamento (Epc = -0,50 

V) durante 120 e 240 s. A partir desse experimento, observa-se que com a adição de 

19 mmol L-1 de dsDNA na superfície do eletrodo houve um aumento significativo das 

correntes dos picos Ia (0,34 V) e IIa (0,48 V). No entanto, em sucessivas adições de 
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dsDNA, as correntes dos referidos picos diminuíram, devido a um possível e parcial 

bloqueio da superfície do eletrodo, dificultando a resposta eletroquímica (Figuras 30 

C e D). Antes de cada modificação, foram feitos a limpeza e o condicionamento do 

eletrodo. Esse procedimento foi útil para garantir uma melhor resposta para os 

estudos eletroquímicos em sequência. 

Figura 30. VPD de 3NO2TEE (c = 100 M), em tampão acetato 0,10 M, pH 4,5; ECV/ 

dsDNA (Epc= -0,50 V),  (A) 120 s e (B) 240 s de condicionamento. (A e B) sem dsDNA  

(---), 9,5 mmol L-1 (---), 19 mmol L-1 (---), 38 mmol L-1 (---), 57 mmol L-1 (---), 76 mmol L-1   

(---) e 95 mmol L-1 (---) de dsDNA; Faixa de potencial: 0,0 V a 1,2 V; (C) Ia vs. [dsDNA] 

e (D)IIa vs. [dsDNA]; 120 s (---) e 240 s (---),  = 0,005 V s-1. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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A Figura 31 mostra diferentes tempos de condicionamento para a construção 

do biossensor, em tampão fosfato pH 7,4 (Figuras 31 A e B). Para isso, foi 

necessário deixar o biossensor imerso na solução, e em seguida, efetuaram-se as 

medidas eletroquímicas utilizando VPD. Como visto anteriormente (Figura 30), 

quando foi adicionado 19 mmol L-1 de dsDNA na superfície do eletrodo houve um 

aumento significativo das correntes dos picos Ia e após consecutivas adições de 

dsDNA, houve uma diminuição significativa na corrente do pico Ia. Isto 

provavelmente ocorreu devido a um possível bloqueio da superfície do eletrodo. A 

Figura 31 C mostra a variação da corrente de pico anódica em função da 

concentração de DNA na superfície do ECV, aplicando 120 e 240 s de 

condicionamento para o biossensor proposto. 

Figura 31. VPD de 3NO2TEE (c = 100 M), em tampão fosfato 0,10 M, pH 7,4; 

ECV/dsDNA (Epc= -0,58 V),  (A) 120 s e (B) 240 s de condicionamento. Sem dsDNA(---), 

9,5 mmol L-1 (---), 19 mmol L-1 (---), 38 mmol L-1 (---), 57 mmol L-1 (---), 76 mmol L-1 (---) e 

95 mmol L-1 (---) de dsDNA; E = 0,0 V a 1,2 V; (C) Ia vs. [dsDNA], 120 s (---) e 240 s (---). 

 = 0,005 V s-1. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 
 
5.7 Determinação da curva analítica  

Para obter a curva analítica de 3NO2TEE, no biossensor em estudo, foram 

utilizadas diferentes concentrações do analito, em tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 

7,4). Antes de cada adição de dsDNA na superfície do eletrodo, foram feitos a 

limpeza e o condicionamento para garantir uma melhor resposta para obtenção dos 

dados analíticos. Após essa etapa, foi aplicado um potencial de condicionamento 

(Epc = -0,55 V) durante um período de 240 s e em seguida, foi feita a varredura no 

sentido anódico. A curva analítica foi construída com o acompanhamento do 

aumento da corrente do pico Ia (0,17 V) (Figura 32 A).  

 Assim, o ECV/dsDNA para 3NO2TEE mostrou uma faixa linear de 60 a 320 

nmol L-1, com um coeficiente de correlação de 0,992 (Figura 32 B). 
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Figura 32. VPD de 3NO2TEE, em tampão fosfato 0,10 M, pH 7,4;  ECV/dsDNA (19 mmol 

L-1), tcond 240s. (A) sem 3NO2TEE (---), 60 nmol L-1 (---), 80 nmol L-1 (---), 100 nmol L-1(---), 

120 nmol L-1 (---),160 nmol L-1 (---),180 nmol L-1 (---), 220 nmol L-1 (---), 240 nmol L-1 (---), 

260 nmol L-1 (---), 300 nmol L-1(---) e 320 nmol L-1 (---) 3NO2TEE; E= 0,0 V a 1,0 V.  = 

0,005 V s-1; (B) Ia vs. [3NO2TEE].  
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

  

 Os limites de detecção e quantificação encontrados foram determinados 

usando uma razão 3 /b e 10 /b, sendo odesvio padrão do valor médio para dez 

analises em VPD do branco e b o coeficiente angular da curva analítica, 

determinado de acordo com as recomendações da IUPAC (Analytical Methods 

Commitee, 1987). 

Diante disso, os resultados encontrados com um derivado da nitrotirosina é 

uma prova de conceito e indicam que o biossensor desenvolvido nesse trabalho 

pode ser aplicado para detecção de 3-NT, em amostras reais.  

O biossensor de DNA utilizado no presente trabalho mostra claramente os 

primeiros resultados eletroquímicos para detecção in situ de 3NO2TEE e a 
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possibilidade do uso do biossensor como um biomarcador promissor para danos 

gerados por peroxidonitrito. 

A construção do biossensor de DNA foi avaliada com o uso das técnicas de 

voltametria cíclica e voltametria de pulso diferencial. O estudo de tempo de 

condicionamento foi útil para avaliação da melhor resposta para o desenvolvimento 

do biossensor, indicando uma melhor resposta quando foram aplicados 240 s. 

Assim, o ECV/dsDNA mostrou uma faixa linear de 60 a 320 nmol L-1  

A curva analítica para 3NO2TEE foi feita utilizando VPD, sob condições de pH 

neutro, apresentou boa sensibilidade e o limite de detecção e quantificação 

encontrados foram 58 nmol L-1 e 200 nmol L-1. 
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6 EXPERIMENTAL  (PARTE 2) 
 
6.1 Reagentes 

Os seguintes reagentes foram obtidos de seus respectivos fornecedores e 

utilizados sem tratamento prévio: 5-nitroindol (5-NID), ácido ascórbico (AA) e ácido 

úrico (AU) foram obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), fosfato de sódio 

monobásico monoidratado (NaH2PO4.H2O), fosfato de sódio dibásico diidratado 

(Na2HPO4.2H2O), hidróxido de sódio (NaOH), ácido clorídrico (HCl) e ácido nítrico 

(HNO3) foram obtidos da Vetec. 

Todos os reagentes químicos utilizados foram de grau analítico. Todas as 

soluções foram preparadas em água ultrapura (18,2 MΩ.cm) de um sistema de 

purificação Milli-Q da Millipore Inc.  

Os nanotubos de carbono de paredes múltiplas (do inglês multi-walled 

carbono nanotubes, MWCNT), obtidos da Sigma, passaram por tratamento prévio 

com ácido nítrico. As dispersões dos nanotubos foram feitas no ultrassom (Key 

ULTRAsonik). 

 

6.2 Preparação das soluções estoque do AA e AU 

 

A solução de AA foi preparada pela adição de 1,76 mg em 1,0 mL de tampão 

fosfato pH 7,0 para obter uma concentração de 1,0 x 10-2 M. O AU foi preparado 

adicionando 1,68 mg em 500 L de NaOH (0,1 M), e em seguida, foi adicionado 500 

L de tampão fosfato pH 7,0, afim de obter uma concentração de 1,0 x 10-2 M. 

6.3 Equipamentos para estudos eletroquímicos 

 Para os estudos eletroquímicos foi utilizado um potenciostato modelo 

PGSTAT30 da AUTOLAB, interfaceado a um microcomputador (software:GPES 4,9) 

e foi empregado para as medidas eletroquímicas. Além disso, nos estudos 

amperométricos foi empregado um eletrodo de disco rotatório (EDR), com 

velocidade de rotação de 100 rpm. 
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A morfologia dos MWCNT após funcionalização e MWCNT/poli-5NID foi 

avaliada utilizando um microscópio eletrônico de varredura da Shimadzu e o 

metalizador da Quorum, utilizando a tensão de aceleração de 10kV e um banho de 

ouro no ECV/MWCNT/poli-5NID. As análises foram obtidas no Instituto Federal de 

Alagoas-IFAL, Campus Maceió.  

Foram realizadas medidas de AFM no ECV, ECV/MWCNT após 

funcionalização e MWCNT/poli-5NID. Estas medidas foram realizadas no 

microscópico de força atômica Nanosul Modelo FlexAFM do Laboratório Nacional de 

nanotecnologia (LNNano) em Campinas. O modo de operação foi por contato 

intermitente com scan rate: 0,5 - 1Hz. 

Os experimentos foram realizados no Renishaw inVia Raman Microscope 

com laser de 785 nm. O modo de operação foi por espectro estático (centro 1500 

cm-1), com 1 s de exposição, 10% da potência do laser e 50 acumulações. 

6.4 Limpeza do eletrodo de carbono vítreo (ECV) 

 O ECV foi polido com alumina (0,3 m), lavado com água milli-Q, levado ao 

ultrassom por 1 min, em etanol e lavado com água novamente. A limpeza do 

eletrodo foi verificada por voltametria cíclica, utilizando K3[Fe(CN6] e K4[Fe(CN)6] 1 

mM, em KCl 0,1 M, sistema bem reversível em potenciais adequados. Em seguida, o 

ECV foi lavado com água e secado a temperatura ambiente. 

6.5 Tratamento dos nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNT)  

Em um balão de fundo redondo de 50 mL foram pesados 50 mg de nanotubos 

de carbono de paredes múltiplas. A seguir, adicionou-se 20 mL de ácido nítrico 

concentrado, promovendo, principalmente, a abertura das extremidades e a inserção 

de grupos superficiais (carboxílicos e hidroxílicos, por exemplo). Deixou-se o sistema 

em aquecimento entre 140 - 150 ºC, sob refluxo, durante 4 h. Transferiu-se a mistura 

para um funil de Buchner no qual foi filtrada e lavada sucessivamente com água 

Milli-Q, até obter uma solução com valor de pH 7,0 [STOBINSKI et al. 2010]. 
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6.6 Estudo da eficiência eletrocatalítica (EEC) frente ao AA 

6.6.1 Preparação das dispersões de MWCNT  

Em quatro eppendorfs, foram pesados 0,5, 1,0, 2,5 e 5,0 mg de MWCNT 

(obtido do tratamento com ácido nítrico) e adicionado a cada um 1,0 mL de DMF. 

Esta mistura ficou sob agitação no ultrassom por 2 h para uma melhor dispersão. 

Após essa etapa, na superfície do ECV, foram adicionadas cinco alíquotas de 1,0 L 

de cada dispersão de MWCNT com auxílio de uma micropipeta, em cada adição, o 

DMF foi evaporado lentamente em estufa a 80 °C, durante 10 minutos, para só 

então serem adicionadas as próximas frações, em seguida, os cinco ECV/MWCNT 

preparados foram colocados na solução da 5-NID para a polimerização na faixa de 

potencial de 0 a 1,2 V. Posteriormente, foram realizadas as análises eletroquímicas 

frente ao AA na faixa de potencial de -0,4 a 0,4 V. 

6.6.2 Preparação das soluções de 5-NID  

Inicialmente, foram pesados 1,0, 2,0, 2,7 e 3,4 mg da 5-NID e dissolvidas em 

4,0 mL de HCl 0,1 M. Após essa etapa, cada eletrodo (ECV/MWCNT) foi colocado 

nas soluções de 5-NID para a polimerização na faixa de potencial de 0 a 1,2 V, e 

posteriormente, os ECV/MWCNT/poli-at-5-NID foram utilizados na presença de AA 

(E= -0,4 a 0,4 V), em solução. 

6.6.3 Variação do número de ciclos para a polimerização 

Para obter as melhores condições na preparação do sensor, também, foi 

necessário variar o número de ciclos durante a polimerização. O número de ciclos 

estudados durante a polimerização foi: 5, 10, 15, 20 e 25. Após esse procedimento, 

o ECV/MWCNT/poli-at-5-NID foi utilizado na presença de AA (E= -0,4 a 0,4 V).  

6.6.4 Variação da velocidade de varredura para a polimerização 

As velocidades de varredura estudadas na polimerização foram: 10, 20, 30, 

40 e 50 mV s-1. Após esse procedimento, o ECV/MWCNT/poli-at-5-NID foi utilizado 

na presença de AA (E= -0,4 a 0,4 V) com o objetivo de obter a melhor eficiência 

eletrocatalítica.  
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6.7 Preparação do sensor com MWCNT e 5-NID  

 Na superfície do ECV foram adicionadas cinco alíquotas de 1,0 L da 

dispersão de MWCNT (1,0 mg mL-1) com o auxílio de uma micropipeta. Em cada 

adição, o DMF foi evaporado lentamente em estufa a 80 °C durante 10 minutos para 

só então serem adicionadas as próximas frações. Após essa etapa, o eletrodo 

ECV/MWCNT foi levado a uma solução contendo 3,0 mmol L-1 da 5-NID onde 20 

ciclagens foram realizadas na faixa de 0,0 a 1,2 V vs. Ag/AgCl/Cl-, em 4,0 mL de HCl 

0,1 mol L-1, em velocidade de 0,020 V s-1. O eletrodo quimicamente modificado foi 

caracterizado por diferentes técnicas, conforme mostrado a seguir, no ítem 6.10. 

6.8 Emprego do ECV/MWCNT/poli-at-5-NID na análise de AA e AU 

O ECV/MWCNT/poli-at-5-NID foi imerso em 5,0 mL de tampão fosfato pH 7,0, 

sob atmosfera de nitrogênio. A eliminação de oxigênio dissolvido foi feita pelo 

borbulhamento de um fluxo de N2 (g), nas soluções, durante 10 minutos, antes das 

análises eletroquímicas. Em seguida, foram adicionadas alíquotas de AA e AU, em 

diferentes concentrações e os sinais foram comparados com o sinal do branco 

(ausência dos analitos). Nestes experimentos foi selecionada uma faixa de potencial 

entre -0,4 a 0,4 V vs. Ag/AgCl, por voltametria cíclica no sentido anódico, a uma 

velocidade de varredura de 0,005 V s-1. 

6.9 Emprego do ECV/MWCNT/poli-at-5-NID em amostras de urina e soro 

A amostra de urina foi diluída 25 vezes em tampão fosfato (0,1 mol L-1) pH 

7,0, antes das análises eletroquímicas. Em seguida, o ECV/MWCNT/poli-at-5-NID foi 

imerso em tampão fosfato, na presença de alíquotas de urina.  

Assim como realizado para amostra de urina, a amostra de soro foi diluída 25 

vezes em tampão fosfato (0,1 mol L-1) pH 7,0, antes das análises eletroquímicas. Em 

seguida, o ECV/MWCNT/poli-at-5-NID foi imerso em tampão fosfato, na presença de 

soro. Esses experimentos foram realizados com o intuito de obter resposta 

eletroquímica para AA e AU. 
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO (PARTE 2) 

7.1 Dispersão dos nanotubos de carbono em DMF 

 

O ultrassom foi utilizado na dispersão dos nanotubos em DMF, pois promove 

a separação dos agregados de tubos unidos por interações de Van der Waals. Na 

Figura 33 observam-se os NTCs, após tratamento ácido (Figura 33 A) e sem o 

tratamento (Figura 33 B) em 0 min no ultrassom. No entanto, ao analisar a Figura 33 

C, percebe-se que os NTCs funcionalizados foram dispersos com sucesso em DMF 

após um período de 2 h no ultrassom, fato evidenciado pela cor escura da 

suspensão, diferente do que acontece com os nanotubos não tratados. Mesmo após 

o período de 2 h no ultrassom, esses não formaram dispersão em DMF (Figura 33 

D).  

A modificação química nos nanotubos de carbono está relacionada com a 

formação de grupos carboxílicos em sítios defeituosos dos NTCs promovida pela 

oxidação em meio ácido. 

 

Figura 33. Formação da dispersão do MWCNT/DMF (1,0 mg mL-1): (A) MWCNT após o 

tratamento ácido com 0 min no ultrassom, (B) MWCNT sem tratamento com 0 min no 

ultrassom, (C) MWCNT após o tratamento ácido e 2 h no ultrassom, (D) MWCNT sem 

tratamento e 2 h no ultrassom. 

 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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7.2 Caracterização dos nanotubos funcionalizados 

7.2.1 Espectroscopia Raman para MWCNT 

Um espectro típico de uma amostra de nanotubos de carbono possui, em 

geral, duas bandas bem características: a banda G (tangential mode), centrada em 

cerca de 1580-1590 cm-1, associada aos modos de vibração tangencial, e a banda D 

(disorder induced), centrada em aproximadamente 1350 cm-1, associada a defeitos 

e/ou desordem [LOBO et al., 2005]. A banda D é característica de carbono 

desordenado, sendo que sua largura e intensidade são fatores que variam com o 

grau de desordem do material. Assim, a análise da forma, posição e intensidade 

relativa destas bandas permite obter o grau de pureza e/ou defeitos na amostra. 

O grau de desordem na estrutura dos nanotubos de carbono pode ser 

estimado através da razão entre as intensidades relativas das bandas D e G (ID/IG) 

[PAIVA et al., 2004]. Quanto menor o valor da razão ID/IG, maior o grau de 

grafitização, ou seja, menor será a concentração de defeitos estruturais nos tubos 

(carbonos sp3); quanto maior o valor ID/IG maior será a extensão da funcionalização 

química. Na Figura 34 estão mostrados os espectros para os nanotubos de carbono 

de paredes múltiplas não funcionalizados e funcionalizados. Através desses 

espectros foram calculadas as razões ID/IG e verificada a ocorrência de modificação 

química. 

 
Figura 34. Espectros Raman para (a) MWCNT, (b) MWCNT funcionalizado. 
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Para os nanotubos de carbono sem funcionalização, a razão ID/IG foi igual a 

1,21. Para os nanotubos de carbono funcionalizados, a razão ID/IG foi igual a 1,43. A 

avaliação das intensidades relativas das bandas D e G sugere a presença de 

defeitos nos nanotubos de carbono induzidos pela funcionalização química e que o 

tratamento com HNO3 promoveu uma maior desordem e modificação química nos 

NTCs [SILVA, 2007].  

 

7.3 Preparação do eletrodo modificado com o 5-nitroindol (5-NID) 

Inicialmente, foi feito o estudo eletroquímico para determinar as melhores 

condições na produção do sensor. Também foram utilizadas as técnicas de 

microscopia eletrônica de varredura, força atômica e XPS para a caracterização da 

superfície modificada. 

 

7.4 Polimerização eletrooxidativa 

A Figura 35 mostra os voltamogramas cíclicos correspondentes à 

eletropolimerização de 5-NID, utilizando várias varreduras de potencial de 0 a 1,2 V. 

A primeira varredura de potencial mostra uma onda anódica referente à oxidação do 

monômero em 0,98 V. O processo anódico é irreversível, pois não há pico 

correspondente ao processo reverso.  

Durante a varredura de potencial, é possível observar o aumento de corrente 

a partir de 0,8 V vs. Ag/AgCl/Cl-. Entretanto, após sucessivas varreduras de 

potencial, observa-se que há uma perda gradual da eletroatividade como 

evidenciado pela diminuição gradativa na corrente dos voltamogramas cíclicos, na 

medida em que ocorre a oxidação do monômero e a deposição do polímero. Não há 

mudança no potencial de oxidação. O filme polimérico não condutor obtido foi 

utilizado em experimentos posteriores. 
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Figura 35. Voltamogramas cíclicos para o processo de eletropolimerização da 5-

nitroindol (3,0 x 10-3 mol L-1) em HCl 0,1 mol L-1,   = 0,020 V s-1; ECV/MWCNT (1,0 mg 

mL-1). 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

7.5 Eletroativação do ECV/MWCNT/poli-5-NID 

 

Após o processo de imobilização (polimerização via técnica 

potenciodinâmica), Ei= 0,0 e E= 1,0 vs. Ag/AgCl/Cl-, o grupo nitro (ArNO2) presente 

na 5-NID foi ativado eletroquimicamente in situ, a partir de varreduras sucessivas de 

potencial no sentido catódico entre 0,6 e -1,0 V vs. Ag/AgCl/Cl-. Este procedimento 

foi realizado porque o grupo nitro, no seu estado oxidado, não tem atividade 

eletrocatalítica para oxidação de AA e AU. Por outro lado, a eletrorredução 

irreversível do grupo nitro via quatro elétrons e quatro prótons, leva à formação do 

grupo hidroxilamina (ArNHOH), que pode ser oxidado reversivelmente ao grupo 

nitroso (ArNO) correspondente, gerando o par redox hidroxilamina/nitroso (ArNHOH / 

ArNO) (Figura 36), corroborando com vários trabalhos reportados recentemente na 

literatura científica [LIMA et al., 2008; SANTHIAGO et al., 2009; SANTHIAGO et al., 

2010; MUNTEANU et al., 2004; LIMA et al. 2008b; RADOI e COMPAGNONE, 2009]. 

 

  



90 

 

Figura 36. Voltamogramas cíclicos para o processo de ativação do ECV/MWCNT/poli-

at-5-NID, em solução tampão pH 7,0; (A) após a polimerização em scan 1 (---), sem 

polimerização scan 1 (---), E= 0,5 a -1,0 V,  = 0,020 V s-1; (B) ECV/MWCNT/poli-at-5-NID 

após a polimerização em solução tampão pH 7,0 (---) e sem polimerização (---), E= -0,4 

a 0,4 V,  = 0,005 V s-1.  
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

7.6 Estudo da estabilidade do ECV/MWCNT/poli-at-5-NID 

Após o processo de ativação do ECV/MWCNT/poli-at-5-NID, a estabilidade do 

sensor referente ao par redox (ArNHOH/ArNO) foi avaliada por meio de varreduras 

sucessivas de potencial. A variação de corrente de pico foi avaliada, calculando o 

desvio padrão relativo como observado em alguns trabalhos [LIMA, et al., 2008]. 

Dessa forma, após 100 ciclos não houve qualquer mudança significativa nas 

respostas voltamétricas, indicando que o sensor proposto (ECV/MWCNT/poli-5-at-

NID) possui uma boa estabilidade (Figura 37). 
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Figura 37. Voltamogramas Cíclicos para 100 varreduras de potencial do ECV/MWCNT/ 

poli-at-5-NID, em solução tampão pH 7,0;  = 0,050 V s-1; E= -0,4 a 0,4 V vs. Ag|AgCl|Cl-. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

7.7 Caracterização estrutural por Microscopia eletrônica de varredura do 

ECV/MWCNT e ECV/MWCNT/poli-at-5-NID 

 

A morfologia da superfície do ECV/MWCNT/poli-at-5-NID foi caracterizado por 

MEV. A imagem após o tratamento ácido (Figura 38 A) revela que a rede de 

MWCNT forma uma matriz tridimensional, retorcida, densamente empacotada, com 

grande porosidade proporcionando uma fase ieal para capturar mediadores. Na 

Figura 38 B é possível observar que a superfície dos nanotubos foi recoberta com o 

polímero formado. A imagem de MEV confirmou a natureza rugosa e formas 

irregulares do polímero na superfície do MWCNT. A natureza rugosa contribuiu para 

aumentar de forma significativa a superfície eletroativa do eletrodo e facilita a 

difusão dos analitos no filme polimérico. 
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Figura 38. MEV do ECV/MWCNT 8.900x (A) e ECV/MWCNT/poli-at-5-NID 5.06x (B). 

 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

7.8 Microscopia de força atômica do ECV, ECV/poli-at-5-NID, ECV/MWCNT e 

ECV/MWCNT/poli-at-5-NID 

Nesta etapa do trabalho foi estudada a morfologia e a mudança de 

rugosidade por microscopia de força atômica (AFM) dos vários eletrodos 

construídos. Na Figura 39 A, observa-se a micrografia do ECV. Quando foi feita a 

polimerização no eletrodo de carbono vítreo, foi possível observar o surgimento de 

pequenos aglomerados (Figura 39 B). Na Figura 39 C, verifica-se a morfologia do 

ECV/MWCNT, e quando este passou pelo processo de polimerização, no 

ECV/MWCNT/poli-5NID, observaram-se pequenos aglomerados na superfície dos 

nanotubos de carbono. 
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Figura 39. AFM do ECV (A), ECV/poli-at-5-NID (B), ECV/MWCNT (C) e ECV/MWCNT/poli-

at-5-NID (D), 1 x 1 m. 

  

  

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

Conforme listado na Tabela 5, quando foi feita a polimerização no eletrodo de 

carbono vítreo a rugosidade foi de 5,20 nm, enquanto que o eletrodo sem a 

polimerização apresentou 2,87 nm de rugosidade. Isto indica que houve a formação 

de um filme na superfície do ECV. Da mesma forma, quando o ECV foi modificado 

com MWCNT, a rugosidade apresentou um valor de 22,80 nm. Após o processo de 

polimerização sobre o nanotubos de carbono, obteve-se um valor de rugosidade de 

30,80 nm, indicando que houve modificação na superfície do MWCNT. A análise do 

ECV/MWCNT/poli-at-5-NID não pode ser efetuada, devido à impossibilidade de fazer 

a ativação redox no local do experimento. 
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Tabela 5. Valores de rugosidade média para ECV, ECV/poli-5-NID, ECV/MWCNT e 

ECV/MWCNT/poli-at-5-NID. 

ELETRODOS RUGOSIDADE MÉDIA (nm) 

ECV 2,87 

ECV/poli-at-5-NID 5,20 

ECV/MWCNT 22,80 

ECV/MWCNT/poli-at-5-NID 30,80 

 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 
7.9 Espectroscopia fotoeletrônica de raios-X (XPS)  
 

Após o processo de polimerização do ECV, foi realizada a caracterização da 

superfície do eletrodo por XPS dos ECV/poli-5-NID e ECV/MWCNT/poli-5-NID, a fim 

de confirmar a ocorrência da modificação. 

Na Figura 40, pode-se observar que, realmente houve modificação na 

superfície dos eletrodos devido à presença do pico característico do par redox 

hidroxilamina/nitroso. Os espectros registrados para os dois sensores exibiram dois 

picos, um de menor intensidade em 405,9 eV e outro de maior intensidade em 399,9 

eV (Figura 40 A e B). De acordo com dados da literatura, este primeiro pico em 

405,9 eV pode ser atribuído ao grupo nitro presente na molécula [IVASHENKO et al., 

2013]. O segundo pico com menor energia é mais difícil de ser assinalado, uma vez 

que pode ser atribuído a vários grupos contendo nitrogênio como grupos NH2, NO e 

NHOH. No nosso caso, vimos em experimentos anteriores que a ativação do grupo 

nitro (0,5 a    -1,0 V) que ocorre após o processo de polimerização, há formação do 

sistema reversível ArNHOH/ArNO na superfície do eletrodo ECV/MWCNT/poli-at-5-

NID, isso indica que o pico em 399,9 eV é referente ao par hidroxilamina/nitroso. 

Portanto, os resultados mostram que durante a polimerização (0 a 1,2 V) ocorreu de 

forma eficiente a formação da espécie na superfície do eletrodo.  
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Figura 40. Espectros de XPS para N 1s, (A) ECV/poli-5-NID e (B) ECV/MWCNT/poli-5-

NID. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 
 De posse desses resultados, foi necessário determinar as características 

cinéticas do sensor desenvolvido para a determinação de AA e AU. 

 

7.10 Oxidação eletrocatalítica de AA e AU 

A atividade eletrocatalítica do ECV foi avaliada na oxidação de AA e AU 

(Figura 41 A). Os potenciais de pico de oxidação de AA e AU são 0,20 V e 0,33 V. 

Na Figura 41 B é possível observar os sinais referentes à oxidação do AA e AU, com 

a utilização do eletrodo modificado com ECV/poli-5-NID. Nesse estudo observa-se 

que é impossível analisar a contribuição de cada composto na mistura, já que, não 

apareceram os picos referentes aos potenciais de oxidação dos analitos. Este 

comportamento pode ser atribuído à passivação do ECV com o polímero 

eletrogerado na superfície do eletrodo. 

Na Figura 41 C, com a utilização do ECV modificado apenas com nanotubos 

de carbono (ECV/MWCNT), são apresentados voltamogramas bem definidos com os 

potenciais de oxidação de EAA= -0,031 V e EAU= 0,30 V.  Entretanto, o eletrodo 

ECV/MWCNT/poli-at-5-NID apresentou maior sensibilidade com EAA= -0,015 V e 

EAU= 0,26V (Figura 38 D) quando comparado com ECV, ECV/poli-5-NID/ e 

ECV/MWCNT. 

  

A B 
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Figura 41. Voltamogramas cíclicos de (A) ECV, (B) ECV/poli-at-5-NID, (C) ECV/MWCNT 

e (D) ECV/MWCNT/poli-at-5-NID. Branco (---), 200 M AA (---); 200 M AA + 200 M AU 

(---). Tampão fosfato, pH 7,0. = 0,005 V.s-1. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

Na Tabela 6, são listados os potenciais de oxidação do AA e AU, bem como, 

a variação de corrente para cada sistema. Esse estudo foi realizado em diferentes 

plataformas (ECV, ECV/poli-at-5-NID, ECV/MWCNT e ECV/MWCNT/poli-at-5-NID), 

onde é possível observar os potenciais de oxidação e a variação de corrente para 

cada analito e seus respectivos sensores. Dentre os dispositivos analisados, o 

ECV/poli-at-5-NID, não apresentou os potenciais de oxidação para AA e AU. Este 
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comportamento se deve a um possível bloqueio da superfície do eletrodo de 

carbono vítreo, dificultado a oxidação dos AA e AU. 

Portanto, é possível observar que o sensor à base de ECV/MWCNT/poli-at-5-

NID apresentou a melhor resposta, com uma variação de corrente de 3,52 A para 

AA e um potencial de 0,260 V para AU. Esse ganho de sensibilidade e seletividade 

se deve à facilidade de transferência de elétrons do polímero eletrogerado na 

superfície do eletrodo e os analitos.  

Tabela 6. Potenciais de oxidação do AA e AU, em diferentes sistemas por voltametria 

cíclica em solução tampão fosfato pH 7,0. 

Plataformas Epa AA (V) IAA (A) Epa AU (V) IAU (A) 

ECV  0,200  1,270 0,331  1,90 

ECV/poli-at-5-NID - - - - 

ECV/MWCNT -0,031  0,750 0,300  2,47 

ECV/MWCNT/ poli-at-5-NID -0,015  3,52 0,260  2,06 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

7.11 Otimização dos parâmetros de ativação  

 

Para a preparação do eletrodo modificado, inicialmente, foi necessário à 

otimização de alguns parâmetros que podem influenciar na resposta do eletrodo. A 

quantidade de nanotubos de carbono foi o primeiro a ser otimizado. Para isto, foram 

preparados eletrodos com diferentes quantidades de nanotubos 2,5, 5, 12,5 e 25 g. 

Cada um desses eletrodos foi submetido a 20 ciclagens na faixa de potencial de 0,0 

a 1,2 V para a polimerização do 5-NI na plataforma nanoestruturada ECV/MWCNT. 

Nesse estudo, foi utilizado uma solução da 5-nitroindol 3,0 x 10
-3

 mol L
-1

, em meio 

ácido e uma velocidade de varredura 0,020 V s-1. A eficiência eletrocatalítica foi 

avaliada adicionando ácido ascórbico em uma solução tampão pH 7,0 contendo o 

ECV/MWCNT/poli-at-5-NID e feita a análise no sentido anódico (E= -0,4 a 0,4 V). 

Para avaliar os melhores resultados, o cálculo da eficiência eletrocatalítica 

(EEC) foi usado, utilizando-se a equação abaixo [GLIGOR et al., 2009]. 
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Sendo, o (Ip) AAconcX a corrente de pico com AA na concentração de 100 mol 

L-1 enquanto (Ip) AAconc0 é a corrente de pico sem o AA (Branco). As varreduras foram 

realizadas em tampão fosfato 0,1 mol L-1 a uma velocidade de 0,005 V s-1. Para a 

modificação do ECV foram efetuadas 5 adições de 1 L de nanotubos de carbono. 

Entre cada adição, o ECV/MWCNT foi deixado na estufa à 80 ºC por um período 

máximo de 10 minutos para completa evaporação do DMF. A Figura 42 mostra que 

a eficiência eletrocatalítica variou quando a quantidade de nanotubos sofreu 

aumento de 2,5 a 25 g L-1, sendo constatado que a melhor resposta foi obtida, ao 

utilizar 5,0 gL de MWCNT na superfície do eletrodo. 

Figura 42. Eficiência eletrocatalítica (EEC) para o ECV/MWCNT/poli-at-5-NID frente ao 

AA, variando a quantidade de nanotubos. Tampão fosfato, pH 7,0. = 0,005 V s-1. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

Ainda, dispondo de equação 1, a eficiência eletrocatalítica frente à variação 

na concentração de 5-nitroindol foi calculada. Neste experimento, foi utilizada a 

quantidade de nanotubos de carbono já otimizada para a preparação da plataforma 
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ECV/MWCNT/poli-at-5-NID. Nestas condições, a melhor EEC quando se avaliou a 

concentração de 5-NID para a ativação do eletrodo já modificado com 5,0 L de 

MWCNT (1mg mL-1) foi utilizando 3,0 mmol L-1, como pode se averiguar a partir dos 

dados fornecidos no gráfico da Figura 43. 

Figura 43. Eficiência eletrocatalítica (EEC) para o ECV/MWCNT/poli-at-5-NID frente ao 

AA, variando a concentração da 5-NID. Tampão fosfato, pH 7,0. = 0,005 V.s-1. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

Dispondo da otimização de dois parâmetros, outro fator a ser otimizado foi o 

número de varreduras de potencial durante a polimerização, uma vez que a 

espessura da camada polimérica é um fator muito importante na resposta obtida. 

Esta não pode ser tão espessa a ponto de dificultar o transporte de elétrons, mas 

deve possuir uma quantidade ótima do polímero formado, para não ocorrer a 

lixiviação. Nestes experimentos, obtiveram-se variações de EEC que assumiram 

valores inferiores a 30% quando foram realizados menos de 10 ciclos de varredura, 

atingindo o melhor valor de EEC quando foram realizados 20 ciclos e decaindo em 

25 ciclos (Figura 44). 
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Figura 44. Eficiência eletrocatalítica (EEC) para o ECV/MWCNT/ poli-at-5-NID frente ao 

AA, variando o número de ciclos usado na preparação do sistema ECV/MWCNT/poli-

at-5-NID. Tampão fosfato, pH 7,0, c = 3,0 mmol L-1, = 0,005 V s-1. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

Outro fator que pode influenciar na espessura da camada de polímero 

depositada sobre o eletrodo é a velocidade de varredura. Este parâmetro também foi 

otimizado, onde se pode observar que a velocidade a ser empregada situa-se entre 

20 e 30 mV s-1. Como a melhor resposta foi obtida, na velocidade de varredura de 20 

mV s-1, esta foi utilizada para realização de experimentos posteriores (Figura 45). 
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Figura 45. Eficiência eletrocatalítica (EEC) para o ECV/MWCNT/ poli-at-5-NID frente ao 

AA, variando a velocidade de varredura usada na preparação do sistema 

ECV/MWCNT/ poli-5-NID. Tampão fosfato, pH 7,0. (c= 3,0 mmol.L-1), = 0,005 V.s-1. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

7.12 Características cinéticas do ECV/MWCNT/ poli-at-5-NID 

 O sucesso do processo eletrocatalítico frente à detecção de AA e AU 

depende primariamente da eficiência da transferência de elétrons entre o mediador 

eletrodepositado e a substância em análise na plataforma nanoestruturada. 

Dessa forma, após o processo de polimerização in situ, a faixa de potencial 

do par redox foi selecionada, e com o uso da voltametria cíclica, foram estudadas as 

características cinéticas do ECV/MWCNT/poli-at-5-NID. Os voltamogramas cíclicos 

representativos obtidos para o ECV/MWCNT/poli-at-5-NID são mostrados na Figura 

46, para várias velocidades de varredura de potencial (0,005 - 0,100 V s-1). 
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Figura 46. Voltamogramas cíclicos em ECV/MWCNT/poli-at-5-NID, tampão fosfato, pH 

7,0 ( = 0,005 – 0,100 V s-1), E= -0,4 a E= 0,4 V. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

A observação dos picos voltamétricos indica que o processo redox do par 

(ArNHOH/ArNO) exibe características de espécies confinadas na plataforma 

nanoestruturada à base de nanotubos de carbono, o que pode ser confirmado com a 

correlação linear entre as correntes de pico correspondentes a Ia/Ic e a velocidade 

de varredura estudada (Figura 47). 

Figura 47. Dependência da corrente de pico anódico (Ipa) e catódico (Ipc), em função 

da velocidade de varredura em solução tampão fosfato, pH 7,0 ( = 0,005 – 0,100 V s-1), 

E= -0,4 a E= 0,4 V.  
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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Alguns experimentos foram realizados com o intuito de verificar a atividade 

eletrocatalítica do par redox (ArNHOH/ArNO) na presença de AA. 

Após a adição de AA à solução, a corrente de pico referente à oxidação de 

AA aumenta significativamente com o aumento da velocidade. Nesse estudo, com o 

aumento da velocidade de varredura ocorre também o aumento da corrente de pico 

referente à oxidação de AA (Figura 48). 

Figura 48. Voltamogramas Cíclicos em ECV/MWCNT/poli-at-5-NID, tampão fosfato, pH 

7,0 ( = 0,005 – 0,023 V s-1), E= -0,4 a E= 0,4 V, AA (c = 200 mol L-1). 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

Dessa forma, é possível observar que à medida que ocorre o aumento da 

velocidade de varredura, não há deslocamento de pico de oxidação, isso sugere que 

o sensor proposto não sofre limitação cinética para as velocidades estudadas. O 

gráfico da corrente catalítica Ipa versus a raiz quadrada da velocidade de varredura 

de potencial (
1/2

) na faixa de velocidade de 0,003 - 0,023 V s
-1

 foi construído e 

resultou em dependência linear (Figura 49). 
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Figura 49. Variação da corrente de pico anódica Ipa vs. 1/2 no ECV/MWCNT/poli-at-5-

NID, AA (c = 200 mol L-1). Medidas realizadas em solução tampão fosfato, pH 7,0. = 
0,003 - 0,023 V s-1. 

2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0

4

6

8

10

12

14

y= 3,6x - 4,6

R= 0,99

 

 

I/
 

A

 
1/2

 (mV.s
-1
)

1/2

 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

Portanto, a dependência linear com v1/2 indica que o processo seja controlado 

por difusão, na faixa de velocidade de varredura de potencial estudada. 

    Para confirmar que o processo de oxidação eletrocatalítica entre o AA e o 

ECV/MWCNT/poli-at-5-NID apresenta uma etapa química acoplada, foram 

realizados alguns ensaios neste sentido, e, através do gráfico da corrente de pico 

normalizada com a velocidade de varredura (Ipa/) versus (Figura 50), é possível 

observar um perfil característico de um processo eletroquímico-químico catalítico. 
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Figura 50. Variação da corrente de pico anódica normalizada Ipa/ vs.  em 

ECV/MWCNT/ poli-at-5-NID, AA (c = 200 mol L-1). Medidas realizadas em solução 

tampão fosfato, pH 7,0, : 0,005 - 0,017 V s-1. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

7.13 Estudos cronoamperométricos 

 

Para a avaliação quantitativa do comportamento eletrocatalítico da oxidação 

de AA frente ao ECV/MWCNT/ poli-at-5-NID, no intuito de obter alguns parâmetros 

cinéticos foi empregada a cronoamperometria de duplo salto de potencial. Nesse 

experimento, foram feitas adições sucessivas de AA com aplicação de um potencial 

de oxidação (E= +0,050 V) e um potencial de redução (E = -0,100 V) durante 15 s 

em cada potencial. A Figura 51 mostra as curvas de corrente versus tempo, obtidos 

com ECV/MWCNT/poli-at-5-NID para várias concentrações de AA, em tampão 

fosfato pH 7,0. Como pode ser verificado, não há corrente catódica líquida 

correspondente à redução do mediador, na presença do analito.  

 Os cronoamperogramas de duplo salto de potencial direto e reverso para o 

mediador, na ausência de AA, mostraram-se simétricos, com um consumo de carga 

igual para redução e oxidação do sistema redox eletrogerado na superfície do 

ECV/MWCNT/poli-at-5-NID. Por outro lado, na presença de diferentes 

concentrações de AA, os valores da corrente anódica associada aos amperogramas 

diretos são significativamente maiores do que aqueles observados para o processo 

reverso (Figura 51). 
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Figura 51. Cronoamperogramas obtidos no ECV/MWCNT/ poli-at-5-NID em solução 

tampão fosfato, pH 7,0 na ausência e presença de AA, Einicial = +0,050 V e Efinal = -0,100 

V vs. Ag/AgCl/Cl-, respectivamente. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016 

A partir da integração dos cronoamperogramas, é possível visualizar melhor a 

carga, tanto do processo catódico, quanto do anódico. Nestes, há um aumento 

significativo da carga do referido processo anódico e uma diminuição no processo 

catódico (Figura 52). 

Figura 52. Integração dos cronoamperogramas obtidos ECV/MWCNT/ poli-at-5-NID, em 
solução tampão fosfato, pH 7,0, Einicial = +0,050 V e Efinal = -0,100 V vs. Ag/AgCl/Cl-, 
respectivamente. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016 
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Dessa forma, foi possível usar a cronoamperometria para determinar o 

coeficiente de difusão do AA em solução. Para um material eletroativo com 

coeficiente de difusão, DAA, a corrente correspondente à reação química (por meio 

do controle difusional) é descrita pela Equação de Cottrell (Equação 2) (BARD e 

FAULKNER, 2001): 

I = nFAD1/2
AAC0 

-1/2 t-1/2  (Equação 2) 

Sendo n o número de mols de elétrons, F a constante de Faraday, A área do 

eletrodo (0,141 cm2) obtida por meio da equação de Randles-Sevcik [SALINAS et 

al., 2011], nesse experimento foi utilizado o ferricianeto de potássio em diferentes 

velocidades de varredura, DAA e C0 o coeficiente de difusão (cm-2 s-1) e a 

concentração de AA no seio da solução (mol cm-3), respectivamente. A Figura 53 

mostra os gráficos de I versus t-1/2 com o melhor ajuste linear, para diferentes 

concentrações de AA, o qual indica que a corrente observada deve ser controlada 

pela difusão de AA em solução.  

Figura 53. Gráfico de I vs. t-1/2 obtidos a partir dos cronoamperogramas da Figura 52 
em ECV/MWCNT/poli-at-5-NID, tampão fosfato, pH 7,0 na ausência e presença de AA, 
Einicial = +0,050 V e Efinal = - 0,100 V vs. Ag/AgCl/Cl-, respectivamente. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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Um gráfico a partir das inclinações obtidas das linhas retas vs. a concentração 

de AA foi construído (Figura 54). A partir da inclinação da Figura 53 e usando a 

Equação de Cottrell (Equação 2), um coeficiente de difusão de 4,2 x10-6 cm-2 s-1 foi 

obtido para a faixa de concentração de 50M a 700 M. Este valor está próximo aos 

valores reportados em alguns trabalhos encontrados na literatura [LIMA, 2009; 

SILVA et al., 2010]. 

Figura 54. Gráfico de inclinação (I/t-1/2) versus concentração de AA obtidos a partir da 

Figura 52 do ECV/MWCNT/ poli-at-5-NID, tampão fosfato, pH 7,0, na ausência e 

presença de AA, Einicial = +0,050 V e Efinal = -0,100 V vs. Ag/AgCl, respectivamente. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

Desse modo, a constante de velocidade, kcat, para a reação química entre o 

AA e os sítios redox confinados na superfície do eletrodo modificado pode ser 

avaliada. Este cálculo foi possível através da cronoamperometria com base no 

método descrito na literatura [LIMA et al., 2008; SILVA et al., 2010]. 

                                                              

   Icat/ILim = 

(kCt)

1/2 

Sendo ILim a corrente do branco, C a concentração e k a constante catalítica     

(M-1s-1). A part ir das inclinações do gráfico Icat/ILim vs. t1/2 (Figura 55), foi possível 

obter o gráfico da Figura 56(inclinações vs. [AA]).  

(Equação 3) 
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Figura 55. Dependência de Icat/Ilim vs. t1/2 derivado dos cronoamperogramas da Figura 

51 em ECV/MWCNT/poli-at-5-NID, tampão fosfato, pH 7,0, na ausência e presença de 

AA, Einicial = +0,050 V e Efinal = -0,100 V vs. Ag/AgCl, respectivamente. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

Assim, usando o novo coeficiente angular da Figura 56 e a Equação 3, 

obteve-se de forma simples, o valor de kcat determinado como 1,1 x 106 M-1 s-1 na 

faixa de concentração estudada. 

Figura 56. Gráfico da inclinação de Icat/ILim vs. [AA] em ECV/MWCNT/poli-at-5-NID, 

tampão fosfato, pH 7,0, na ausência e presença de AA, Einicial = +0,050 V e Efinal = -0,100 

V vs. Ag/AgCl/Cl-, respectivamente. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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A Tabela 7 mostra alguns trabalhos encontrados na literatura envolvendo 

eletrodos modificados com diferentes mediadores, bem como seus valores de kcat 

para fins de comparação com o valor obtido neste trabalho. Observa-se que o valor 

de kcat obtido foi maior quando comparado aos valores apresentados para os 

sistemas eletrodo-mediador desenvolvidos por ALIREZA (2007), ROCHA (2012), 

SHENG (2007) e RAOOF (2004), no entanto, as constantes encontradas nos 

trabalhos de MURTHY (1998), SILVA (2012), KARIM-NEZHAD (2009) e LIMA (2009) 

apresentaram valor superior ao ECV/MWNCT/poli-a-5-NID, porém na mesma ordem 

de grandeza, com exceção de MURTHY e colaboradores (1998). 

Tabela 7. Comparação dos valores de kcat para diferentes eletrodos modificados. 

Eletrodo Modificador kcat (M
-1.s-1) Referências 

EGP Benzoquinona 3,2 x 107 MURTHY et al., 1998 

PC AC/TiO2/Sb2O5/p-benzoquinona 2,0 x 104 ROCHA et al., 2012 

Pt Polipirrol/Naftol Verde B 4,4 x 103 ALIREZA et al., 2007 

ECV Poli-AX 2,3 x 106 SILVA et al., 2012 

PC 4-Nitroftalonitrila 6,0 x 106 LIMA et al., 2009 

ECV Hidróxido de cobalto 2,3 x 106 
KARIM-NEZHAD et al., 

2009 

ECC Hexacianoferrato de Térbio 3,0 x 103 SHENG et al., 2007 

ECV Polipirrol/Ferrocianeto 4,7 x 103 RAOOF et al., 2004 

ECV MWCNT/poli-at-5-NID 1,1 x 106 Este trabalho 

PC: eletrodo de pasta de carbono. ECV: eletrodo de carbono vítreo. EGP: eletrodo de grafite 

pirolítico. ECC: eletrodo de carbono cerâmico. AC: acetato de celulose. Poli-AX: polímero do ácido 

xanturênico. 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

  

 



111 

 

A partir dos dados cinéticos foram feitos os experimentos por amperometria 

para determinar o limite de detecção e a faixa linear para AA e AU. 

 

7.14 Detecção amperométrica de AA 

 Para obter dados analíticos para o sensor desenvolvido, amperogramas para 

a oxidação de AA e AU foram realizados em diferentes concentrações, em tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0). 

 Nas medidas amperométricas, um estudo inicial foi realizado com intuito de 

determinar o melhor potencial para aplicar no eletrodo para a oxidação de AA e AU. 

Assim, foram selecionados alguns potenciais a partir dos voltamogramas obtidos, os 

quais variaram de 0,0 V até 0,14 V para AA e 0,25 V até 0,35 V para AU. 

 Na Figura 57 A, observa-se um discreto aumento da corrente do processo de 

oxidação de AA para os potenciais entre 0,00 até +0,14 V vs. Ag/AgCl/Cl-. Para 

potenciais de oxidação maiores que +0,10 V a corrente tende a aumentar de forma 

menos acentuada. Portanto, o potencial aplicado de + 0,10 V foi selecionado para a 

oxidação de AA. Além disso, em potenciais maiores, há perda de seletividade no 

tocante a futuras aplicações destas plataformas nanoestruturadas. 

Na Figura 57 B, observa-se um discreto aumento da corrente do processo de 

oxidação de AU para os potenciais entre 0,25 até 0,35 V. Em potenciais de oxidação 

maiores que 0,32 V, a corrente tende a aumentar de forma menos acentuada. 

Portanto, o potencial aplicado de +0,32 V vs. Ag/AgCl/Cl- foi selecionado para a 

oxidação de AU. 
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B 

Figura 57. Corrente em função do potencial aplicado para o ECV/MWCNT/poli-at-5-NID, 

AA (A) e AU (B) (c = 400 mol L-1). Tampão fosfato, pH 7,0.  

0,00 0,04 0,08 0,12 0,16

4,0

4,5

5,0

5,5

6,0

6,5

7,0

7,5

 

 


I/
 

A

E
aplicado

/ V vs. Ag/AgCl

 

0,24 0,26 0,28 0,30 0,32 0,34 0,36 0,38

1

2

3

4

5

6

7

 

 


I
(

A


E
aplicado

/ V vs. Ag/AgCl

 

 

Fonte: Autor desta tese, 2016.  

 

Para obter curvas analíticas para o sensor em estudo, amperogramas para a 

oxidação de AA e AU foram realizados em diferentes concentrações, em tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0) e potencial aplicado de +0,10 V (AA) e +0,32 V (AU) vs. 

Ag/AgCl/Cl- (Figura 58 A). Assim, o sensor amperométrico proposto mostrou uma 

faixa linear de resposta de 5 a 50 mol L-1, com um coeficiente de correlação de 

0,999 e 0,993 (Figuras 58 B e 58 C). 
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Figura 58. Cronoamperogramas (A) para a eletrooxidação de AA e AU no 

ECV/MWCNT/ poli-at-5-NID, curva analítica para AA (B) e AU (C), tampão fosfato, pH 

7,0. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 

 

Os limites de detecção de 1,9 mol L-1 para AA e 2,1 mol L-1 para AU foram 

determinados usando uma razão 3 /b, sendo odesvio padrão do valor médio para 

dez amperogramas do branco e b o coeficiente angular da curva analítica, 

determinado de acordo com as recomendações da IUPAC. 

A B 
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O sensor proposto obteve uma resposta rápida, considerando que o eletrodo 

utiliza nanotubos de carbono, onde a difusão das espécies deve ser mais dificultada. 

Sabe-se que uma condição para o sensor responder é que haja difusão da solução 

através da plataforma, sendo que esta etapa contribui no tempo de resposta. 

Provavelmente, o procedimento usado para construir o sensor fundamentado em 

MWCNT e poli-5-NID gerado in situ resultou num sistema bem empacotado, 

tornando difícil a solução difundir profundamente através da plataforma, e isso pode 

levar a uma resposta mais rápida, pois somente os sítios superficiais devem 

contribuir para a resposta [SILVA, 2011]. 

Diante disto, o sensor desenvolvido neste trabalho foi empregado para 

determinação de AA e AU em amostras de urina e sangue com o uso de técnicas 

eletroquímicas como voltametria cíclica e amperometria. 

7.15 Análise de urina e soro para determinação de AA e AU 

 A Figura 59 mostra os voltamogramas cíclicos para a oxidação de AA e AU 

em amostra de urina. É possível observar que há um aumento da corrente referente 

ao AA para a amostra de urina que foi analisada 5 h após a ingestão de ácido 

ascórbico.  

Figura 59. VC para a eletrooxidação de AU e AA no ECV/MWCNT/poli-at-5-NID obtidos 

na presença de urina em tampão fosfato, pH 7,0, (---) urina sem ingestão de AA, (---) 

urina com ingestão de AA.  = 0,005 V s-1. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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7.16 Teste de recuperação 

7.16.1 Detecção amperométrica para determinação de AA e AU em amostra de soro 

e urina. 

As amostras de urina e soro foram diluídas 25 vezes em tampão fosfato (pH 

7,0) antes das análises eletroquímicas. O AA e o AU presentes nas amostras foram 

detectados usando o método de adição padrão (Figuras 60 A, B e C). A precisão dos 

resultados foi verificada pelos testes de recuperação, usando amostras em triplicata. 

Na solução contendo as amostras foram feitas adições do padrão de AA e AU, em 

seguida, foram detectados os valores totais. 

Figura 60. Cronoamperogramas para a eletrooxidação de AA e AU em amostras de 

urina e soro no ECV/MWCNT/ poli-at-5-NID, Eaplicado= + 0,10 V (AA), Eaplicado= + 0,32 V 

(AU). Tampão fosfato, pH 7,0. 
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Fonte: Autor desta tese, 2016. 
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Na Tabela 8, observa-se que amostra de urina mostrou maior desvio, o que 

pode ser atribuído a uma interferência da matriz. Considerando a variedade de 

compostos interferentes que coexistem nas amostras de urina e soro, foi 

demonstrado a utilidade prática do sensor proposto, indicando que pode ser aplicado 

na análise em amostras biológicas. 

Tabela 8. Determinação de AA e AU em amostras de urina e soro. 

Analitos Amostras 
Detectado 

(mol L
-1

) 
Adicionado 

(mol L
-1

) 

Após adição 

(mol L
-1

) 
Recuperação 

(%) 

R.S.D. 

(%) 

AA Urina 68 10,0 77,8 99,8 3,4 

AU 
Urina 341 10,0 350,6 99,9 3,5 

Soro 144 10,0 153,6 99,8 2,1 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

A Tabela 9 mostra alguns trabalhos encontrados na literatura para 

determinação de AA e AU em diferentes amostras biológicas. Os valores de 

concentração encontrados para AU na amostra de urina é próximo aos resultados 

obtidos por outros trabalhos publicados, isto indica que o sensor proposto pode ser 

aplicado de forma eficiente para determinação dos analitos em urina e soro. 

Tabela 9. Determinação de AA e AU em diferentes amostras biológicas. 

Sensor Técnicas AA (M) AU (M) Referências 

β-CD/rGO/SPE VPD - 5,34
a
 Qin et al., 2016 

Nanocluster-Au Fluorescência - 351
c
 Xu et al., 2015 

P2W16V2-Au/PDDA-rGO VPD - 390
b
 Bai et al., 2016 

PD-Cu(II)/GCE VPD - 297
b
 Huang et al., 2014 

PEDOT-nf/PGE VPD - 399
 c
 Ozcan et al., 2015 

GLY-GQDs VPD 2,56
a
 - Liu et al., 2017 

ECV/ MWCNT/poli-at-5-NID Amperometria 68
b
 341b  

144a
 

Este trabalho 

Fonte: Autor desta tese, 2016. 

GCE: eletrodo de carbono vítreo. PGE: eletrodo de lápis. PEDOT: poli(3,4-etilenodioxitiofeno). nf: 

nanofibras. -CD: -ciclodextrina. SPE: eletrodo impresso. rGO: óxido de grafeno reduzido. P2W16V2-

Au: polioxometalato dopado com nanopartículas de Au. PDDA: poli(dialildimetilamônio). GLY: glicina. 

GQDs: grafeno por pontos quânticos. PD: Poli-dopamina. a: soro; b: urina; c: sangue. 
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Na Tabela 10 temos alguns trabalhos encontrados na literatura envolvendo 

eletrodos modificados com diferentes mediadores para determinação de AA e AU 

em amostras padrão, bem como seus valores de potencial, faixa linear e limite de 

detecção para fins de comparação com o valor obtido neste trabalho. Observa-se 

que a variação de potencial encontrado neste trabalho foi maior quando comparado 

aos valores apresentados para os sistemas eletrodo-mediador desenvolvidos por 

SILVA (2012), GUPTA e GANESAN (2015), ERGÜN (2016) e LAVANYA (2015), no 

entanto, valores encontrados nos trabalhos de CHOUKAIRI (2015), AMIRI (2015) e 

ROHANI e TAHER (2015) apresentaram valor superior ao nosso sensor. Em relação 

ao LOD, o nosso sensor apresentou melhor resposta quando comparado com 

CHOUKAIRI (2015), LIU (2016) e QI (2015), além de fácil preparação e boa 

estabilidade. 

 

 



118 

 

Tabela 10. Determinação de ácido ascórbico e ácido úrico em diferentes plataformas. 

Sensor 
E (V) E (V) Técnica Faixa linear (mol L

-1
) LOD (mol L

-1
) Referências 

AA AU    AA AU AA AU   

Fe2O3/RG nanocomposito - - - VC 570 - 3970 - 0,543 - YU, et al., 2015 

Eletrodo de carbono/L-cisteina 0,03 0,33 0,30 VOQ 50-1000 10 - 100 50 10 CHOUKAIRI, et al. 2015 

CNTs-PAM/GCE 0,05 0,30 0,25 VPD 4,0 - 400 - - 1,0 ZHANG, et al., 2015 

poly-Xa/MWCNT/GCE 0,05 0,35 0,20 Amperometria 25 - 325 - 0,19 0,31 SILVA, et al., 2012 

PdNPs/CM/CPE 0,08 0,30 0,22 Amperometria 3,27- 40,51 3,27- 3,89 0,53 0, 66 MUKDASAI, et al., 2015 

GCE/Au-MSS 0,29 0,35 0,06 Amperometria 50 - 15000 20 - 7000 1,65 2,14 GUPTA e GANESAN, 2015. 

P(GBHA)/GCE 0,26 0,45 0,19 VC 1,0 - 8,0 1,0 - 100 0,3 0,09 ERGÜN, et al.2016 

CF/ZnO  0,26 0,50 0,24 VPD 600 - 2000 20 - 200 170,1 6,7 LIU, et al., 2016 

ZnO NRs-Au NPs/GCE 0,09 0,32 0,23 VPD 100 - 4000 10 - 400 4,699 2,375 HOU, et al., 2016 

Au-nanotubes array /GCE 0,41 0,62 0,21 VPD 0,102 - 523 0,143 - 464 0,0112 0,0224 YANG, et al., 2012 

GCE/tosyl-CNP 0,20 0,65 0,45 VPD 10 - 3000 0,1 - 100 10 0,02 AMIRI, et al., 2015 

PG/GCE 0,03 0,38 0,35 Amperometria 9 - 2314 6 - 1330 6,45 4,82 QI et al., 2015 

ITO/ERGO - 0,27 - VPD - 0,30 -100 - 0,30 KHAN, et al., 2013 

CM/GCE -0,03 0,23 0,26 VC 0,195 - 4,04 0,094 - 1,90 0,39 0,15 MUKDASAI, et al., 2014 

FeCMN/GCE 0,11 0,50 0,39 VPD 4,0 - 600 0,3 - 490 2,57 0,137 ROHANI e TAHER, 2015 

Mn-SnO2/GCE 0,11 0,25 0,14 VOQ 5 - 900 1 - 860 0,058 0,36 LAVANYA et al., 2015 

ECV/MWCNT/poli-at-5-NID  0,10 0,32  0,22 Amperometria   5 - 50 5 - 50  1,9  2,1   Este trabalho 

Fonte: Autor desta tese, 2016.  

Nota: GCE: Eletrodo de carbono vítreo; MWCNT: nanotubos de carbono de paredes múltiplas; PdNPs: nanopartículas de Pd; RG: Grafeno reduzido; MSS: 

esfera de sílica mesoporosa; CNTs: nanotubos de carbono; poly-Xa: polímero do ácido xanturênico; P(GBHA): poli(glioxal-2-hidroxianil); PAM: poliacrilamida; 

ITO: óxido de índio e estanho; CF: fibra de carbono; NRs: nanobastões; CNP: nanopartículas de carbono; ERGO: óxido de grafeno reduzido; CM: monolito 

de carbono; MN: Nafion modificado. Mn-SnO2: nanopartícula de Mn dopado com SnO2. VC: Voltametria Cíclica. VPD: Voltametria de Pulso Diferencial. VOQ: 

Voltametria de Onda Quadrada.
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Os resultados obtidos neste trabalho mostram a construção de forma eficaz 

de um biossensor e de um sensor eletroquímico. Por meio dos resultados obtidos 

ficou claro que esses dispositivos podem ser utilizados de forma eficaz em diferentes 

amostras biológicas. Além disso, a preparação dos dispositivos é relativamente 

simples, as técnicas empregadas apresentaram boa sensibilidade e os reagentes 

utilizados na construção do sensor são disponíveis comercialmente e de relativo 

baixo custo.  
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8 CONCLUSÃO 

O estudo do comportamento eletroquímico da 3-NO2TEE em meio aprótico foi 

importante para compreender as espécies eletrogeradas durante a redução do 

nitrocomposto. No entanto, o comportamento eletroquímico em meios prótico 

mostrou que o potencial de redução do grupo nitro presente na molécula é 

dependente do pH. 

Nesse trabalho foi construído com sucesso um biossensor de dsDNA para 

determinação da 3-NO2TEE, onde apresentou boa sensibilidade e o limite de 

detecção e quantificação encontrados foram 58 nmol L-1 e 200 nmol L-1. 

No presente trabalho, também foi construído de forma fácil um sensor 

eletroquímico a base de nanotubos de carbono e poli-5-nitroindol para detecção dos 

ácidos ascórbico e úrico em amostras de urina e soro. O sensor desenvolvido 

apresentou boa sensibilidade e estabilidade. A curva analítica obtida sob condições 

de pH neutro, apresentou limites de detecção de 1,9 mol L-1 para AA e 2,1 mol L-1 

para AU. 
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