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RESUMO

Neste trabalho, descreve-se o desenvolvimento de uma plataforma nanoestruturada
simples e eficiente a base de nanotubos de carbono de paredes multiplas (do inglés,
MWCNT) funcionalizados com niclosamida (NIC-NO2) na perspectiva de seu uso
analitico na quantificacdo de NADH. A NIC-NO: foi ativada in situ (NICativada) SObre o
MWCNT depositado em carbono Vvitreo, gerando, o0s pares redox
hidroxilamina/nitroso(NIC-NHOH/NIC-NO, E° = -0,09 vs. Ag/AgCl), seguido de outro
par redox (E° = 0,15 vs. Ag/AgCl) ambos estaveis na plataforma nanoestruturada.
Apenas o par redox (NIC-NHOH/NIC-NO) apresentou atividade eletrocatalitica na
oxidacao de NADH e no segundo pico a corrente liquida nédo foi afetada na presenca
de NADH. As técnicas empregadas para a realizacdo deste trabalho foram
voltametria ciclica e cronoamperometria, as quais foram utilizadas para estudar o
comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados, obtencdo dos parametros
cinéticos e caracterizacdo analitica da plataforma. Os estudos cronoamperométricos
foram também realizados com o objetivo de se obter maiores informacdes sobre os
processos de oxidacdo entre a NADH e a plataforma funcionalizada. Assim, por
meio de graficos e equacdes de Cottrell foi possivel obter os valores aparentes para
o coeficiente de difusdo (Dnabn) € constante catalitica da reacao (xca) para a NADH.
Os valores do DnapH € de xcar, determinados para a NADH, foram de 2,5x10% cm? s
1, 8,1x10° mollL s?, respectivamente. O aumento na velocidade de reagéo para o
NADH foi atribuido a eficiente transferéncia de elétrons entre esta espécie e o par
redox (NIC-NHOH/NIC-NO) eletrogerado in situ. O sensor amperomeétrico
apresentou em relacdo ao NADH uma faixa de resposta linear (0,1-3,0 umol L),
limite de deteccdo (0,029 pmol L), limite de quantificagdo (0,095 pmol L%Y),
sensibilidade (0,25 pA L pmol?), potencial de deteccdo (+0,065 V vs. Ag/AgCl),
tempo de resposta de deteccdo de 0,2 s. A partir do desempenho obtido, a
plataforma nanoestruturada fundamentadada em MWCNT e NICatvada, NOVO
mediador redox, torna-se um ambiente excelente para a configuracdo de novos
biossensores que empregam enzimas NADH dependentes.

Palavras-chave: Eletroquimica, Quimica Organica, Fisico-quimica, Niclosamida,
Nanotubos de Carbono, NADH — Nicotinamida Adenina Dinucleotideo.



ABSTRACT

In this work, the development of a simple and efficient nanostructured platform based
on multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) modified with activated niclosamide
(NIC-NO2). Towards electrocatalytic NADH oxidation is described. For this purpose,
initially, NIC-NO2 was activated in situ (NICactivated) On the MWCNT directly placed on
glassy carbon electrode GCE surface, generating a stable redox-active
nitroso/hydroxylamine system (NIC-NHOH/NIC-NO, E° = -0.09 vs. Ag/AgCl ) followed
by a second and reversible pair of peaks (E° = +0.15 vs. Ag/AgClI), both steble on the
nanostructured platform. Only the redox couple (NIC-NHOH/NIC-NO) showed
electrocatalytic activity for the oxidation of NADH and in the second peak, the net
current was not affected in the presence of NADH. The techniques used in this work
were cyclic voltammetry and cronoamperometry, used to study the behavior of the
modified electrodes, for the attainment of the kinetic parameters and analytical
characterization of the nanostructured platform. Cronoamperometric studies were
carried out with the aim to get information on the reduction processes and oxidation
of NADH, on the nanostructured platform. Through the Cotrell plots it was possible to
obtain the values for the diffusion coefficient (Dnapn) for the and catalytic constant of
the reaction (xa) toward NADH. The values of the diffusion coefficient and car,
determined for NADH were 2.5x10® cm? s, 8.1x10° mollL s, respectively. The
increase of the reaction rate for NADH oxidation was attributed to the efficient
electron transfer between the studied specie and immobilized electroactive species
on the surface of the nanostructured platform. The sensor provided a linear response
range (0.1-3.0 pmol L), limit of detection (LOD) (0.029 pmol L), limit of
guantification (LOQ) ( 0.095 pmol L7), sensitivity (0.25 pA L umol?), detection
potential (+0.065 V vs. Ag/AgCl) and response time of 0.2 s for NADH. From the
performance achieved, the platform based on nanostructured MWCNT and
NICactivated, @ NEW redox catalyst, becomes an excellent environment for configuring
new dehydrogenase-based biosensors.

Keywords: Electrochemistry, Organic Chemistry, Physical Chemistry, Niclosamide,
Carbon Nanotubes, NADH — Nicotinamide Adenine Dinucleotide.
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l. INTRODUCAO

l.1. Consideracdes Gerais

A eletroquimica estuda fundamentalmente sistemas interfaciais. Assim, é de
suma importancia o conhecimento dos fluxos de carga e massa através da interface
eletrodo/solucdo no que tange ao entendimento molecular tanto da relacdo entre
estrutura quanto no que diz respeito a natureza fisico-quimica das espécies que
participam da reacdo, bem como o fenémeno eletroquimico em si, tais como

parametros que afetam a transferéncia de carga (VARELA et al., 2000).

A Eletroquimica é uma éarea de desenvolvimento que vem conquistando
espaco nos mais diversos campos de aplicagcdes da ciéncia, devido ao seu baixo
custo de operacao, a extensa aplicabilidade analitica, com caracteristicas vantajosas
como a elevada sensibilidade das determinacfes e portabilidade (BRETT e BRETT,
1998; BARD e FAULKNER, 2001) bem como também a sua utilizacdo como
ferramenta de estudo nos inumeros fendmenos envolvendo transferéncia de elétrons
(PEREIRA et al., 2003). Além disso, destaca-se pela facilidade de automacdo em
virtude da medicao de sinais elétricos, a possibilidade de proceder a especiacéo de
ions metalicos em certos casos e a “compatibilidade ambiental”, pois o principal
reagente empregado é o elétron, conferindo, aos métodos eletroanaliticos uma

posicao de destaque no contexto da Quimica Analitica.

Além disso, a sensibilidade das determinacfes ndo € comprometida pela
reducdo do tamanho do sensor ou da célula, como é o caso dos métodos
espectroscopicos, uma vez que a reacao de interesse ocorre na regido interfacial
eletrodo/solucdo e, consequentemente, ndo depende do volume da amostra
(SANTHIAGO et al., 2009).

A presente dissertacdo relata de forma simples a construcdo de uma
plataforma nanoestruturada simples para uso em finalidades eletroanaliticas. A
seguir, sdo discutidos, resumidamente, os componentes principais dos sensores

guimicos.



21

l.2. Sensores Quimicos

Sensor quimico € um dispositivo que transforma informac6es quimicas, como
a concentragdo de um componente especifico da amostra em relacdo a sua
composi¢cdo total, em um sinal analiticamente mensuravel (WANG, 2000;
THEVENOT et al., 2001).

Sao, portanto, dispositivos que apresentam uma interface (reconhecedora)
onde ocorrem fenbmenos quimicos, a qual esta ligada ao transdutor fisico-quimico
qgue transforma uma informacdo quimica, oriunda de um sistema (analito), em um

sinal analitico util.

A informagao obtida no instrumento de medida pode estar relacionada a uma
reacdo quimica ou mesmo a uma propriedade quimica do analito. Os sensores
guimicos apresentam trés partes basicas: o0 receptor ou fase sensora, regiao
reconhecedora onde ocorre a reagao quimica seletiva; o transdutor, que traduz o
sinal quimico gerado pela reacdo em um sinal mensuravel e o condutor, que

transporta o sinal para a instrumentacdo de medida.

A fase sensora pode ser um corante acido/basico, um trocador i6nico, uma
substancia redox, uma substancia fluorescente, um anticorpo, etc (THEVENOT et
al.,, 2001) enquanto que o transdutor pode ser classificado como: eletroquimico
(corrente, condutividade, potencial), optico (absorcéo, fluorescéncia, reflectancia),
calorimétricos (calor), piezelétrico (alteracdo de massa). O transdutor, sensivel a
essas variacles, convertera a energia do evento numa forma mensuravel em um

grande numero de modalidades de energia.

A Figura 1 mostra um modelo esquematico dos principais componentes de
um sensor quimico, onde ocorre interagdo entre o analito e a fase sensora. Esta
interacdo podera causar uma variacdo na concentracdo, por exemplo, de protons,
ions especificos, transferéncia de elétrons, liberacdo ou absorcdo de gases (tais
como: Hz, Oz, NHs, etc.). Além disso, podera através deste evento apresentar uma
mudanca de algum parametro éptico do sistema, como cor, indice de refracdo, por

exemplo, que podem ser monitoradas tanto qualita quanto quantitativamente.
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Transdutor Analito
ﬁ *
Sinal
mensuravel Quimico
L= _y " ;

ComUnicador

Fase sensora

Figura 1 Modelo esquemaético dos principais componentes de um sensor quimico.

Neste sentido, sensores quimicos permitem a coleta de dados e a obtencéo
de informagbes com manipulagdo minima do sistema estudado. Estes dispositivos
possuem caracteristicas particulares que os distinguem de métodos instrumentais de
largo porte, 0s quais, por sua vez, Sdo cada vez mais precisos, sensiveis e seletivos,

mas néo permitem a obtencao de informacdes in situ e em tempo real.

Nestas condi¢cdes experimentais, dados séo facilmente obtidos com sensores
e, mesmo que as medidas ndo tenham precisdo e exatiddo comparaveis as dos
métodos instrumentais, em muitas ocasides tém-se elementos suficientes para
diagnosticar o sistema em estudo. Caracteristicas vantajosas também inerentes ao

uso de sensores quimicos referem-se a portabilidade, facilidade de automacéo,

possibilidade de miniaturizacéo e baixo custo.

Fica evidente, que dentre 0s sensores quimicos, ha varias classificacdes
possiveis as quais podem se basear no tamanho, tipo de aplicacdo ou mecanismo
de transducéo da resposta. Assim, de acordo com o banco de dados do ISI Web of
KnowledgesM, aproximadamente 50.000 artigos cientificos foram publicados
contendo a palavra-chave “sensor” ou “sensors”, entre os anos 2005 e 2010 (Figura
2). Estes trabalhos referem-se a investigacbes com sensores de diversos tipos e
incluem transducdo potenciométrica, amperométrica, piezelétrica, Optica, térmica,
condutométrica, entre outras, ratificando mais uma vez a importancia do campo de

desenvolvimento de sensores.
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Figura 2 Numero de publicacbes de artigos cientificos em revistas com politica

editorial seletiva, usando como palavra-chave “sensor” ou “sensors” entre 0s anos
de 2005 a 2010.

Diante do que foi colocado a respeito dos sensores quimicos, verifica-se que
0 topico € de alta complexidade e a area cientifica muito fértil, ndo sendo possivel,
nesse trabalho, o seu aprofundamento.

Nessa dissertacdo dar-se-4 maior énfase ao desenvolvimento de dispositivos
gue utilizam o transdutor eletroquimico (amperométrico e voltamétrico),
particularmente, para a determinacdo de coenzimas, como por exemplo, a

nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), bem como as devidas justificativas para
sua escolha.
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1.3. Modificac&o da superficie para o Desenvolvimento de Sensores

O uso de reagentes acoplados ao transdutor, processo denominado de
imobilizacdo, tem como objetivo pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-
quimica da interface eletrodo-solu¢do, sendo, portanto, uma forma de adaptar e
controlar sua reatividade e/ou seletividade, possibilitando o desenvolvimento de
sensores quimicos para varios propoésitos e aplicacfes. Além dessas caracteristicas,
pode-se destacar a simplicidade de construcao, degrada¢cdo minima do analito, entre

outras, como citado anteriormente neste trabalho.

Deve-se ressaltar também, que o bom desempenho do sensor dependera de
varios fatores tanto a partir de uma eficiente imobilizacdo do reagente, considerando
suas caracteristicas mecanicas e quimicas (tais como: aderéncia ao suporte, facil
manuseio, tempo de preparo, estabilidade ao ambiente e durabilidade) quanto a

técnica empregada, como por exemplo, eletroquimica, Optica, piezelétrica, etc.

Varias metodologias para incorporacao de reagentes tém sido propostas para
o desenvolvimento de sensores, como adsorcao (SILVA et al., 2010), utilizacdo de
pasta de carbono (LIMA et al., 2008b), formacao de ligacdo covalente (SANTHIAGO
et al., 2009), formacdo de polimeros (YANG e LIU, 2009) e formacdo de
monocamadas auto-organizadas (“SAM - self assembled monolayers”) (DANIEL et
al., 2007).

O desempenho do sensor estd intimamente ligado a espécie a ser usada
durante o processo de imobilizacdo, melhorando assim, a reversibilidade de um
processo, inerente aos sensores eletroquimicos, com o objetivo de aumentar a
sensibilidade e seletividade, minimizar ou eliminar a interferéncia de espécies
indesejaveis que possam alterar a resposta do dispositivo, valido para todos os tipos

de sensores quimicos.

Para justificar o uso de reagentes na interface transdutora € preciso que o
sensor agregue essas caracteristicas desejadas para que sua aplicacdo na
determinacdo de espécies nos diferentes meios seja realizada com éxito. S&o
mostrados a seguir o desenvolvimento e aplicacbes desses sensores quimicos,

particularmente, os eletroquimicos.
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l.4. Sensores Eletroquimicos

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos € uma das areas de maior e
mais rapido crescimento dentro da Quimica Analitica, principalmente devido aos
novos desafios impostos para analises de amostras complexas, seja de origem
biol6égica ou ambiental, o qual tem levado a uma crescente busca por sensores com
melhores caracteristicas (WANG, 2000).

Os sensores eletroquimicos fazem uso do eletrodo como dispositivo
transdutor de sinal e baseiam-se em reacdes de transferéncia de carga (processos
faradaicos), ou em fendbmenos de migracdo de cargas (processos nao faradaicos)
(BARD e FAULKNER, 2001).

Apesar da grande versatilidade e perspectivas apresentadas pelos sensores
eletroquimicos, a utilidade de um eletrodo é muitas vezes limitada devido a uma
passivacdo gradual de sua superficie, que € consequéncia principalmente da
adsorcao dos produtos da prépria reacao de 6xido-reducao utilizada na deteccao, ou
ainda, dos sub-produtos destas reacdes que podem se polimerizar e se depositar
sobre a superficie dos eletrodos (ROSATTO et al., 2001).

A sensibilidade de muitos analitos importantes pode ser prejudicada em
funcao da cinética de transferéncia de elétrons entre estes compostos e 0s materiais
dos eletrodos ser excessivamente lenta. Outra limitacdo € a dificuldade de
discriminar entre compostos alvos que possuam caracteristicas redox similares
(WANG, 1991).

Uma area que oferece grande potencial para minimizar os problemas acima
descritos, e consequentemente permite aumentar a aplicabilidade e eficiéncia dos
sensores eletroquimicos, é a que compreende os chamados eletrodos quimicamente
modificados (EQM) (WANG, 1991). A habilidade para controlar e manipular
deliberadamente as propriedades das superficies dos eletrodos pode proporcionar
uma variedade de efeitos atrativos, levando a superficie com caracteristicas que
podem contornar efetivamente muitos dos problemas apresentados pelos sensores

eletroquimicos tradicionais.
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A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofre modificagéo,
€ um aspecto muito importante da preparacdo de um EQM. Este substrato deve
apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também ser adequado para
0 método de imobilizacdo selecionado. Entre os materiais convencionais podemos

citar ouro, platina, carbono, carbono vitreo, fibras de carbono e pasta de carbono.

Além disso, diversos materiais vém sendo explorados para configuracdes de
novas interfaces nanoestruturadas fundamentadas em nanotubos de carbono (NTC),
0 qual tem ganhado notoriedade pelas inovagbes obtidas, particularmente, no
segmento de desenvolvimento de sensores quimicos, agregando 6timo desempenho

durante a empregabilidade destes dispositivos para finalidades praticas.

Uma das razdes para escolha de nanotubos de carbono (NTC) para o
desenvolvimento de dispositivos nanoestruturados, diz respeito a possibilidade de
imobilizacdo de substancias com grupos funcionais dos mais variados, apresentando

comportamento eletroquimico com 6timas caracteristicas (ZENG et al., 2002).

Neste sentido, é discutido, de forma pormenorizada, o estado da arte destes

materiais, apontando as inovacoes.
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1.5 Os Nanotubos de Carbono (NTC)

Desde sua descoberta por Sumio lijima (IIJIMA, 1991) estes novos materiais
de carbono nanoestruturados vém despertando grande atencédo pela comunidade
cientifica, justificando suas inimeras aplicacfes. Pode-se citar sua utilizagdo como
catalisadores, materiais compositos, sensores, pontas para microscopio de forca
atdbmica, filmes condutores, materiais nano-biotecnolégicos e dispositivos
nanoeletronicos (RUBIANES e RIVAS, 2005; WANG et al., 2009).

Os NTC podem ser definidos como fios em escala molecular, sendo divididos
em nanotubos de carbono de parede unica (SWCNT, do inglés single-wall carbon
nanotubes) de didametros de 1 a 2 nm e nanotubos de carbono de paredes mdltiplas
(MWCNT, do inglés multi-wall carbon nanotubes) (NOSSOL, 2009) de diametro de 2
a 25 nm dependendo do numero de camadas na parede dos nanotubos (KRIVENKO

et al., 2005), além de possuirem comprimentos de varios micrometros.

Assim, os SWCNTs possuem uma nanoestrutura cilindrica formada de uma
Unica folha de grafeno enrolada na forma de um tubo. Por outro lado, os MWCNT
sdo formados por varias camadas de cilindros de grafite que sdo concentricamente

alinhadas, na forma de um tronco de arvore como observado na Figura 3.

Figura |.3. Modelo esquematico do SWCNT (A) e MWCNT (B).
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Os MWCNT’s sao produzidos com baixo custo para muitas aplicacdes.
Devido as suas propriedades, tais como alta condutividade elétrica, excelente
estabilidade quimica, apresentam um amplo potencial de aplicagdo como
componentes eletronicos moleculares (KRIVENKO et al., 2005). Particularmente, a
diminuicdo da resisténcia a transferéncia de carga (MINNIKANTI et al., 2009; ZHOU
et al., 2008; XIANG et al., 2008), a possibilidade de funcionalizacdo devido a
presenca de grupos carboxilicos (XIA et al., 2009) e aumento na area de superficie
(SUNI, 2008) tém sido as principais razdes para o0 emprego dos NTC com foco no

desenvolvimento de sensores quimicos.

Estes novos materiais permitem a imobilizacdo de mediadores tanto de
origem biolégica, quanto inorganica ou orgéanica, apresentando comportamento
eletroquimico com 6timas caracteristicas (SOTIROPOULOU et al., 2003), bem como
alta estabilidade, item imprescindivel para um oOtimo desempenho de sensores
guimicos a base destes materiais, garantindo, portanto, viabilidade operacional e

confiabilidade dos resultados durante as analises.

Os NTC podem doar ou receber elétrons em uma ampla janela de potencial,
de -1,0 V a 1,2 V vs. Ag/AgCIl, em solucdo tampéo fosfato (GHALKHANI e
SHAHROKHIAN, 2010; GLIGOR et al., 2009), viabilizando seu emprego também
como mediadores em reacgdes de transferéncia de elétrons. Assim, se o componente
€ inorganico ou bioldgico, como por exemplo, enzima, coenzima, DNA, anticorpos,
metaloporfirinas, puder ser imobilizado diretamente nos NTC, entdo a transducéo e

mediacao podem ser alcancadas ao mesmo tempo, justificando a sua versatilidade.

l.6. A Importancia da Deteccdo de NADH

A nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e NAD(P)H (grupo fosfato
substituindo o grupo hidroxila) sdo coenzimas essenciais em mais de 400 processos
enzimaticos (250 dependentes do NADH e 150 do NAD(P)H). Estas coenzimas
catalisam a oxidagdo de metabdlitos, servem como aceptor/doador de elétrons e
com isso, sdo cruciais no transporte de elétrons em sistemas bioldgicos
(SANTHIAGO et al., 2009; LIMA et al., 2008a; SILVA et al., 2010).
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A compreensdo das reacdes de transferéncia de elétrons entre as coenzimas
e o eletrodo é complicada, uma vez que, devem ser levados em consideracdo, o
tamanho, os diferentes tipos de interacbes e a orientagcdo da enzima depositada
sobre a superficie do eletrodo. Dessa forma, o estudo do comportamento
eletroquimico das coenzimas, sem a presenca de enzima, tanto em solu¢do como
imobilizados sobre diferentes materiais eletrodicos é de fundamental importancia
para o desenvolvimento de biossensores NADH dependentes (SANTOS et al.,
2005ab; PEREIRA et al., 2003; ZHANG et al., 2004; CHEN et al., 2004; LIU et al.,
2005; ZHANG e GORSKI, 2005; VASANTHA e CHEN, 2006; NASSEF et al., 2006;
ZENG et al.,, 2006; RAJ e CHAKRABORTY, 2007; LIU et al., 2006; ZHAI et al.,
2006).

NADH NAD(P)H

Figura 4 Estrutura quimica do NADH e NAD(P)H.

A deteccdo do NADH em fluidos biologicos € particularmente importante
porque permite a determinacdo indireta de varias substancias nao eletroativas
presentes in vivo. Em virtude disso, um grande numero de pesquisas visando o
desenvolvimento de procedimentos analiticos para a determinacdo de NADH (Figura
4) tem sido realizado (BARTHUS et al., 2005).

O NADH sofre oxidagcdo para a producdo de NAD* com perda de dois

elétrons. O mecanismo desta oxidacdo € complexo, depende de potenciais elevados
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e o produto da oxidacdo pode bloquear a superficie do eletrodo, Figura 5 (RADOI e
COMPAGNONE, 2009).

H H O 0] 0]
D>
| | NH» | AN NH,
—— +7
\ \
R R
NADH NAD*

Figura 5 Oxidacdo do NADH.

O potencial formal do par NAD*/NADH em eletrodos ndo modificados é de
aproximadamente 1,0 V vs. Ag/AgCl e ocorre de forma irreversivel, o que o torna
pouco atraente para uso em desidrogenases para fins eletroanaliticos. Alem disso,
pode ocorrer a passivacdo do eletrodo causada pelos radicais intermediarios
produzidos na oxidacdo de NADH (FOTOUHI et al., 2010).

Para tentar contornar esses problemas, varios estudos tém enfatizado o uso
de mediadores redox de vérias classes como quinonas (SILVA et al., 2010),
nitroaromaticos (MANO e KUHN, 2001a; LIMA et al.,, 2008a; SANTHIAGO et al.,
2009), complexos de metais de transicdo (SANTOS et al., 2002b; PEREIRA et al.,
2003), nanoparticulas metalicas (DENG et al.,, 2008a), corantes (SANTOS et al.,
2002a; ZHU et al., 2007a), entre outros. As razdes para o uso desses mediadores na

interface sdo discutidas a sequir.
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[.7. Mediadores Redox: Um Panorama Resumido

Os mediadores redox podem ser definidos como qualquer tipo de substancia
que facilite a transferéncia de elétrons entre a espécie de interesse e a superficie do
eletrodo. Servem como uma ponte, transferindo elétrons provenientes da oxidacao
do NADH para o eletrodo de forma mais rapida, além de possibilitar a diminuicdo do
sobrepotencial requerido, e na maioria dos casos, aumentam a seletividade do
eletrodo ao NADH. Uma representacdo esquematica dos eletrodos modificados para

oxidacdo de NADH pode ser vista na Figura 6.

MED,y; NADH

Figura 6 Modelo esquematico do uso de mediador para a eletro-oxidacao de

NADH, em eletrodo modificado com NTC.

Entre as caracteristicas basicas que o composto deve apresentar para ser

empregado como mediador redox para eletrooxidacdo de NADH, pode-se destacar:
() Rapida transferéncia de elétrons entre o mediador imobilizado e o eletrodo (xs),
(ii) Alto valor de constante da velocidade catalitica da reacao (xcar),

(i) Boa reversibilidade,

(iv) Potencial formal em baixos sobrepotenciais para evitar a oxidagcdo de possiveis

espécies interferentes,
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(v) Estavel na forma oxidada e reduzida.

Varias aplicagfes recentes de eletrodos modificados com NTC s&o baseadas
na utilizacdo de um agente mediador redox que, em conjunto com os NTC, melhora
as caracteristicas da reacdo eletroquimica. O uso de mediadores redox nestes
sensores fundamentados em NTC oferecem beneficios em termos de diminuicdo
consideravel do sobrepotencial de processos de elétrodo e uma melhoria notavel no
desempenho do sensor.

Assim, varios eletrodos foram modificados com esse intuito (LUZ et al., 2008;
SALIMI et al.,, 2008; STEGE et al.,, 2009). Alguns compostos como o acido
xanturénico (SILVA et al., 2010) e complexos de niquel (ZHENG e SONG, 2008),
entre outros foram usados como mediadores. A Tabela 1. traz uma revisdo apurada
da literatura onde é possivel encontrar diversas plataformas nanoestruturadas
fundamentadas em NTC ou ndo, com foco na deteccédo eletrocatalitica de NADH.
Por outro lado, a partir de uma analise simples da Tabela 1., notam-se varios
problemas com relacdo as plataformas desenvolvidas, por exemplo, o alto
sobrepotencial aplicado para detec¢cao de NADH (ZHANG et al., 2004; VASANTHA e
CHEN, 2006; ZHAI et al., 2006; WANG et al., 2007; AGUI et al., 2007; DENG et al.,
2008b), originando problemas, principalmente de seletividade, além da baixa
sensibilidade (LIU et al., 2006; WANG et al., 2007; HUANG et al., 2007; DENG et al.,
2008a; YANG e LIU, 2009). Portanto, é de fundamental importancia a busca
continua por novas plataformas a base de novos mediadores, as quais possam
contornar tais problemas e garantir viabilidade operacional ao dispositivo

desenvolvido.

E importante salientar que mesmo com um nimero expressivo de publicacdes
na area de sensores, busca-se um sensor que trabalhe na faixa de pH fisiologico,
entre 7,0 e 7,4; o E aplicado deve ser o menos positivo possivel, a faixa linear
ampla, atingindo concentracdes similares as existentes em liquidos biol6gicos; além
disso , busca-se também alta sensibilidade e seletividade, limite de deteccao baixo e
alta constante catalitica. Na Tabela 1 sdo destacados 0s sensores que apresentam

as melhores caracteristicas dentre os parametros ja citados.
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Tabela 1 Comparacgdo do desempenho de alguns eletrodos modificados usados na eletrocatalise de NADH.

Eaplicado Faixalinear Sensibilidade LD o
Plataforma pH 1 1 Referéncia
(mVvs. Ag/Agcl)  (umolL™) (WAL pmol™)  (umol L

EPC/SN/NA 7,0 45 10-750 0,05 - (SANTOS et al., 2002a)
EPC/SN/MB 7,0 155 10-520 0,05 - (SANTOS et al., 2002b)
EPC/SN/RF 7,0 -5 40-800 0,02 7 (PEREIRA et al., 2003)
ECV/QUIT/MWCNT 7,4 400 5-300 0,04 3 (ZHANG et al., 2004)
ECV/IMWCNT 6,8 0 20-1000 - 0,5 (CHEN et al., 2004)
ECV/IMWCNT/PA 7,2 200 5-1000 - 1 (LIU et al., 2005)
(ZHANG e GORSKI,

ECV/QUIT/MWCNT/AZU 7,4 -100 0,5-350 0,01 0,5
2005)
(VASANTHA e CHEN,

ECV/PEDT 7,0 350 10-100 0,05 0,5
2006)
ECV/APHh 7,0 150 1-10 0,01 0,15 (NASSEF et al., 2006)
ECV/IMWCNT/PTBO 7,0 45 2-4500 - 0,5 (ZENG et al., 2006)
ECV/Nafion/MWCNT/DHB 7,2 -50 0,5-400 0,011 0,1 (RAJ et al., 2006)

ECV/IPAA-MWCNT 7,4 130 4-100 0,008 1 (LIU et al., 2006)



ECV/IMWCNT/QUIT

EC/MWNTs/BMIM-BF4/QUIT

ECVISWCNT/MB
ECV/PABS
ECV/IMWCNT/PDAB
ECV/MWCNT/T/Nafion

ECV/IMWCNT/PMT

ECVIMWCNT

EAU/MWCNT/PDA
EPC/MWCNT/TCBQ
EPC/4-NPHN
ITO/MWCNT/Au/T
ECV/IMWCNT/B
ECV/IMWCNT/3,5-DNBA

ECV/ISWCNT/BC

7,2

7,0
7,5
7,0
7,5
7,0
7,0

7,5

400

300

-100

200

70

-100

300

-140

250

150

100

200

300

15

45

0,8-1600
0,2-26
0-500

10-300
2-4000

2-400

0,5-20

0-80

0-0,3
0,5-2160
0,8-8,5
0,5-237
0-1405
4-42

3-104,2

0,0844

0,00052

0,017
71x103

9,88x1073

0,3
0,06

0,048

0,5

0,17

0,5

6,4x1073
0,15
0,25
0,1
0,05

1,2
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(ZHAI et al., 2006)
(WANG et al., 2007)
(ZHU et al., 2007a)
(KUMAR E CHEN, 2007)
(ZENG et al., 2007)
(HUANG et al., 2007)

(AGUI et al., 2007)

(CHAKRABORTY E RAJ,
2007)

(TU et al., 2007)
(LUZ et al., 2008)
(LIMA et al., 2008a)
(DENG et al., 2008a)

(DENG et al., 2008b)

(SANTHIAGO et al., 2009)

(YANG E LIU, 2009)
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EAu/ MWCNT/QUIT/DA 7,0 295 0,1-600 9,93x103 12x10°3 (GE et al., 2009)
ECV/BPhM 7,0 245 0-100 1,82 2 (GLIGOR et al., 2009)
EPC/MWCNT/DDF 7,5 0,22 0,01-0,08 0,011 0,7x10°® (FOTOUHI et al., 2010)
ECV/MWCNT/XA 7,0 100 0,5-10 0,22 0,10 (SILVA et al., 2010)

APh: o-aminofenol; Au: Ouro; AZU: Corante azul; B: Boro; BC: Brilhante cresol; BMIM-BF4: (1-butil-3-metilimidazol
tetrafluoroborato,); BPhM: Bis-fenoltiazin-3-il metano; DA: Dopamina DAB: 1,2-diaminobenzeno; DDF: 6,7-diidroxi-3-metil-9-tia-
4,4a-diazofluoren-2-ona; DHB: 5,5-diidroxi-4,4-bitriptamina; 3,5-DNBA: acido 3,5-dinitrobenzéico; EAu: Eletrodo de ouro; ECV:
eletrodo de carbon vitreo; EPC: Eletrodo de pasta de carbono; ITO: Oxido de indio dopado com estanho; MB: Azul de meldola (8-
dimetilamino-2,3-benzofenoxazina); MWCNT: Nanotubos de carbono de paredes multiplas; NA: Azul do Nilo; 4-NPHN:
Nitroftalonitrila; PA: Polianilina; PAA: acido poliacrilico; PABS: Acido Poli(p-aminobenzeno sulfénico); PDA: o-fenildiamina; PDAB:
Poli(1,2-diaminobenzeno); PEDT: Poli(3,4-etilenodioxitiofeno); PMT: Poli(metil tiofeno); PTBO: Poli(toluidina azul); QUIT:
Quitosana; RF: Riboflavina; SN: Silica modificada com oxido de nidbio; SWCNT: Nanotubos de carbono de paredes simples; T:
Tionina; TCBQ: 2,3,5,6-tetracloro-1,4-benzoquinona; XA: Acido xanturénico.
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No entanto, substancias que apresentam o grupo funcional nitro (R-NO2) tém
se destacado bastante nos dltimos anos como modelos para a formagédo de pares
redox que se enquadram nas caracteristicas desejaveis para um mediador (LIMA et
al., 2008a, SANTHIAGO et al., 2009).

O grupo nitro, no seu estado oxidado e confinado na superficie eletrédica, ndo
tem atividade eletrocatalitica para a oxidacdo de NADH. Por outro lado, quando
reduzido eletroquimicamente in situ, o grupo nitro é transformado no grupo
hidroxilamina (R-NHOH). A hidroxilamina formada pode, assim, ser oxidada para
nitroso (par R-NO/R-NHOH), através de um processo redox envolvendo 2e/2H",
resultando em um par redox estavel confinado na superficie do eletrodo, Figura 7. A
presente dissertacdo descreve o uso da niclosamida, um composto nitro aromatico
como um novo mediador redox para oxidacao eletrocatalitica de NADH. A razéo

para sua escolha centra-se na sua versatilidade estrutural como é descrito a seguir.

R*ﬁl/ * Atividade Eletrocatalitica
\}) para NADH

Grupo nitro

4H" de
-H,0

H Par redox
-2e, 2H* .o *
N—/QO
M /H — p 2
R Q +2e 2H* R
Hidroxilamina Nitroso

Figura 7 Esquema da estratégia eletroquimica utilizada para formacao do par redox

reversivel hidroxilamina/nitrosoa partir do grupo nitro.
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[.8. A Niclosamida

Niclosamida, etanolamina de 5,2’-dicloro-4’-nitrosalicilamida (Figura 8), € um
principio ativo, especialmente desenvolvido para controle dos moluscos
(gasteropodos) Biomphalaria, de agua doce que atuam como hospedeiros
intermediarios de organismos causadores da esquistossomose (Schistosomo
mansoni), fasciolose e outras afec¢des causados por trematodos. Também é
indicado para uso humano para controle de teniase (Taenia solium e saginata) e da
himenolepiase (Hymenolepis nana e diminuta). Causa inibicdo da fosforilacdo

oxidativa mitocondrial dos cestodios (GOLDSMITH, 1984).

=0

+Z2
/
10

Cl

Figura 8 Estrutura quimica da NICLOSAMIDA.

A utilizacdo da niclosamida como mediador redox ndo foi registrada na
literatura. Além disso, diferentemente dos nitro compostos reportados na literatura e
na perspectiva de desenvolver plataformas altamente estaveis e sensiveis frente ao
NADH, a niclosamida apresenta estrategicamente, além do grupo nitro (i), (ii) grupo
aromatico, que pode interagir fortemente com os NTC, devido a grande &area
superficial constituida por um sistema de elétrons deslocalizados e com carater
hidrofébico, sendo portanto, superficies ideais para interacdes ndo covalentes com
moléculas via interacbes de Van der Waals, n-n ou hidrofébicas, (iii) grupo fenol,
passivel de oxidagéo, com formagéo de dimeros e/ou polimeros fortemente aderidos

na superficie dos NTC, aumentando a estabilidade do mediador sobre a plataforma,
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(iv) grupo amida na posicdo para, a qual se apresenta como um bom grupo
eletrorretirador, conferindo, portanto, um carater mais eletrofilico ao grupo —NO
eletrogerado a partir da reducao irreversivel do grupo nitro, que, por sua vez, sofre
ataque nucleofilico do NADH mais eficientemente, aumentando consequentemente a
eficiéncia catalitica do sistema. Por ser um composto pouco sollivel em agua, ha

também menor possibilidade de lixiviagdo, em solu¢cbes aquosas.
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II. OBJETIVOS

I.1. Geral

Este trabalho visa o0 desenvolvimento de wuma nova plataforma
nanoestruturada fundamentada em nanotubos de carbono e niclosamida com alta
sensibilidade e estabilidade para a deteccéo eletroquimica de NADH, visando seu
emprego na construcdo de novos biossensores NADH dependentes.

Il.2. Especificos

i) Estudar o comportamento eletroquimico da plataforma nanoestruturada a base de
ECV/IMWCNT/NICativada Na auséncia de NADH;

ii) Calcular os parametros cinéticos da NICatvada SObre ECV/IMWCNT na auséncia de
NADH;

iii) Estudar a dependéncia dos sitios redox em relacdo ao pH do meio, na auséncia
de NADH,;

iv) Estudar o comportamento eletrocatalitico da plataforma nanoestruturada a base
de ECV/IMWCNT/NICativada NO tocante a deteccdo de NADH,;

V) Investigar os mecanismos das reacdes eletroquimicas entre os sitios ativos
(NIC-NHOH/NIC-NO) da plataforma nanoestruturada e a NADH;

vi) Calcular os parametros cinéticos (xca) da reacdo entre os sitios ativos
(NIC-NHOH/NIC-NO) e NADH;

vii) Obter uma curva analitica de deteccdo de NADH sobre a plataforma

nanoestruturada,
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viii) Determinar os parametros analiticos tais como o LD, LQ, sensibilidade e faixa

linear de resposta frente a deteccdo de NADH sobre a plataforma nanoestruturada;

ix) Verificar a estabilidade, tempo de vida util e repetibilidade das medidas e no
preparo do sensor;

X) Comparar os resultados obtidos com outros sensores quimicos descritos na

literatura.
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[ll. PARTE EXPERIMENTAL

1.1 REAGENTES

Os seguintes reagentes foram obtidos dos seus respectivos fornecedores e
utilizados sem qualquer tratamento prévio: niclosamida (etanolamina de 5,2’-dicloro-
4’-nitrosalicilanida) (326 g mol?) e B-nicotinamida adenina dinucleotideo na forma
reduzida (NADH) foram obtidas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), fosfato de
sédio monobasico monoidratado (NaH2PO4.H>O), fosfato de sobdio dibasico
diidratado (Na2HPO4.2H20), hidroxido de sodio (NaOH), acido cloridrico (HCI) e N,N-
dimetilformamida (DMF) foram obtidos da Vetec, nanotubos de carbono de paredes

multiplas (do inglés multi-walled carbon nanotube, MWCNT) foram obtidos da Sigma.

1.2 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

Um potenciostato modelo PGSTAT30 Eco Chemie da AUTOLAB (Utrecht,
The Netherlands), interfaceado a um microcomputador (software: GPES 4.9), foi
empregado para as medidas eletroquimicas (Figura 9). Além disso, nos estudos
amperométricos para obtencdo da curva analitica foi empregado um eletrodo de

disco rotatério (EDR) (Figura 10), com uma velocidade de rotacdo otimizada (500

rpm).
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Figura 9 — Fotografia de um Potenciostato modelo PGSTAT30 Eco Chemie da
AUTOLAB.

-
S Innnn
) UL
\ N
——

At L

Figura 10 — Fotografia do EDR da AUTOLAB.

Uma célula eletroquimica com trés eletrodos foi usada, sendo o eletrodo de
referéncia um Ag/AgCl (KCI saturado), um fio de platina como eletrodo auxiliar e um
eletrodo de carbono vitreo (¢ =0,3 mm) com a superficie modificada ou n&o como

eletrodo de trabalho. Estes foram usados para todas as medidas (Figura 11).

As medidas foram realizadas usando 5,0 mL de solu¢do tampéo fosfato 0,1
mol L%, pH 7,0. A eliminacéo de oxigénio dissolvido foi feita pelo borbulhamento de

um fluxo de nitrogénio (N2(g) nas solu¢des durante 10 minutos antes das analises.
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Eletrodo de Referéncia — Sensor
AolAgc . Eletrodo Auxiliar - Pt
Na(g) \ -
~a_ | Jl/ NADH

Figura 11 - Modelo esquematico da célula eletroquimica utilizada em todos os

experimentos.

1.3 METODOS

[11.3.1 Preparacédo de solucéo de Niclosamida

Em um eppendorf, foi pesado 1,0 mg de niclosamida (3,0 umol) e adicionado
1,0 mL de DMF. Esta solucéo foi preparada antes das analises e foi utilizada durante

até quinze dias. Esta solucao foi armazenada em temperatura ambiente.

[11.3.2 Preparacédo da dispersdo de MWCNT

Em um eppendorf, foi pesado 1,0 mg de MWCNT e adicionado 1,0 mL de
DMF. Esta solucéo foi preparada antes das analises e pode ser utilizada durante um
més. Esta dispersédo pode ser armazenada em temperatura ambiente e utilizada em

outros expe rimentos.
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[11.3.3 Limpeza do eletrodo de carbono vitreo (ECV)

O ECV foi polido com alumina (2=0,3 um), lavado com agua milli-Q, levado ao
ultrassom por 2-3 min em etanol e lavado novamente com agua destilada. A limpeza
do eletrodo foi verificada por voltametria ciclica, utilizando uma sonda eletroquimica
bem conhecida, o ferrocianeto de potassio, Ks[Fe(CN)s] 1 mmol L-* em KCI 0,05 mol
L1, um sistema reversivel, em potenciais adequados. Em seguida, o ECV foi lavado

com agua milli-Q e secado a temperatura ambiente.

I11.3.4 Modificag&o do eletrodo de carbono vitreo com MWCNT e NIC-NO;

O eppendorf com MWCNT e DMF ficou sob agitacao no ultrassom por 2 horas
para uma melhor dispersdo. Uma aliquota de 10 uL da dispersdo de MWCNT foi,
entdo, depositada sobre o ECV. Essa foi secada em estufa a 80 °C durante 10 min.
Em seguida, foi depositada na mesma plataforma uma aliquota de 10 uL da solucéo
de NIC-NO2, a qual também foi secada do mesmo modo. O modelo esquematico do

processo de montagem da plataforma nanoestruturada € mostrado na Figura 12.
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10 pL.de MWCNT 10 puL de Niclosamida

é Plataforma
é nanoestruturada
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Figura 12 - Modelo esquematico das etapas de construcdo da plataforma
nanoestruturada a base de ECV/MWCNT/NIC-NO:..

[11.3.5 Processo de Ativacdo da NIC-NO, sobre a Plataforma Nanoestruturada
Fundamentada em ECV e MWCNT

Apos preparagdo do ECV/MWCNT/NIC-NO2, o mesmo foi lavado com agua
milli-Q e colocado em solugdo tampédo fosfato 0,1 mol L%, pH 7,0 e ativado
(NICativada), utilizando voltametria ciclica na faixa de potencial entre -0,8 a 0,5 V vs.
Ag/AgCl, v = 0,020 V s, 10 ciclos, no sentido catddico. Apés esse procedimento, o
eletrodo foi removido da solucéo, lavado com agua milli-Q e colocado em uma nova

solucéo tampéo fosfato, pH 7,0.
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[11.3.6 Estudo de Eletrocatalise do ECV/MWCNT/NICatvada € NADH

O eletrodo modificado ECV/MWCNT/NICativada fOi imerso em uma solugéo de
tampéo fosfato pH 7,0, sob atmosfera de nitrogénio. Em seguida, foram adicionadas
aliquotas de NADH em diferentes concentracdes e o sinal destas foi comparado com
o sinal do branco. Nestes experimentos, foi selecionada uma faixa de potencial entre
-0,4 a 0,4 V vs. Ag/AgCI, por voltametria ciclica no sentido catédico, a uma
velocidade de varredura 0,005 V s,

[11.3.7 Determinacao da area ativa

A area ativa do ECV/MWCNT/NICaivada foi calculada, utilizando ferricianeto de

potassio como sonda eletroquimica e a equacdo de Randles-Sevcik (Equacéo I11.1):

Ip = (2,69x10°)n**AD"*v*'*C, (Equaco I11.1)

Sendo D e C, o coeficiente de difusdo e concentracdo do ferricianeto de
potassio no seio da solucéo, respectivamente. Experimentos de voltametria ciclica
em diferentes velocidades de varredura foram realizados no ECV/MWCNT/NICativada
em uma solu¢do de 1 mmol L* Ks[Fe(CN)s] em KCI 0,05 mol L. A partir das
inclinacdes de Ip vs. v¥2 e utilizando D = 7,6x10%cm? s™%, n = 1 a &rea ativa foi entdo
obtida, a qual apresentou um valor de 0,13 cm? (SANTHIAGO et al., 2009; SILVA et
al., 2010).

[11.3.8 Estudo da estabilidade e tempo de vida do sensor

Para avaliar a estabilidade do sensor, varias medidas consecutivas foram
realizadas com o mesmo eletrodo modificado e as respostas foram comparadas ao

longo do tempo. Os valores de resposta obtidos inicialmente foram considerados
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como 100%. Ja para o tempo de vida do eletrodo foram realizadas medidas com o
eletrodo modificado por varios meses. Durante o periodo de avaliagdo do tempo de

vida do sensor, 0 mesmo foi armazenado a seco, em temperatura ambiente.

[11.3.9 Estudo de repetibilidade do preparo do sensor

A repetibilidade do preparo do sensor foi investigada através da construcéo
de 10 sensores em dias diferentes e, em seguida, o desvio padréo relativo (DPR) foi

calculado para as medidas obtidas com os sensores.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1. Sensor Amperométrico a Base de ECV Modificado com MWCNT e NIC-NO;

IV.1.1. Ativagéo e Caracterizagdo do Par Redox

Inicialmente, varios estudos foram realizados com o intuito de verificar as
propriedades eletroquimicas do ECV/MWCNT/NIC-NO,. Assim, a espécie
eletroativa, a hidroxilaminaniclosamida (NIC-NHOH), foi eletrogerada in situ,
diretamente na superficie do ECV modificado com nanotubos de carbono
funcionalizados com niclosamida, a partir da reducédo do grupo nitro da NIC-NO,
apos varredura na faixa de potencial de 0,5V a -0,8 V vs. Ag/AgCI (0,1 mol L1), em
solucdo tampéao fosfato 0,1 mol L (pH 7,0) e velocidade de varredura de potencial

(v) de 0,02 V s (Figura 13).
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-0,9 -0,6 -ol,3 o,lo 0,3 0,6
EIV vs. Ag/AgCI

Figura 13 Voltamogramas ciclicos obtidos nas 10 primeiras varreduras para um
ECV/IMWCNT/NIC-NO2, v= 0,02 V s™. Eiica = 0,5 V e E; = -0,8 V vs. Ag/AgCl,
varredura no sentido catédico. Condicbes empregadas: solucdo tampéo fosfato 0,1
mol L, pH 7,0.

A eletrorreducéo irreversivel do grupo nitro via quatro elétrons e quatro
prétons do mediador confinado na superficie, em meio neutro, leva a formacédo da
NIC-NHOH (llic), que pode ser oxidada reversivelmente ao nitrosoniclosamida (NIC-
NO) correspondente, gerando o par redox hidroxilamina/nitroso(la/lc) (Figura 14,
Etapa 1), em comportamento similar ao que ocorre em solucao (Abreu et al., 2002).
Além disto, esse tipo de reacdo de ativacdo in situ foi descrito anteriormente para
alguns compostos tais como nitroflurenona (MANO e KUHN, 2001a; MUNTEANU et
al., 2004; MANO e KUHN, 2001b), 4-nitroftalonitrila (LIMA et al., 2008a; LIMA et al.,
2008b), acido 3,5-dinitrobenzoico (SANTHIAGO et al., 2009), e para o &cido 5,5'-
ditio-bis-(2-nitrobenzdico), na formacdo de monocamadas auto-organizadas (“SAM -
self assembled monolayers”) (RADOI e COMPAGNONE, 2009; SANTHIAGO et al.,
2009).
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Figura 14 Modelo proposto para a reacdo da niclosamida no
ECV/IMWCNT. Etapa 1, Reducdo do grupo nitro, formagdo do par redox (NIC-
NHOH/NIC-NO); Etapa 2, Formacgdo do dimero; Etapa 3, Formacdo do polimero

(*Nao estequiométrico).
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Observa-se também, na mesma varredura de potencial (1° ciclo), um pico llla
correspondente a oxidacdo do fenol (Ep = 0,43 V vs. Ag/AgCl) presente na estrutura
molecular da niclosamida como reportado por Abreu et al. (2002). Segundo Abreu,

este tipo de reacdo pode formar filmes ndo condutores aderentes a superficie
eletrédica, e, portanto, levar a sua passivacao.

Um aumento na concentracdo do composto fendlico propicia a formacao de
uma grande quantidade de radicais fenoxila, os quais estdo envolvidos no processo
de eletropolimerizacdo, causando uma rapida desativacdo do eletrodo como
observado na Figura 15 (EZERSKIS e JUSYS, 2001).

OH 0 o .
O =00 glorerr
J-—-Cr
0] (0] 0 Radical do polimero
- °
H HT

Estruturas de ressonancia do radical fenoxila Polimerizagao

produtos sollveis

OH OH
OH HO

catecol hidroquinona

Oxidag&o a - e-l+ H,0, - H*

+2e’, +2H+1 -2e, -2H*

0] (0] - Posi¢édo Reativa
] 0

o-benzoquinona p-benzoquinona

Figura 15 Rotas para polimerizacdo de fenodis (Adaptado de EZERSKIS e JUSYS,
2001).
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Por outro lado, o trabalho reportado por SILVA et al. (2010) demonstra que a
oxidacao de fendis em posicdes estratégicas na arquitetura molecular pode formar
dimeros/polimeros fortemente adsorvidos na superficie, mas na presenca de
nanatubos de carbono ndo ocorre o bloqueio da superficie como reportado por
ABREU et al. (2002). A explicacdo para este fato é que o radical formado é
estabilizado por ressonancia nestas posi¢cées. No caso da polimerizagéo, a rota mais
favorecida energeticamente para acoplamento € uma estrutura do tipo sandwich,
ligando-se pelos carbonos nas posi¢cdes para-para e orto-orto (Figura 14, Etapa 2

e/ou 3).

Além disso, ha um efeito sinérgico obtido quando esses derivados de fendis
sédo oxidados sobre plataformas nanoestruturadas a base de nanotubos de carbono,
garantindo tanto uma maior estabilidade quanto um ganho consideravel de
deslocamento para potenciais menos positivos na oxidacdo de NADH promovido
pelos grupos eletroativos (quinona/hidroquinona) presentes como reportado por
SILVA et al. (2010). Assim sendo, no trabalho de SILVA et al. (2010) foi
desenvolvida uma plataforma nanoestrututurada a base de nanotubos de carbono de
paredes multiplas funcionalizados com poli-acido xanturénico, a qual foi aplicada

para deteccao e quantificacdo de NADH (pH 7,0) em 0,1 V vs. Ag/AgCI.

Na varredura de potencial reversa (2° ciclo, Figura IV.1), observa-se um par
de picos redox lla/llic com E® = 0,15 V vs. Ag/AgCI correspondente, provavelmente,
a formacdo de um sistema quinona eletrogerado a partir da oxidacdo do fenol da
niclosamida. Neste contexto, alguns estudos corroboram com esta possibilidade de
formacédo de grupos eletroativos (quinona/hidroquinona) como no trabalho reportado
recentemente por SILVA et al. (2010).

Por outro lado, varios estudos sobre a eletroquimica de niclosamida em meio
prético, demonstram que a origem possivel do par redox lla/llc € devido a reacédo
intermolecular entre a hidroxilamina e o nitroso eletrogerado a partir do grupo nitro
da niclosamida, formando, portanto, derivados do Azoxi (Figura 1V.1), como
observado na Figura 16 (ABREU et al., 2002; ZHANG et al., 2008; GHALKHANI et
al., 2010).
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Figura 16 Par redox azoxi/azo eletrogerado a partir da reacéo intermolecular entre o
NIC-NHOH e NIC-NO (ZHANG et al., 2008; ABREU et al., 2002).

Com o fim de racionalizacdo do mecanismo eletroquimico, particularmente do
par redox lla/llc, alguns experimentos eletroquimicos foram conduzidos, nos quais
foram selecionadas faixas de potencial estratégicas para formacdo ou ndo desses

sistemas redox como discutido a seguir.
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IV.1.2. Mecanismo de Ativagcdo do ECV/MWCNT/NIC-NO;

Estudos foram realizados no intuito de se obter uma faixa de ativagcéo
estratégica na tentativa de explicar se o par redox lla/lic é oriundo da interacéo
quimica entre o nitroso/hidroxilamina formando o par redox azoxi/azo ou o sistema
(quinonametideo/bisfenol) eletrogerado a partir da oxidacdo irreversivel do fenol,
bem como justificar se h& necessidade de selecionar a faixa de potencial para
formacé&o de todos os pares redox (la/lc e lla/llc).

Por essa razao, foram selecionadas duas faixas de potencial tanto no sentido
catdédico quanto no sentido anodico para diagnosticar quais 0S grupos Sao
responsaveis por essa eletroatividade. Foram selecionadas o0s seguintes
tratamentos: (1) ativagao no sentido catddico na faixa de potencial de 0,3V a -0,8 V
vs. Ag/AgCl, em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol Lt (pH 7,0) e velocidade de
varredura de potencial (v) de 0,02 V s (Figura 17). Esta faixa foi escolhida pelo fato
da oxidacdo do grupo fenol (varredura reversa) ocorrer fora desses limites como

pode ser observado na Figura IV.1 (pagina 35) (Ep, = 0,43 V vs. Ag/AgCl).



55

-1.2 -0.8 -OI.4 0.0 0.4
EIV vs. Ag/AgCI

Figura 17 Voltamogramas ciclicos obtidos nas 10 primeiras varreduras para um
ECV/IMWCNT/NIC-NO2, v= 0,02 V s™. Eiica = 0,3 V e E; = -0,8 V, varredura no
sentido catodico. Condigdes empregadas: solucdo tamp&o fosfato 0,1 mol L, pH
7,0.

Entretanto, apds a formacéo da hidroxilaminaniclosamida a partir da reducéo
irreversivel do grupo nitro via 4e/4H", foi possivel observar a formacao do primeiro
par redox hidroxilamina/nitroso(la/lc) com E%= 0 V como pode ser observado na
Figura 17 Nao ha evidéncias do segundo par redox (lla/lic) correspondente ao
azoxi/azo formado da reacdo intermolecular entre o nitroso e hidroxilamina
eletrogerados a partir da ativacdo in situ da niclosamida (llic), como observado na
Figura IV.1 na faixa de potencial selecionada. Os resultados obtidos em solucdo da
niclosamida sugerem a formacéo de um pico em +0,420 V vs. SCE, o qual pode ser
proveniente da condensacdo de produtos de reducdo diferentes obtidos apés a
reducéo irreversivel do grupo nitro em meio prético (pH 4,5) da niclosamida (ABREU
et al., 2002;). A partir de outros nitroaromaticos, resultados similares foram obtidos
(ADHIKARI, A., 2004; ZHANG, 2008; OLIVEIRA-BRETT et al.,1997; FIJALEK et al.,
1993; LUND, 2001).
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Estes resultados podem ser justificados pela complexidade dos processos de
transferéncia heterogénea de elétrons na matriz de nanotubo de carbono
modificados com niclosamida. GHALKHANI e SHAHROKHIAN (2010) utilizam uma
plataforma nanoestruturada a base de nanoparticulas de carbono e quitosana e néo
fazem alusdo sobre a formacé&o do par redox Azoxi/Azo durante o processo de
reducdo de niclosamida, corroborando, que o processo de reducdo depende da

matriz usada.

A seguir, foi selecionada outra faixa de potencial no sentido anddico na
tentativa de explicar se de fato a formacdo do par redox lla/lic é dependente da
oxidacao irreversivel do grupo fenolico. Neste sentido, a opc¢éo (2) foi selecionar
uma faixa de potencial entre 0 V a 1,0 V vs. Ag/AgCl, em solucdo tampéo fosfato 0,1

mol L (pH 7,0) e velocidade de varredura de potencial (v) de 0,02 V s (Figura 18).

O par redox lla/lic esta ausente (FiguralV.6), o que evidencia que este
sistema € dependente tanto da reducédo do grupo nitro quanto da oxidacéo do fenol.

Propde-se, portanto, o seguinte mecanismo para os picos lla/llc. (Figura 14)

-0.3 0.0 Oi3 OfB 0.9 1.2
EIV vs Ag/AgCl

Figura 18 Voltamogramas ciclicos obtidos nas 10 primeiras varreduras para um
ECV/IMWCNT/NIC-NO2, v= 0,02 V s. Eiicia = 0,0 V e E, = 1,0 V, varredura no

sentido anaddico. Condicdes empregadas: solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0.
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A caracterizacdo inequivoca da natureza do par redox em questdo ainda ndo
foi realizada. Uma vez que a matriz usada é complexa, justificando, h& necessidade
de utilizacdo de outras técnicas (UV/VIS, IR, MEV, AFM entre outras.) ou técnicas
combinadas, tais como espectroeletroquimica, por exemplo, para explicar a origem

do par redox lla/llc.

Ha necessidade, para a estabilidade do eletrodo modificado, que a faixa de
varredura seja de -0,8 a 0,5 V. Quando n&o se utiliza a faixa de varredura completa,
h& lixiviacdo da niclosamida e consequentemente diagndsticos imprecisos séo
obtidos, prejudicando seu uso para finalidades préaticas no tocante a deteccédo de
espécies nos mais diferentes meios. Assim, em todos os experimentos, exceto os ja
discutidos, foi selecionada a faixa de potencial completa para a formacédo de todos
os pares redox, bem como, e ndo menos importante, permitir a oxidacdo do fenol
para assegurar maior estabilidade da fase sensora. A seguir séo realizados alguns

estudos referentes ao processo cinético da plataforma desenvolvida.

IV.1.3. Caracteristicas Cinéticas do ECV/IMWCNT/NICaivada

O sucesso do processo eletrocatalitico frente a deteccdo da NADH depende
fundamentalmente da eficiéncia do mediador eletrodepositado na plataforma
nanoestruturada. Assim, para garantir que a etapa limitante da reacdo quimica
acoplada nao seja a velocidade de formacéo dos estados de transicdo das espécies
oxidada (NIC-NO) e reduzida (NIC-NHOH) do mediador, faz-se necessario o estudo
prévio para calcular o valor da constante de velocidade de transferéncia

heterogénea de elétrons (&s), justificando, portanto, os estudos a seguir.

Apdbs o processo de ativacdo in situ, uma faixa de potencial foi selecionada
usando as mesmas condicfes do processo de ativacdo e assim, as caracteristicas
cinéticas do ECV/MWCNT/NICaivada foram estudadas a partir do uso da voltametria

ciclica, como pode ser observado na Figura 19.
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-o,lso -0,'25 o,bo 0,25 0,50
EIV vs. Ag/AgCI

Figura 19 Voltamogramas ciclicos em ECV/MWCNT/NICaivada €m solucdo de
tampao fosfato 0,1 mol L* pH 7,0 em diferentes velocidades de varredura (0,005-
0,050 V s, Einicia = -0,4 V e E, = 0,4 V, varredura no sentido anddico.

Os  voltamogramas  ciclicos representativos  obtidos para 0
ECV/IMWCNT/NICativada S80 mostrados na Figura IV.7 para varias velocidades de
varredura de potencial (0,005 - 0,050 V s). A observacdo de picos voltamétricos
persistentes e bem definidos (Figura 20) indica que o processo redox do par (NIC-
NHOH/NIC-NO) exibe caracteristicas de espécies confinadas na plataforma

nanoestruturada a base de nanotubos de carbono.
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10

= |pa

Figura 20 Dependéncia da corrente de pico anddico (lpa) € catodico (lpc) em fungéo

da velocidade de varredura em solucéo tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.

O potencial formal [E®=(Epa + Epc)/2] € praticamente independente da
velocidade de varredura de potencial sugerindo, portanto, uma transferéncia de
carga rapida na faixa de velocidade de varredura estudada 5-900 mV s como

observado na Figura 21
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Figura 21 Gréfico de Laviron, Ep vs. log v. Condi¢cdes empregadas: solugcado tampao
fosfato 0,1 mol Lt e pH 7,0.

Por outro lado, para velocidades de varredura de potencial acima de 900 mV
s, a separacdo dos picos comeca a aumentar, indicando uma limitacédo de cinética
de transferéncia de carga (Figura 21). A partir das expressfes gerais derivadas por
Laviron (LAVIRON, 1974), foi possivel calcular o ks para as respostas voltamétricas
de varredura de potencial para o caso de espécies eletroativas confinadas na
superficie eletrodica (LAVIRON, 1979).

A partir dessas expressdes (Equacdo IV.1) e considerando n = 2e
(NIC-NHOH/NIC-NO) (SANTHIAGO et al., 2009; LIMA et al., 2008; SILVA et al,
2010), foi possivel determinar o coeficiente de transferéncia de carga (), pela
medida da variacdo do potencial de pico com a velocidade de varredura de potencial
(v), bem como a constante de velocidade de transferéncia de carga (xs) para a
transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a camada eletrogerada in situ a partir da
reducéo irreversivel do grupo nitro confinado na plataforma nanoestruturada (Figura
22).
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Figura 22 Representacdo do esquema redox do sistema (NIC-NHOH/NIC-NO)

(la/Ic) com indicacdo do xs — constante heterogénea de transferéncia de elétrons.

Assim, a partir do grafico de Ep = f (log v), verificam-se duas linhas retas com
inclinacdes iguais a -2,3 RT/anF e 2,3RT/(1-a)nF para os picos catédico e anddico,
respectivamente. Para velocidades de varredura acima de 1100 mV s, os valores
de AE = (Ep - E%) foram proporcionais ao logaritmo da velocidade de varredura como
indicado por Laviron. Os graficos sdo mostrados na insercéo da Figura IV. 9. Usando
o grafico e a Equacdo IV.1, os valores de « e x foram 0,5 e 15,7 s¥,
respectivamente. O &s foi calculado a partir dos valores de va e w sendo Ep-E%= 0
(LAVIRON, 1979):

_anFv, (1—05)ana - 2o 1V 1
=R AT (Equacéo IV. 1)

K

O valor obtido para s foi maior do que o registrado em muitos trabalhos na
literatura, como listados na Tabela 2 Isto indica uma alta habilidade do par redox
(NIC-NHOH/NIC-NO) em promover a transferéncia de elétrons na superficie do

eletrodo modificado com nanotubos de carbono.
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Tabela 2 Parametros eletroquimicos de eletrodos modificados.

Plataforma n Ks(s™) Referéncia

ECVICA 2 8,6 ZARE et al., 1999
ECV/IPCV - 5,3 GOLABI et al., 2002
EPC/DDDP-ZF 2 11 MUNTEANU et al., 2003
EPC/NF-ZF - 4,5 MUNTEANU et al., 2004
ECV/INE 2 3,8 ZARE et al., 2005
ECV/IMWCNT/MB 51 ZHU et al., 2007a
ECVIQ - 4,5 ARDAKANI et al., 2007
ECV/IMWCNT/RN 2 0,075 YOGESWARAN e CHEN, 2007
ECV/FeTsPc-FeT4MPyP - 3,8 DUARTE et al., 2008
NFE/PMMA-

MWCNT(PDDA)/GOX - 13,3 MANESH et al., 2008
EPC/EMIMBF4 - 0,00458 SUN et al., 2009
ECV/IMWCNT/CM - 2,21 ZHENG e SONG, 2009
EAu/ MWCNT/QUIT/DA - 0,41 GE et al., 2009
EPC/MWCNT/DDF - 2,39 FOTOUHI et al., 2010
EPC/MWCNT/4-NF 2,3 9,7 LIMA et al., 2009
ECV/MWCNT/NICativada - 15,7 ESTE TRABALHO

CA: Acido clorogénico; CM: Curcumina; DA: dopamina; DDDP: 16,18-dibenzo[c,1]-7,9-ditia-16,18-
diazapentaceno; DDF: 6,7-diidroxi-3-metil-9-tia-4,4a-diazofluoren-2-ona; ECV: Eletrodo de carbono
vitreo; EMIMBF4: 1-etil-3-metilimidazol tetrafluoroborato; EAu: Eletrodo de ouro; EPC: Eletrodo de
pasta de carbono; FeTsPc: ftalocianina tetra sulfonada de ferro (ll); FeT4MPyP: porfirina tetra-(n-
metil-piridil) de ferro (lll): GOx: Glicose Oxidade; MB: Azul de Meldola; MWCNT: Nanotubos de
carbono de paredes mdiltiplas; NE: norepinefrina; NF: nitroflourenona; NFE: Eletrodo de nanofibras;
NIC: niclosamida; PCV: Violeta de Pirocatecol; PDDA: Poli cloreto de dialildimetil amoénia;PMMA:
polimetilmetacrilato; Q: Quinizarina; QUIT: Quitosana; RN: Vermelho neutro; ZF: fosfato de zircénio.

A influéncia do pH da solugdo na resposta eletroquimica na auséncia de
NADH usando solugéo tampéo fosfato 0,1 mol L' em pH 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e
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8,0 foi estudada (Figura 23). Portanto, a relacdo do E° dos dois pares redox la/lc e

lla/llc em funcéo do pH da solucgéo foi avaliada na auséncia do analito (Figura 24).

Assim, foi possivel verificar que o coeficiente angular (E°/pH) é de
aproximadamente 57,2 mV / unidade de pH e 53,4 mV / unidade de pH na faixa de
pH de 5,0 a 8,0 para os pares redox, respectivamente (Figura 24). Estes coeficientes

angulares sdo muito préximos para reacfes onde a razdo e /H* é igual a um (59,2

(np/ne.)) mV / pH, sendo np = ne- a 25 °C. Portanto, se considerarmos o numero de
elétrons igual 2,0 (SANTHIAGO et al., 2009, LIMA et al., 2008a) para o processo de
interconversédo (NIC-NHOH/NIC-NO), bem como considerando o comportamento do
potencial formal par redox la/lc em funcdo do pH da solucdo, ha somente uma
possibilidade para o pH entre 5,0 e 8,0, ou seja, 0 numero de protons envolvidos
neste processo deve ser também 2,0 como pode ser observado em alguns trabalhos
reportados na literatura (YOGESWARAN e CHEN, 2007; SANTHIAGO et al., 2009).
Além disso, apenas ha uma diminuicéo discreta da corrente de pico de ambos
0os pares redox, com o aumento dos valores de pH da solucdo (Figura 23),
justificando, independentemente do potencial hidrogeniénico do meio, uma alta
estabilidade do mediador confinado na plataforma nanoestruturada fundamentada

em nanotubos de carbono.
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20,50 0.25 0.00 0.25 0.50
E/V vs. Ag/AgClI

Figura 23 Efeito do pH no comportamento redox do ECV/MWCNT/NICatvada,

voltamogramas obtidos em tampé&o fosfato 0,1 mol L* e v=0,005V s™.

Y =0,5503 - 0,0572X

0,3 1 \

Par redox lla/llc

T

Par redox lallc

A

0.1 Y =0,3072 - 0,0534X

-0,2 T T T T T T T
50 55 60 6,5 70 75 8,0

pH

Figura 24 Potencial formal (E°) do ECV/MWCNT/NICaivada €m funcdo do pH.

Condi¢cdes empregadas: solugdo tampéo fosfato 0,1 mol Lt e v=0,005 V s™.
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IV.1.4. Estudos de Estabilidade da Plataforma ECV/MWCNT/NIC ativada

Ap6s o processo de ativacdo in situ da niclosamida, a estabilidade do par
redox (NIC-NHOH/NIC-NO) foi checada por meio de voltamogramas ciclicos
sucessivos. A variagao da corrente de pico depois de estabilizada foi avaliada, com
o desvio padréo relativo (DPR) como observado em varios trabalhos (LIMA et al.,
2008a, LIMA et al.,, 2009, SANTHIAGO et al., 2009). Assim, apds 1000 ciclos foi
observado um DPR menor do que 5% (Figura 25), ou seja, nenhuma mudanca
significativa foi observada nas respostas voltamétricas, sugerindo uma excelente
estabilidade da plataforma nanoestruturada a base de MWCNT e niclosamida
ativada.

Quando o eletrodo modificado foi estocado a seco e na temperatura
ambiente, nenhuma mudanca significativa foi observada por trés meses, indicando
uma boa estabilidade e repetibilidade, provavelmente devido as interacbes n—n e
propriedades lipofilicas que devem favorecer a adsor¢do na matriz, levando a uma
boa estabilidade em suas respostas voltamétricas (SILVA et al., 2010; SANTHIAGO
et al., 2009).
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Figura 25 Voltamogramas ciclicos em ECV/MWCNT/NICaivada €m solucdo de
tamp&o fosfato 0,1 mol Lt pH 7,0, v = 0,050 V s™. Eiica = -0,4 Ve E; =04V,

varredura no sentido anddico.

IV.1.5. Estudo da Eletrooxidacé&o de NADH pelo ECV/IMWCNT/NICativada

De maneira a verificar a atividade eletrocatalitica tanto do par redox
(NIC-NHOH/NIC-NO) quanto do par redox lla/lic na presenca de NADH, alguns
ensaios foram realizados. Assim, a Figura 26 mostra os voltamogramas ciclicos para
a plataforma nanoestruturada a base de ECV/MW CNT/NICativada, €m solug¢édo tampao
fosfato 0,1 mol L* (pH 7,0), usando uma varredura anddica, com Einicia = -0,4 V €
Ex=0,4 V vs. Ag/AgCl, na auséncia e na presenca de NADH.

Para fins de comparacao, voltamogramas obtidos em ECV (A), ECVINIC (B),
ECV/IMWCNT (C) na auséncia (a) de e na presenca de NADH (b) sdo também
apresentados. Nestes voltamogramas (Figura 26 A, B e C), ndo ha evidéncia de
picos, indicando que a oxidacdo direta de NADH esta fora destes limites (Epa > 0,4 V
vs. Ag/AgCl). Na Figura IV.14 D, o sistema redox la/lc, relativo (NIC-NHOH/NIC-NO)
e lla/llic relativo ao Azoxi/Azo ou Quinonametideo/Bisfenol estdo presentes em
potenciais de Epa = -0,07 V e Epc = -0,11 V vs. Ag/AgCl e Epia = +0,14 V e Epiic =
+0,10 V vs. Ag/AgCl, respectivamente.
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Apo6s adicdo de NADH a solugdo (Figura 1V.14 D), o pico de oxidacao (la)
aumenta significativamente e o pico de reducao (Ic) do mediador desaparece
completamente, na presenca de altas concentracées de NADH, indicando, portanto,
uma eletrocatalise bastante eficiente. Por outro lado, o pico de oxidagéo lla, embora
aparentemente aumente, a corrente liquida tende a ndo aumentar na presenca de
altas concentragbes da coenzima como pode ser verificado na inser¢do da Figura
26.

Além disso, se for levada em consideracao a faixa de potencial selecionada
para efeito de comparacgéo, o ganho de potencial para a oxidacao eletrocatalitica de
NADH é de aproximadamente 400 mV vs. Ag/AgCl em relacao as plataformas nao
modificadas, ratificando, portanto, o efeito sinérgico da plataforma nanoestruturada
desenvolvida e garantindo uma maior seletividade quando de seu uso em

biossensores NADH dependentes.
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Figura 26 Voltamogramas ciclicos para o ECV (A), ECV com NICatvada (B), ECV com
NTC (C), ECV com NICatvada € MWCNT (D) na auséncia (a) e na presenca de NADH
(b). Velocidade de varredura (v): 0,005 V s. Estudos realizados em solugdo tamp&o
fosfato 0,1 mol L, em pH 7,0.

Estudos mais detalhados a respeito da corrente de pico de oxidacdo da
NADH na superficie do ECV/IMWCNT/NICaivadza foram realizados por voltametria
ciclica em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0). Para este propésito foi
considerado apenas o par redox la/lc, justificado pelo efeito catalitico discutido

anteriormente.



69

Com o aumento da velocidade de varredura, o pico de oxidagdo catalitico
desloca gradualmente para potenciais mais positivos, sugerindo uma limitagcédo
cinética na reacao entre 0s grupos eletroativos e o NADH. Por outro lado, um gréafico
da corrente catalitica lpia Versus a raiz quadrada da velocidade de varredura de
potencial (+/?) na faixa de velocidade de 0,005 a 0,015 V s foi construido e resultou

numa dependéncia linear (Figura 27), expressa pela seguinte Equacéo IV. 2:

lpia(HA) = 3,2618 + 101,7055 2 (V s1)1/2 (Equacdo 1V.2)
12 S
y=3,2618 + 101,7055x
R =0,9974
10 - )
-~ ./
i 8 P -~ '/
v‘_“ - -
6 ] . /-/
/-’ g
44 m7
- T T T 1
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Figura 27 Variacdo da corrente de pico anodica lpa Vvs. V2 no
ECV/MWCNT/NICatvada €m solucdo contendo 0,4 mmol L? de NADH. Medidas

realizadas em solucéo tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7,0 e v: 0,005-0,015 V s,

Assim, esta dependéncia linear com v? sugere que o processo seja
controlado por difusdo, na faixa de velocidade de varredura de potencial estudada.
Para ratificar que o processo de oxidacao eletrocatalitica entre o NADH e o
ECV/IMWCNT/NICaivada de fato apresenta uma etapa quimica acoplada, foram
realizados alguns ensaios neste sentido, o qual através do gréafico da corrente de

pico normalizada com a raiz quadrada da velocidade de varredura (Ipia/ V) versus v
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(Figura 28) é possivel observar um perfil caracteristico de um tipico processo
eletroquimico-quimico catalitico (ECca) (BARD e FAULKNER, 2001).

130 -
= n
1204 \
(7] \
a \
W, \
-~ \
< 1104 .
e N
‘—-2 \.\
—%100 R R
.-
90 T T T 1
0,004 0,008 0,012 0,016
v(Vs™)

Figura 28 Variagdo da corrente de pico anodica normalizada Ipi/1*? vs. v no
ECV/MWCNT/NICatvada €m solucdo contendo 0,4 mmol L? de NADH. Medidas

realizadas em solucéo tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0 e v: 0,005-0,015 V s,

Como ja mencionado, o substituinte nitro na NIC-NO pode ser transformado
totalmente no grupo hidroxilamina que, na varredura reversa, pode ser oxidada ao
grupo nitroso por um processo de dois elétrons e dois prétons. Assim, o ciclo
cataliico para a oxidacdo eletrocataliica de NADH envolve o par redox
(NIC-NHOH/NIC-NO), semelhante ao sistema bem conhecido e reportado na

literatura (LIMA et al., 2008a), como pode ser sugerido através da Figura 29.

Em geral, o grupo eletrogerado, NIC-NO, € habil para se submeter a um
processo de transferéncia de elétron-préton-elétron sequencial ou a uma
transferéncia de hidreto (CARLSON e MILLER, 1985). Para a niclosamida ativada
(NIC-NHOH/NIC-NO), neste caso, a rota via hidreto deve ser preferida devido a
presenca de uma carga parcial positiva no nitrogénio do grupo NO, devido a

deslocalizag&o de elétrons. Apos a transferéncia de hidreto para o grupo NIC-NO, o
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complexo substrato-mediador dissocia-se, seguido pela rapida protonacdo do
oxigénio como reportado na literatura (MANO e KUHN, 1999a,b; LIMA et al., 2008a,;
LIMA, 2009; SILVA et al., 2010).

Etapa Etapa Quimica
Eletroquimica Catalitica
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Figura 29 Modelo simplificado do mecanismo proposto para o processo de oxidacao
eletrocatalitica do NADH sobre a plataforma ECV/MWCNT/NICatvada.
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IV.1.6. Estudos Cronoamperométricos

Para a avaliacdo quantitativa do comportamento eletrocatalitico da oxidacdo
de NADH no ECV/MWCNT/NICaivada, @ cronoamperometria de duplo salto de
potencial foi empregada para a obtencdo de parametros eletroquimicos. A Figura 30
mostra as curvas de corrente versus tempo, obtidos com ECV/MWCNT/NICativada,
Einicias = +0,065 V e Efina = -0,050 V versus Ag/AgClI para varias concentracdes de
NADH em tampéao fosfato 0,1 mol L* e pH 7,0. Como pode ser verificado, ndo ha
corrente catddica liquida correspondente a reducdo do mediador na presenca de
NADH.

Neste contexto, experimentos foram realizados com o objetivo de estudar o
mecanismo da reacdo, bem como avaliar as constantes de velocidade do referido
processo eletrocatalitico. A escolha do pH 7 foi também racionalizada, uma vez que
h& uma grande quantidade de enzimas desidrogenases que dependem do processo
redox do NADH e que sdo dependentes do pH, apresentando um pH 6timo em 7
(LIMA et al., 2008a; LIMA et al., 2009; SILVA et al., 2010). Além disso, € também
neste pH, onde ambos NADH e NAD* mostram maiores estabilidades quando
dissolvidos em solucdo aquosa (CHENAULT e WHITESIDES, 1987) e onde a
maioria dos valores prévios de xcat foram reportados na literatura (GORTON e
DOMINGUEZ, 2002).

Assim sendo, os cronoamperogramas de duplo salto de potencial direto e
reverso para o mediador na auséncia de NADH mostraram-se simétricos com um
consumo de carga igual para reducao e oxidacao do sistema redox eletrogerado na
superficie do ECV/MWCNT/NICaivada. POr outro lado, na presenca de diferentes
concentragcbes de NADH, os valores de corrente anodica associada aos
amperogramas diretos sdo significativamente maiores do que aqueles observados

para o processo reverso (Figura 30).
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Figura 30 Cronoamperogramas obtidos no ECV/MWCNT/NICatvada €m solucao
tampé&o fosfato 0,1 mol L, pH 7 na auséncia e presenca de NADH, Einicial = +0,065 V

e Ersinal = -0,050 V vs. Ag/AgCI, respectivamente.

A partir da integracdo dos cronoamperogramas € possivel visualizar melhor a
carga tanto do processo catdodico quanto anddico. Nestes hd um aumento
significativo da carga do referido processo anddico e uma diminuicdo no processo
catddico (Figura 31), indicando, portanto, que 0 grupo nitroso esta sendo consumido

pela etapa quimica acoplada como observado na Figura 31.
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Figura 31 Integracdo dos cronoamperogramas obtidos no ECV/MWCNT/NICativada
em solucédo tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7 na auséncia (a) e presenca de NADH
(a) 0,01; (b) 0,03; (c) 0,04; (d) 0,05 e (f) 0,07 mmol L, Einicial = +0,065 V € Efinai = -
0,050 V vs. Ag/AgCl, respectivamente.

A cronoamperometria foi usada para estimar o coeficiente de difusdo do
NADH em solucéo. Para um material eletroativo com coeficiente de difusdo, DnabH, a
corrente correspondente a reacdo quimica (sob controle difusional) € descrita pela
Equacéo de Cottrell (BARD e FAULKNER, 2001):

/2 - -
| =nFAD,,"“C,z V2t ™2 (Equacdo IV.3)

Sendo DnapH € Co 0 coeficiente de difusdo (cm? s'') e a concentracdo de NADH no
seio da solucdo (mol L), respectivamente. A Figura 32 mostra os gréaficos de |

versus t%2 com o melhor ajuste linear para diferentes concentracdes de NADH, o
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gual indica que a corrente observada deve ser controlada pela difusdo de NADH em

solucgdao.

4 m [NADH]=0,01 mmolL"
® [NADH]=0,03 mmollL”
[NADH] = 0,04 mmol L
3 w [NADH]= 0,05 mmolL”
[NADH] = 0,07 mmol L™
p— 2-
3

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

t-1 IZ(S-HZ)

Figura 32 Gréfico de | vs. t*2 obtidos a partir dos cronoamperogramas da Figura 30
em ECV/MWCNT/NICatvada €m solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7 na auséncia
e presenca de NADH, Einiciaa = +0,065 V e Efna = -0,050 V vs. Ag/AgCl,

respectivamente.

Um grafico a partir das inclinacbes obtidas das linhas retas versus a
concentracdo de NADH foi construido (Figura 33). A partir da inclinacao da Figura 33
e usando a Equacao de Cottrell (Equacéao IV.3), um coeficiente de difusdo de 2,5x10"
6 cm? s! foi obtido para a faixa de concentracdo de NADH estudada. Este valor esta
préximo aos valores reportados na literatura (SANTHIAGO et al., 2009; LIMA, 2009;
SILVA et al., 2010).
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Figura 33 Grafico de inclinacdo (I/tY?) versus a concentracdo de NADH obtidos a
partir da Figura 32 do ECV/MWCNT/NICatvada €m solucéo tampéo fosfato 0,1 mol L™,
pH 7 na auséncia e presenca de NADH, Einiciat = +0,065 V e Efinar = -0,050 V vs.
Ag/AgCl, respectivamente.

Além disso, a constante de velocidade, xca, para a reacdo quimica entre o
NADH e os sitios redox confinados na superficie do eletrodo modificado pode ser
avaliada pela cronoamperometria com base no método descrito na literatura
(GALUS, 1976; LIMA et al., 2008, SANTHIAGO et al., 2009; SILVA et al., 2010).

I /1, =7"*(xC t)"? (Equacao 1V.4)

cat

A partir das inclinagées do gréafico lca/lLim versus tY? (Figura 34), foi possivel
obter o grafico da Figura 35 (inclinacdes vs. [NADH]). Assim, usando 0 novo
coeficiente angular da Figura 35 e a Equacao V.4, determinou-se de forma simples
o valor de ket Portanto, o valor calculado para ket nesta faixa de concentracéo

apresentou um valor de 8,1 x 10° L mol* s,
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Figura 34 Dependéncia de lca/lim vs. tY? derivado dos cronoamperogramas da
Figura 30 em ECV/MWCNT/NICatvada €m solucdo tampd&o fosfato 0,1 mol L?, pH 7
na auséncia e presenga de NADH, Einiciat = +0,065 V e Efinai = -0,050 V vs. Ag/AgCl,

respectivamente.
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Figura 35 Grafico da inclinagdo de lcal/lLm vs. concentracdo de NADH em
ECV/MWCNT/NICatvada €m solucéo tampdao fosfato 0,1 mol L, pH 7 na auséncia e
presenca de NADH, Eiica = +0,065 V e Efna = -0,050 V vs. Ag/AgCl,

respectivamente.

IV.1.7. Deteccdo amperométrica de NADH

Para obter uma curva analitica para o sensor desenvolvido, amperogramas
para a oxidacdo de NADH foram realizados em diferentes concentracbes em tampao
fosfato 0,1 mol L (pH 7,0).

Nas medidas amperométricas, um estudo inicial foi realizado com intuito de
determinar o melhor potencial para aplicar no eletrodo para a oxidacdo de NADH.
Assim, o potencial aplicado foi escolhido baseado nas medidas das intensidades da
corrente catalitica provenientes da etapa quimica acoplada. Assim, foram
selecionados alguns potenciais a partir dos voltamogramas obtidos, os quais
variaram de -0,085 V até 0,125 V vs. Ag/AgCIl com um variacdo de potencial de 30

mV para cada analise.
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A partir da Figura 36, observa-se um discreto aumento da corrente do
processo de oxidagdo de NADH para os potenciais entre -0,085 V e 0,035 V vs.
Ag/AgCl, com um maximo em 0,065 V vs. Ag/AgCl. Para potenciais de oxidacéo
maiores, a corrente tende a aumentar de forma menos acentuada. Portanto, o
potencial aplicado de +0,065 V vs. Ag/AgCl foi selecionado para a oxidacdo de
NADH. Além disso, em potenciais maiores ha uma perda de seletividade no tocante
a futuras aplicacdes destas plataformas nonaestruturadas como novos dispositivos
nanoestruturadas, tais como biossensores NADH dependentes.

0,02 - -

0,00 -9~ . . . . -
20,10 -0.05 0,00 0.05 0.10 0.15

I'V vs. Ag/AgClI

aplicado

Figura 36 Corrente em funcdo do potencial aplicado para o0 ECV/MWCNT/NICatvada,
em presenca de 0,1 zmol L'* de NADH. CondicGes utilizadas, tamp&o fosfato 0,1 mol
L, pH 7,0.

Para obter uma curva analitica para o sensor desenvolvido, amperogramas
para a oxidacdo de NADH foram realizados em diferentes concentracfes em tampao
fosfato 0,1 mol L (pH 7,0) e potencial aplicado de +0,065 V vs. Ag/AgCl (Figura 37).
Assim, 0 sensor amperomeétrico proposto mostrou uma faixa linear de resposta de

0,1 a 3,0 umol L? (insercdo da Figura 38) com um coeficiente de correlacdo de
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0,999 para n = 10 (Figura 37), que pode ser expressa de acordo com Equacao IV.5

seguinte:

Al/PA=0,03 (+ 0,01) + 0,25 (+ 0,01)[NADH]/umol Lt (Equacso IV.5)

Adicao de NADH B
‘ ‘}Tempo de resposta

80 120 160 200 240 280
Tempo (s)

Figura 37 Medidas cronoamperométricas para a eletrooxidacdo de NADH no
ECV/MWCNT/NICatvada Obtidas em tampao fosfato 0,1 mol L' em pH 7,0 e [NADH]:
(1)0,1-(20)18 umol L7t Insercdo: ampliagio de degrau do amperograma
correspondente a aliquota 9 de NADH, a qual foi usada para calcular o tempo de

resposta do sensor.
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Figura 38 Curva analitica para a eletrooxidacdo de NADH no ECV/MWCNT/NICatvada
em tampao fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,0 Eapicado = +0,065 V vs. Ag/AgCl. Insergé&o:

Faixa linear de resposta do sensor.

Assim, esta sensibilidade de 0,25 pA L umol* pode ser atribuida a eficiéncia
na transferéncia de elétrons entre a niclosamida ativada e o NADH. Um limite de
deteccdo de 0,029 umol L foi determinado usando um razéo 3 o/b e limite de
guantificacdo de 0,095 pmol L usando 10 o/b, sendo ¢ o desvio padrdo do valor
médio para dez amperogramas do branco e b o coeficiente angular da curva
analitica, determinado de acordo com as recomendacBes da IUPAC (Analytical
Methods Commitee, 1987).

A resposta para este sensor foi rapida, alcancando um maximo em 0,2 s
como pode ser observado na insercdo da Figura 37. Este tempo de resposta é muito
curto, considerando que o eletrodo utilizado é feito a base de nanotubos de carbono,
onde a difusdo das espécies deve ser mais dificultada. Sabe-se que uma condicéo
para o sensor responder € que haja difusdo da solucdo através da plataforma, sendo
gue esta etapa influi no tempo de resposta. Provavelmente, o procedimento usado
para construir o sensor fundamentado em MWCNT e niclosamida ativada in situ

resultou num sistema bem empacotado, tornando dificili a solugdo difundir
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profundamente através da plataforma, e isso pode levar a uma resposta mais rapida,

pois somente os sitios superficiais devem contribuir para a resposta.

A Tabela 1 (pagina 33) lista alguns trabalhos reportados na literatura,
envolvendo eletrodos quimicamente modificados com varios mediadores para a
deteccdo de NADH. Ja, a Tabela IV.2 mostra eletrodos modificados com
nitroaromaticos e/ou nanotubos de carbono para fins de comparacado com os dados
aqui registrados. O sensor construido a base de niclosamida e nanotubos de
carbono apresentou valores semelhantes ou melhores do que alguns trabalhos
reportados, obtendo assim um potencial de oxidacdo para NADH menos positivo,
uma boa sensibilidade, e um limite de deteccdo pequeno. Além disso, 0 sensor &

construido de forma simples e a matéria prima € disponivel comercialmente.
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Tabela 3 Parametros eletroquimicos e analiticos de eletrodos modificados escolhidos.

Plataforma oH Eaplicado Faixa Iim_alar Sensibilidaqle LD Referéncia
(mVvs. Ag/AgCl) (emolL™) (AL pumol™)  mol LY
1 ECVINF 8,0 -50 5-2000 i i (MANO e KUHN, 1999)
2 EPCIZP 7.0 250 5-120 3,3x10°3 04  (MUNTEANU et al., 2004)
3 ECV/MWCNT 6,8 0 20-1000 i 0,5 (CHEN et al., 2004)
4 EPC/4-NPHN 7,0 100 0,8-8,5 0,5 0,25 (LIMA et al., 2008a)
5 ECV/MWCNT/3,5-DNBA 7,0 15 4-42 71x10°3 1,2 (SANTHIAGO et al., 2009)
6 ECVIMWCNT/NICaivada 7 g 65 0,1-3 0,25 0,029 ESTE TRABALHO

3,5-DNBA: acido 3,5-dinitrobenzoico; ECV: eletrodo de carbon vitreo; EPC: Eletrodo de pasta de carbono; MWCNT: Nanotubos de
carbono de paredes multiplas; NF: nitroflurenona; 4-NPHN: nitroftalonitrila; NICaivada: Niclosamida ativada; ZP: Fosfato de zinco.
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V. CONCLUSAO

V. Conclusdes Gerais

Este trabalho relata a construcdo de uma nova plataforma nanoestruturada
simples, fundamentada em nanotubos de carbono de paredes mudltiplas
funcionalizados com niclosamida ativada in situ. Este processo de ativagdo promove
a formacao do par redox (NIC-NHOH/NIC-NO) a partir do grupo nitro, sendo uma
alternativa viavel para a determinacéo eletrocatalitica de NADH.

Os estudos eletrocataliticos e cinéticos do NADH empregando a plataforma
desenvolvida comprovaram a grande eficiéncia do mediador, a niclosamida ativada

in situ, em mediar a transferéncia de elétrons, envolvendo a molécula de NADH.

Além disso, a plataforma nanoestruturada constitui-se em excelente ambiente
para a elaboracdo de sensores capazes de promover a deteccdo de NADH, com

otima sensibilidade e estabilidade, bem como um tempo de resposta bastante baixo.

A partir dos sensores desenvolvidos, foi possivel operar a célula eletroquimica
durante a eletrooxidacao do NADH, aplicando potencial de +0,065 V vs. Ag/AgCl
para o sensor desenvolvido, 0 que amplia bastante a possibilidade de uso destes
sensores em amostras complexas, pois, neste potencial, 0 sensor torna-se mais

seletivo e muito menos sensivel a possiveis interferentes.

A avaliacdo dos parametros analiticos deste sensor mostrou que sao 6timos
dispositivos para a determinacdo de NADH. Além disso, o sensor desenvolvido
apresenta-se como uma alternativa para o desenvolvimento de biossensores com o

emprego de enzimas NADH dependentes.
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VIl. PERSPECTIVAS

Pretende-se dar continuidade aos estudos ora reportados no que tange ao
esclarecimento do processo eletrodico em acdo no ECV/MWCNT/NICativado, Na
determinacdo das espécies eletrogeradas, no emprego do sensor na eletroandlise
em matrizes biolégicas de outras substéncias biologicamente ativas, na analise de
possiveis interferentes, e no desenvolvimento de novas plataformas a base de
outras matrizes tais como silica gel modificada, visando o aumento do efeito
catalitico, bem como utilizar novos compostos com grupo nitro, mostrando-se desta

forma a potencialidade do material desenvolvido.

Estudar novos sistemas para oxidacdo catalitica do NADH visando o

desenvolvimento de novos biossensores.
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