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RESUMO 

 

Neste trabalho, descreve-se o desenvolvimento de uma plataforma nanoestruturada 

simples e eficiente à base de nanotubos de carbono de paredes múltiplas (do inglês, 

MWCNT) funcionalizados com niclosamida (NIC-NO2) na perspectiva de seu uso 

analítico na quantificação de NADH. A NIC-NO2 foi ativada in situ (NICativada) sobre o 

MWCNT depositado em carbono vítreo, gerando, os 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 estáveis na plataforma nanoestruturada. 

Apenas o par redox (NIC-NHOH/NIC-NO) apresentou atividade eletrocatalítica na 

oxidação de NADH e no segundo pico a corrente líquida não foi afetada na presença 

de NADH. As técnicas empregadas para a realização deste trabalho foram 

voltametria cíclica e cronoamperometria, as quais foram utilizadas para estudar o 

comportamento eletroquímico dos eletrodos modificados, obtenção dos parâmetros 

cinéticos e caracterização analítica da plataforma. Os estudos cronoamperométricos 

foram também realizados com o objetivo de se obter maiores informações sobre os 

processos de oxidação entre a NADH e a plataforma funcionalizada. Assim, por 

meio de gráficos e equações de Cottrell foi possível obter os valores aparentes para 

o coeficiente de difusão (DNADH) e constante catalítica da reação (cat) para a NADH. 

Os valores do DNADH e de cat, determinados para a NADH, foram de 2,5x10-6 cm2 s-

1, 8,1x105 mol-1L s-1, respectivamente. O aumento na velocidade de reação para o 

NADH foi atribuído à eficiente transferência de elétrons entre esta espécie e o par 

redox (NIC-NHOH/NIC-NO) eletrogerado in situ. O sensor amperométrico 

apresentou em relação ao NADH uma faixa de resposta linear (0,1-3,0 mol L-1), 

limite de detecção (0,029 mol L-1), limite de quantificação (0,095 mol L-1), 

sensibilidade (0,25 A L mol-1), potencial de detecção (+0,065 V vs. Ag/AgCl), 

tempo de resposta de detecção de 0,2 s. A partir do desempenho obtido, a 

plataforma nanoestruturada fundamentadada em MWCNT e NICativada, novo 

mediador redox, torna-se um ambiente excelente para a configuração de novos 

biossensores que empregam enzimas NADH dependentes. 

 

 

Palavras-chave: Eletroquímica, Química Orgânica, Físico-química, Niclosamida, 

Nanotubos de Carbono, NADH – Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo. 

 



 

 

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/AgCl), 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 (DNADH) for the and catalytic constant of 

the reaction (cat) toward NADH. The values of the diffusion coefficient and cat, 

determined for NADH were 2.5x10-6 cm2 s-1, 8.1x105 mol-1L s-1, 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 mol L-1), limit of detection (LOD) (0.029 mol L-1), limit of 

quantification (LOQ) ( 0.095 mol L-1), sensitivity (0.25 A L mol-1), 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, a 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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I. INTRODUÇÃO 

 

I.1. Considerações Gerais 

 

A eletroquímica estuda fundamentalmente sistemas interfaciais. Assim, é de 

suma importância o conhecimento dos fluxos de carga e massa através da interface 

eletrodo/solução no que tange ao entendimento molecular tanto da relação entre 

estrutura quanto no que diz respeito à natureza físico-química das espécies que 

participam da reação, bem como o fenômeno eletroquímico em si, tais como 

parâmetros que afetam a transferência de carga (VARELA et al., 2000). 

A Eletroquímica é uma área de desenvolvimento que vem conquistando 

espaço nos mais diversos campos de aplicações da ciência, devido ao seu baixo 

custo de operação, à extensa aplicabilidade analítica, com características vantajosas 

como a elevada sensibilidade das determinações e portabilidade (BRETT e BRETT, 

1998; BARD e FAULKNER, 2001) bem como também a sua utilização como 

ferramenta de estudo nos inúmeros fenômenos envolvendo transferência de elétrons 

(PEREIRA et al., 2003). Além disso, destaca-se pela facilidade de automação em 

virtude da medição de sinais elétricos, a possibilidade de proceder à especiação de 

íons metálicos em certos casos e a “compatibilidade ambiental”, pois o principal 

reagente empregado é o elétron, conferindo, aos métodos eletroanalíticos uma 

posição de destaque no contexto da Química Analítica. 

  Além disso, a sensibilidade das determinações não é comprometida pela 

redução do tamanho do sensor ou da célula, como é o caso dos métodos 

espectroscópicos, uma vez que a reação de interesse ocorre na região interfacial 

eletrodo/solução e, consequentemente, não depende do volume da amostra 

(SANTHIAGO et al., 2009).  

 A presente dissertação relata de forma simples a construção de uma 

plataforma nanoestruturada simples para uso em finalidades eletroanalíticas. A 

seguir, são discutidos, resumidamente, os componentes principais dos sensores 

químicos. 
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I.2. Sensores Químicos 

 

Sensor químico é um dispositivo que transforma informações químicas, como 

a concentração de um componente específico da amostra em relação a sua 

composição total, em um sinal analiticamente mensurável (WANG, 2000; 

THÉVENOT et al., 2001). 

São, portanto, dispositivos que apresentam uma interface (reconhecedora) 

onde ocorrem fenômenos químicos, a qual está ligada ao transdutor físico-químico 

que transforma uma informação química, oriunda de um sistema (analito), em um 

sinal analítico útil.  

A informação obtida no instrumento de medida pode estar relacionada a uma 

reação química ou mesmo a uma propriedade química do analito. Os sensores 

químicos apresentam três partes básicas: o receptor ou fase sensora, região 

reconhecedora onde ocorre a reação química seletiva; o transdutor, que traduz o 

sinal químico gerado pela reação em um sinal mensurável e o condutor, que 

transporta o sinal para a instrumentação de medida. 

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

substância redox, uma substância fluorescente, um anticorpo, etc (THÉVENOT et 

al., 2001) enquanto que o transdutor pode ser classificado como: eletroquímico 

(corrente, condutividade, potencial), óptico (absorção, fluorescência, reflectância), 

calorimétricos (calor), piezelétrico (alteração de massa). O transdutor, sensível a 

essas variações, converterá a energia do evento numa forma mensurável em um 

grande número de modalidades de energia. 

A Figura 1 mostra um modelo esquemático dos principais componentes de 

um sensor químico, onde ocorre interação entre o analito e a fase sensora. Esta 

interação poderá causar uma variação na concentração, por exemplo, de prótons, 

íons específicos, transferência de elétrons, liberação ou absorção de gases (tais 

como: H2, O2, NH3, etc.). Além disso, poderá através deste evento apresentar uma 

mudança de algum parâmetro óptico do sistema, como cor, índice de refração, por 

exemplo, que podem ser monitoradas tanto qualita quanto quantitativamente.  
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Figura 1 Modelo esquemático dos principais componentes de um sensor químico. 

 

Neste sentido, sensores químicos permitem a coleta de dados e a obtenção 

de informações com manipulação mínima do sistema estudado. Estes dispositivos 

possuem características particulares que os distinguem de métodos instrumentais de 

largo porte, os quais, por sua vez, são cada vez mais precisos, sensíveis e seletivos, 

mas não permitem a obtenção de informações in situ e em tempo real. 

Nestas condições experimentais, dados são facilmente obtidos com sensores 

e, mesmo que as medidas não tenham precisão e exatidão comparáveis às dos 

métodos instrumentais, em muitas ocasiões têm-se elementos suficientes para 

diagnosticar o sistema em estudo. Características vantajosas também inerentes ao 

uso de sensores químicos referem-se à portabilidade, facilidade de automação, 

possibilidade de miniaturização e baixo custo. 

Fica evidente, que dentre os sensores químicos, há várias classificações 

possíveis as quais podem se basear no tamanho, tipo de aplicação ou mecanismo 

de transdução da resposta. Assim, de acordo com o banco de dados do ISI Web of 

KnowledgeSM, aproximadamente 50.000 artigos científicos foram publicados 

contendo a palavra-chave “sensor” ou “sensors”, entre os anos 2005 e 2010 (Figura 

2). Estes trabalhos referem-se a investigações com sensores de diversos tipos e 

incluem transdução potenciométrica, amperométrica, piezelétrica, óptica, térmica, 

condutométrica, entre outras, ratificando mais uma vez a importância do campo de 

desenvolvimento de sensores. 

 



23 
 

 

 

Figura 2 Número de publicações de artigos científicos em revistas com política 

editorial seletiva, usando como palavra-chave “sensor” ou “sensors” entre os anos 

de 2005 a 2010. 

 

Diante do que foi colocado a respeito dos sensores químicos, verifica-se que 

o tópico é de alta complexidade e a área científica muito fértil, não sendo possível, 

nesse trabalho, o seu aprofundamento. 

Nessa dissertação dar-se-á maior ênfase ao desenvolvimento de dispositivos 

que utilizam o transdutor eletroquímico (amperométrico e voltamétrico), 

particularmente, para a determinação de coenzimas, como por exemplo, a 

nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH), bem como as devidas justificativas para 

sua escolha. 
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I.3. Modificação da superfície para o Desenvolvimento de Sensores 

 

O uso de reagentes acoplados ao transdutor, processo denominado de 

imobilização, tem como objetivo pré-estabelecer e controlar a natureza físico-

química da interface eletrodo-solução, sendo, portanto, uma forma de adaptar e 

controlar sua reatividade e/ou seletividade, possibilitando o desenvolvimento de 

sensores químicos para vários propósitos e aplicações. Além dessas características, 

pode-se destacar a simplicidade de construção, degradação mínima do analito, entre 

outras, como citado anteriormente neste trabalho. 

Deve-se ressaltar também, que o bom desempenho do sensor dependerá de 

vários fatores tanto a partir de uma eficiente imobilização do reagente, considerando 

suas características mecânicas e químicas (tais como: aderência ao suporte, fácil 

manuseio, tempo de preparo, estabilidade ao ambiente e durabilidade) quanto à 

técnica empregada, como por exemplo, eletroquímica, óptica, piezelétrica, etc. 

Várias metodologias para incorporação de reagentes têm sido propostas para 

o desenvolvimento de sensores, como adsorção (SILVA et al., 2010), utilização de 

pasta de carbono (LIMA et al., 2008b), formação de ligação covalente (SANTHIAGO 

et al., 2009), formação de polímeros (YANG e LIU, 2009) e formação de 

monocamadas auto-organizadas (“SAM - self assembled monolayers”) (DANIEL et 

al., 2007). 

O desempenho do sensor está intimamente ligado à espécie a ser usada 

durante o processo de imobilização, melhorando assim, a reversibilidade de um 

processo, inerente aos sensores eletroquímicos, com o objetivo de aumentar a 

sensibilidade e seletividade, minimizar ou eliminar a interferência de espécies 

indesejáveis que possam alterar a resposta do dispositivo, válido para todos os tipos 

de sensores químicos. 

Para justificar o uso de reagentes na interface transdutora é preciso que o 

sensor agregue essas características desejadas para que sua aplicação na 

determinação de espécies nos diferentes meios seja realizada com êxito. São 

mostrados a seguir o desenvolvimento e aplicações desses sensores químicos, 

particularmente, os eletroquímicos. 
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I.4. Sensores Eletroquímicos 

 

O desenvolvimento de sensores eletroquímicos é uma das áreas de maior e 

mais rápido crescimento dentro da Química Analítica, principalmente devido aos 

novos desafios impostos para análises de amostras complexas, seja de origem 

biológica ou ambiental, o qual tem levado a uma crescente busca por sensores com 

melhores características (WANG, 2000). 

Os sensores eletroquímicos fazem uso do eletrodo como dispositivo 

transdutor de sinal e baseiam-se em reações de transferência de carga (processos 

faradaicos), ou em fenômenos de migração de cargas (processos não faradáicos) 

(BARD e FAULKNER, 2001). 

Apesar da grande versatilidade e perspectivas apresentadas pelos sensores 

eletroquímicos, a utilidade de um eletrodo é muitas vezes limitada devido a uma 

passivação gradual de sua superfície, que é conseqüência principalmente da 

adsorção dos produtos da própria reação de óxido-redução utilizada na detecção, ou 

ainda, dos sub-produtos destas reações que podem se polimerizar e se depositar 

sobre a superfície dos eletrodos (ROSATTO et al., 2001). 

A sensibilidade de muitos analitos importantes pode ser prejudicada em 

função da cinética de transferência de elétrons entre estes compostos e os materiais 

dos eletrodos ser excessivamente lenta. Outra limitação é a dificuldade de 

discriminar entre compostos alvos que possuam características redox similares 

(WANG, 1991). 

Uma área que oferece grande potencial para minimizar os problemas acima 

descritos, e conseqüentemente permite aumentar a aplicabilidade e eficiência dos 

sensores eletroquímicos, é a que compreende os chamados eletrodos quimicamente 

modificados (EQM) (WANG, 1991). A habilidade para controlar e manipular 

deliberadamente as propriedades das superfícies dos eletrodos pode proporcionar 

uma variedade de efeitos atrativos, levando a superfície com características que 

podem contornar efetivamente muitos dos problemas apresentados pelos sensores 

eletroquímicos tradicionais. 
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A escolha do material para o eletrodo base, cuja superfície sofre modificação, 

é um aspecto muito importante da preparação de um EQM. Este substrato deve 

apresentar características eletroquímicas apropriadas e também ser adequado para 

o método de imobilização selecionado. Entre os materiais convencionais podemos 

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

Além disso, diversos materiais vêm sendo explorados para configurações de 

novas interfaces nanoestruturadas fundamentadas em nanotubos de carbono (NTC), 

o qual tem ganhado notoriedade pelas inovações obtidas, particularmente, no 

segmento de desenvolvimento de sensores químicos, agregando ótimo desempenho 

durante a empregabilidade destes dispositivos para finalidades práticas.  

Uma das razões para escolha de nanotubos de carbono (NTC) para o 

desenvolvimento de dispositivos nanoestruturados, diz respeito à possibilidade de 

imobilização de substâncias com grupos funcionais dos mais variados, apresentando 

comportamento eletroquímico com ótimas características (ZENG et al., 2002). 

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

materiais, apontando as inovações. 
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I.5 Os Nanotubos de Carbono (NTC) 

  

Desde sua descoberta por Sumio Iijima (IIJIMA, 1991) estes novos materiais 

de carbono nanoestruturados vêm despertando grande atenção pela comunidade 

científica, justificando suas inúmeras aplicações. Pode-se citar sua utilização como 

catalisadores, materiais compósitos, sensores, pontas para microscópio de força 

atômica, filmes condutores, materiais nano-biotecnológicos e dispositivos 

nanoeletrônicos (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 única (SWCNT, do inglês single-wall carbon 

nanotubes) de diâmetros de 1 a 2 nm e nanotubos de carbono de paredes múltiplas 

(MWCNT, do inglês multi-wall carbon nanotubes) (NOSSOL, 2009) de diâmetro de 2 

a 25 nm dependendo do número de camadas na parede dos nanotubos (KRIVENKO 

et al., 2005), além de possuírem comprimentos de vários micrômetros. 

Assim, os SWCNTs possuem uma nanoestrutura cilíndrica formada de uma 

única folha de grafeno enrolada na forma de um tubo. Por outro lado, os MWCNT 

são formados por várias camadas de cilindros de grafite que são concentricamente 

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

 

 

Figura I.3. Modelo esquemático do SWCNT (A) e MWCNT (B). 
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Os MWCNT’s são produzidos com baixo custo para muitas aplicações. 

Devido às suas propriedades, tais como alta condutividade elétrica, excelente 

estabilidade química, apresentam um amplo potencial de aplicação como 

componentes eletrônicos moleculares (KRIVENKO et al., 2005). Particularmente, a 

diminuição da resistência à transferência de carga (MINNIKANTI et al., 2009; ZHOU 

et al., 2008; XIANG et al., 2008), a possibilidade de funcionalização devido a 

presença de grupos carboxílicos (XIA et al., 2009) e aumento na área de superfície 

(SUNI, 2008) têm sido as principais razões para o emprego dos NTC com foco no 

desenvolvimento de sensores químicos. 

Estes novos materiais permitem a imobilização de mediadores tanto de 

origem biológica, quanto inorgânica ou orgânica, apresentando comportamento 

eletroquímico com ótimas características (SOTIROPOULOU et al., 2003), bem como 

alta estabilidade, item imprescindível para um ótimo desempenho de sensores 

químicos a base destes materiais, garantindo, portanto, viabilidade operacional e 

confiabilidade dos resultados durante as análises. 

Os NTC podem doar ou receber elétrons em uma ampla janela de potencial, 

de -1,0 V a 1,2 V vs. Ag/AgCl, em solução tampão fosfato (GHALKHANI e 

SHAHROKHIAN, 2010; GLIGOR et al., 2009), viabilizando seu emprego também 

como mediadores em reações de transferência de elétrons. Assim, se o componente 

é inorgânico ou biológico, como por exemplo, enzima, coenzima, DNA, anticorpos, 

metaloporfirinas, puder ser imobilizado diretamente nos NTC, então a transdução e 

mediação podem ser alcançadas ao mesmo tempo, justificando a sua versatilidade. 

 

I.6. A Importância da Detecção de NADH 

 

A nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) e NAD(P)H (grupo fosfato 

substituindo o grupo hidroxila) são coenzimas essenciais em mais de 400 processos 

enzimáticos (250 dependentes do NADH e 150 do NAD(P)H). Estas coenzimas 

catalisam a oxidação de metabólitos, servem como aceptor/doador de elétrons e 

com isso, são cruciais no transporte de elétrons em sistemas biológicos 

(SANTHIAGO et al., 2009; LIMA et al., 2008a; SILVA et al., 2010). 
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A compreensão das reações de transferência de elétrons entre as coenzimas 

e o eletrodo é complicada, uma vez que, devem ser levados em consideração, o 

tamanho, os diferentes tipos de interações e a orientação da enzima depositada 

sobre a superfície do eletrodo. Dessa forma, o estudo do comportamento 

eletroquímico das coenzimas, sem a presença de enzima, tanto em solução como 

imobilizados sobre diferentes materiais eletródicos é de fundamental importância 

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). 

 

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

 

A detecção do NADH em fluidos biológicos é particularmente importante 

porque permite a determinação indireta de várias substâncias não eletroativas 

presentes in vivo. Em virtude disso, um grande número de pesquisas visando o 

desenvolvimento de procedimentos analíticos para a determinação de NADH (Figura 

4) tem sido realizado (BARTHUS et al., 2005). 

O NADH sofre oxidação para a produção de NAD+ com perda de dois 

elétrons. O mecanismo desta oxidação é complexo, depende de potenciais elevados 
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e o produto da oxidação pode bloquear a superfície do eletrodo, Figura 5 (RADOI e 

COMPAGNONE, 2009). 

 

Figura 5 Oxidação do NADH. 

 

O potencial formal do par NAD+/NADH em eletrodos não modificados é de 

aproximadamente 1,0 V vs. Ag/AgCl e ocorre de forma irreversível, o que o torna 

pouco atraente para uso em desidrogenases para fins eletroanalíticos. Alem disso, 

pode ocorrer a passivação do eletrodo causada pelos radicais intermediários 

produzidos na oxidação de NADH (FOTOUHI et al., 2010). 

 Para tentar contornar esses problemas, vários estudos têm enfatizado o uso 

de mediadores redox de várias classes como quinonas (SILVA et al., 2010), 

nitroaromáticos (MANO e KUHN, 2001a; LIMA et al., 2008a; SANTHIAGO et al., 

2009), complexos de metais de transição (SANTOS et al., 2002b; PEREIRA et al., 

2003), nanoparticulas metálicas (DENG et al., 2008a), corantes (SANTOS et al., 

2002a; ZHU et al., 2007a), entre outros. As razões para o uso desses mediadores na 

interface são discutidas a seguir. 
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I.7. Mediadores Redox: Um Panorama Resumido 

 

Os mediadores redox podem ser definidos como qualquer tipo de substância 

que facilite a transferência de elétrons entre a espécie de interesse e a superfície do 

eletrodo. Servem como uma ponte, transferindo elétrons provenientes da oxidação 

do NADH para o eletrodo de forma mais rápida, além de possibilitar a diminuição do 

sobrepotencial requerido, e na maioria dos casos, aumentam a seletividade do 

eletrodo ao NADH. Uma representação esquemática dos eletrodos modificados para 

oxidação de NADH pode ser vista na Figura 6. 

 

 

Figura 6 Modelo esquemático do uso de mediador para a eletro-oxidação de 

NADH, em eletrodo modificado com NTC. 

 

Entre as características básicas que o composto deve apresentar para ser 

empregado como mediador redox para eletrooxidação de NADH, pode-se destacar: 

(i) Rápida transferência de elétrons entre o mediador imobilizado e o eletrodo (s), 

(ii) Alto valor de constante da velocidade catalítica da reação (cat), 

(iii) Boa reversibilidade, 

(iv) Potencial formal em baixos sobrepotenciais para evitar a oxidação de possíveis 

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

Várias aplicações recentes de eletrodos modificados com NTC são baseadas 

na utilização de um agente mediador redox que, em conjunto com os NTC, melhora 

as características da reação eletroquímica. O uso de mediadores redox nestes 

sensores fundamentados em NTC oferecem benefícios em termos de diminuição 

considerável do sobrepotencial de processos de elétrodo e uma melhoria notável no 

desempenho do sensor.  

Assim, vários eletrodos foram modificados com esse intuito (LUZ et al., 2008; 

SALIMI et al., 2008; STEGE et al., 2009). Alguns compostos como o ácido 

xanturênico (SILVA et al., 2010) e complexos de níquel (ZHENG e SONG, 2008), 

entre outros foram usados como mediadores. A Tabela 1. traz uma revisão apurada 

da literatura onde é possível encontrar diversas plataformas nanoestruturadas 

fundamentadas em NTC ou não, com foco na detecção eletrocatalítica de NADH. 

Por outro lado, a partir de uma análise simples da Tabela 1., notam-se vários 

problemas com relação às plataformas desenvolvidas, por exemplo, o alto 

sobrepotencial aplicado para detecção 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 importância a busca 

contínua por novas plataformas à base de novos mediadores, as quais possam 

contornar tais problemas e garantir viabilidade operacional ao dispositivo 

desenvolvido. 

É importante salientar que mesmo com um número expressivo de publicações 

na área de sensores, busca-se um sensor que trabalhe na faixa de pH fisiológico, 

entre 7,0 e 7,4; o E aplicado deve ser o menos positivo possível, a faixa linear 

ampla, atingindo concentrações similares às existentes em líquidos biológicos; além 

disso , busca-se também alta sensibilidade e seletividade, limite de detecção baixo e 

alta constante catalítica. Na Tabela 1 são destacados os sensores que apresentam 

as melhores características dentre os parâmetros já citados. 
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Tabela 1 Comparação do desempenho de alguns eletrodos modificados usados na eletrocatálise de NADH. 

Plataforma pH 
Eaplicado 

(mV vs. Ag/AgCl)  

Faixa linear 

(mol L-1) 

Sensibilidade 

(A L mol-1) 
LD 

mol L-1) 
Referência 

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/MWCNT 6,8 0  20-1000 - 0,5 (CHEN et al., 2004) 

ECV/MWCNT/PA 7,2 200 5-1000 - 1 (LIU et al., 2005) 

ECV/QUIT/MWCNT/AZU 7,4 -100 0,5-350 0,01 0,5 
(ZHANG e GORSKI, 

2005) 

ECV/PEDT 7,0 350 10-100 0,05 0,5 
(VASANTHA e CHEN, 

2006) 

ECV/APh 7,0 150 1-10 0,01 0,15 (NASSEF et al., 2006) 

ECV/MWCNT/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/PAA-MWCNT 7,4 130 4-100 0,008 1 (LIU et al., 2006) 
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ECV/MWCNT/QUIT 7,0 400 0,8-1600 - 0,3 (ZHAI et al., 2006) 

EC/MWNTs/BMIM·BF4/QUIT 6,8 300 0,2-26 0,0844 0,06 (WANG et al., 2007) 

ECV/SWCNT/MB 6,85 -100 0-500 0,00052 0,048 (ZHU et al., 2007a) 

ECV/PABS 6,4 200 10-300 - 1 (KUMAR E CHEN, 2007) 

ECV/MWCNT/PDAB 7,0 70 2-4000 - 0,5 (ZENG et al., 2007) 

ECV/MWCNT/T/Nafion 7,0 -100 2-400 0,0047 1 (HUANG et al., 2007) 

ECV/MWCNT/PMT 7,0 300 0,5-20 - 0,17 (AGUI et al., 2007) 

ECV/MWCNT 7,2 -140 0-80 0,13 0,5 
(CHAKRABORTY E RAJ, 

2007) 

EAu/MWCNT/PDA 7,0 250 0-0,3 - 6,4x10-3 (TU et al., 2007) 

EPC/MWCNT/TCBQ 7,5 150 0,5-2160 0,32 0,15 (LUZ et al., 2008) 

EPC/4-NPHN 7,0 100 0,8-8,5 0,5 0,25 (LIMA et al., 2008a) 

ITO/MWCNT/Au/T 7,5 200 0,5-237 17x10-3 0,1 (DENG et al., 2008a) 

ECV/MWCNT/B 7,0 300 0-1405 0,017 0,05 (DENG et al., 2008b) 

ECV/MWCNT/3,5-DNBA 7,0 15 4-42 71x10-3 1,2 (SANTHIAGO et al., 2009) 

ECV/SWCNT/BC 7,5 45 3-104,2 9,88x10-3 1 (YANG E LIU, 2009) 
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EAu/ MWCNT/QUIT/DA 7,0 295 0,1-600 9,93x10-3 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 0,7x10-3 (FOTOUHI et al., 2010) 

ECV/MWCNT/XA 7,0 100 0,5-10 0,22 0,10 (SILVA et al., 2010) 

APh: -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: ácido 3,5-dinitrobenzóico; EAu: Eletrodo de ouro; ECV: 
eletrodo de carbon vítreo; EPC: Eletrodo de pasta de carbono; ITO: Óxido 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: Ácido Poli(p-aminobenzeno sulfônico); PDA: -fenildiamina; PDAB: 
Poli(1,2-diaminobenzeno); PEDT: Poli(3,4-etilenodioxitiofeno); PMT: Poli(metil tiofeno); PTBO: Poli(toluidina azul); QUIT: 
Quitosana; RF: Riboflavina; SN: Sílica modificada com oxido de nióbio; SWCNT: Nanotubos de carbono de paredes simples; T: 
Tionina; TCBQ: 2,3,5,6-tetracloro-1,4-benzoquinona; XA: Ácido xanturênico. 
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No entanto, substâncias que apresentam o grupo funcional nitro (R-NO2) têm 

se destacado bastante nos últimos anos como modelos para a formação de pares 

redox que se enquadram nas características desejáveis para um mediador (LIMA et 

al., 2008a, SANTHIAGO et al., 2009). 

O grupo nitro, no seu estado oxidado e confinado na superfície eletródica, não 

tem atividade eletrocatalítica para a oxidação 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 estável confinado na superfície do eletrodo, Figura 7. A 

presente dissertação descreve o uso da niclosamida, um composto nitro aromático 

como um novo mediador redox para oxidação eletrocatalítica de NADH. A razão 

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

 

 

Figura 7 Esquema da estratégia eletroquímica utilizada para formação do par redox 

reversível hidroxilamina/nitrosoa partir do grupo nitro. 

AAttiivviiddaaddee  EElleettrrooccaattaallííttiiccaa  

ppaarraa  NNAADDHH  
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I.8. A Niclosamida 

 

Niclosamida, etanolamina de 5,2’-dicloro-4’-nitrosalicilamida (Figura 8), é um 

princípio ativo, especialmente desenvolvido para controle dos moluscos 

(gasteropodos) Biomphalaria, de água doce que atuam como hospedeiros 

intermediários de organismos causadores da esquistossomose (Schistosomo 

mansoni), fasciolose e outras afecções causados por trematodos. Também é 

indicado para uso humano para controle de teníase (Taenia solium e saginata) e da 

himenolepíase (Hymenolepis nana e diminuta). Causa inibição da fosforilação 

oxidativa mitocondrial dos cestódios (GOLDSMITH, 1984). 

 

 

Figura 8 Estrutura química da NICLOSAMIDA. 

 

A utilização da niclosamida como mediador redox não foi registrada na 

literatura. Além disso, diferentemente dos nitro compostos reportados na literatura e 

na perspectiva de desenvolver plataformas altamente estáveis e sensíveis frente ao 

NADH, a niclosamida apresenta estrategicamente, além do grupo nitro (i), (ii) grupo 

aromático, que pode interagir fortemente com os NTC, devido à grande área 

superficial constituída por um sistema de elétrons deslocalizados e com caráter 

hidrofóbico, sendo portanto, superfícies ideais para interações não covalentes com 

moléculas via interações de Van der Waals, - ou hidrofóbicas, (iii) grupo fenol, 

passível de oxidação, com formação de dímeros e/ou polímeros fortemente aderidos 

na superfície dos NTC, aumentando a estabilidade do mediador sobre a plataforma, 
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(iv) grupo amida na posição para, a qual se apresenta como um bom grupo 

eletrorretirador, conferindo, portanto, um caráter mais eletrofílico ao grupo –NO 

eletrogerado a partir da redução irreversível do grupo nitro, que, por sua vez, sofre 

ataque nucleofílico do NADH mais eficientemente, aumentando conseqüentemente a 

eficiência catalítica do sistema. Por ser um composto pouco solúvel em água, há 

também menor possibilidade de lixiviação, em soluções aquosas. 
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II. OBJETIVOS 

 

II.1. Geral 

 

Este trabalho visa o desenvolvimento de uma nova plataforma 

nanoestruturada fundamentada em nanotubos de carbono e niclosamida com alta 

sensibilidade e estabilidade para a detecção eletroquímica de NADH, visando seu 

emprego na construção de novos biossensores NADH dependentes. 

 

II.2. Específicos 

 

i) Estudar o comportamento eletroquímico da plataforma nanoestruturada a base de 

ECV/MWCNT/NICativada na ausência de NADH; 

ii) Calcular os parâmetros cinéticos da NICativada sobre ECV/MWCNT na ausência de 

NADH;  

iii) Estudar a dependência dos sítios redox em relação ao pH do meio, na ausência 

de NADH; 

iv) Estudar o comportamento eletrocatalítico da plataforma nanoestruturada a base 

de ECV/MWCNT/NICativada no tocante à detecção de NADH; 

v) Investigar os mecanismos das reações eletroquímicas entre os sítios ativos      

(NIC-NHOH/NIC-NO) da plataforma nanoestruturada e a NADH; 

vi) Calcular os parâmetros cinéticos (cat) da reação entre os sítios ativos            

(NIC-NHOH/NIC-NO) e NADH; 

vii) Obter uma curva analítica de detecção de NADH sobre a plataforma 

nanoestruturada; 
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viii) Determinar os parâmetros analíticos tais como o LD, LQ, sensibilidade e faixa 

linear de resposta frente à detecção de NADH sobre a plataforma nanoestruturada;  

ix) Verificar a estabilidade, tempo de vida útil e repetibilidade das medidas e no 

preparo do sensor; 

x) Comparar os resultados obtidos com outros sensores químicos descritos na 

literatura.  
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III. PARTE EXPERIMENTAL 

 

III.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-1) e -nicotinamida adenina dinucleotídeo na forma 

reduzida (NADH) foram obtidas 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 N,N-

dimetilformamida (DMF) foram obtidos da Vetec, nanotubos de carbono de paredes 

múltiplas (do inglês multi-walled carbon nanotube, MWCNT) foram obtidos da Sigma. 

  

III.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 eletroquímicas (Figura 9). Além disso, nos estudos 

amperométricos para obtenção da curva analítica foi empregado um eletrodo de 

disco rotatório (EDR) (Figura 10), com uma velocidade de rotação otimizada (500 

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

AUTOLAB. 

 

Figura 10 – Fotografia do EDR da AUTOLAB. 

 

Uma célula eletroquímica com três eletrodos foi usada, sendo o eletrodo de 

referência um Ag/AgCl (KCl saturado), um fio de platina como eletrodo auxiliar e um 

eletrodo de carbono vítreo (mm) com a superfície modificada ou não como 

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

As medidas foram realizadas usando 5,0 mL de solução tampão fosfato 0,1 

mol L-1, pH 7,0. A eliminação de oxigênio dissolvido foi feita pelo borbulhamento de 

um fluxo de nitrogênio (N2(g)) nas soluções durante 10 minutos antes das análises. 
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Figura 11 - Modelo esquemático da célula eletroquímica utilizada em todos os 

experimentos. 

 

III.3 MÉTODOS 

 

III.3.1 Preparação de solução de Niclosamida 

 

 Em um eppendorf, foi pesado 1,0 mg de niclosamida (3,0 mol) e adicionado 

1,0 mL de DMF. Esta solução foi preparada antes das análises e foi utilizada durante 

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

 

III.3.2 Preparação da dispersão de MWCNT 

 

 Em um eppendorf, foi pesado 1,0 mg de MWCNT e adicionado 1,0 mL de 

DMF. Esta solução foi preparada antes das análises e pode ser utilizada durante um 

mês. Esta dispersão pode ser armazenada em temperatura ambiente e utilizada em 

outros experimentos. 

 

NN22((gg))  
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III.3.3 Limpeza do eletrodo de carbono vítreo (ECV) 

 

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

ultrassom por 2-3 min em etanol e lavado novamente com água destilada. A limpeza 

do eletrodo foi verificada por voltametria cíclica, utilizando uma sonda eletroquímica 

bem conhecida, o ferrocianeto de potássio, K3[Fe(CN)6] 1 mmol L-1 em KCl 0,05 mol 

L-1, um sistema reversível, em potenciais adequados. Em seguida, o ECV foi lavado 

com água milli-Q e secado a temperatura ambiente. 

 

III.3.4 Modificação do eletrodo de carbono vítreo com MWCNT e NIC-NO2 

 

 O eppendorf com MWCNT e DMF ficou sob agitação no ultrassom por 2 horas 

para uma melhor dispersão. Uma alíquota de 10 L da dispersão de MWCNT foi, 

então, depositada sobre o ECV. Essa foi secada em estufa a 80 °C durante 10 min. 

Em seguida, foi depositada na mesma plataforma uma alíquota de 10 L da solução 

de NIC-NO2, a qual também foi secada do mesmo modo. O modelo esquemático do 

processo de montagem da plataforma nanoestruturada é mostrado na Figura 12. 
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Figura 12 - Modelo esquemático das etapas de construção da plataforma 

nanoestruturada à base de ECV/MWCNT/NIC-NO2. 

 

III.3.5 Processo de Ativação da NIC-NO2 sobre a Plataforma Nanoestruturada 

Fundamentada em ECV e MWCNT 

  

Após preparação do ECV/MWCNT/NIC-NO2, o mesmo foi lavado com água 

milli-Q e colocado em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 e ativado 

(NICativada), utilizando voltametria cíclica na faixa de potencial entre -0,8 a 0,5 V vs. 

Ag/AgCl, = 0,020 V s-1, 10 ciclos, no sentido catódico. Após esse procedimento, o 

eletrodo foi removido da solução, lavado com água milli-Q e colocado em uma nova 

solução tampão fosfato, pH 7,0. 

 

 

 

 

 

ECV 

(= 0,3 mm) 
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III.3.6 Estudo de Eletrocatálise do ECV/MWCNT/NICativada e NADH 

 

O eletrodo modificado ECV/MWCNT/NICativada foi imerso em uma solução de 

tampão fosfato pH 7,0, sob atmosfera de nitrogênio. Em seguida, foram adicionadas 

alíquotas de NADH em diferentes concentrações 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/AgCl, por voltametria cíclica no sentido catódico, a uma 

velocidade de varredura 0,005 V s-1. 

 

III.3.7 Determinação da área ativa 

 

 A área ativa do ECV/MWCNT/NICativada foi calculada, utilizando ferricianeto de 

potássio como sonda eletroquímica e a equação de Randles-Sevcik (Equação III.1): 

 

oCADnxIp 2/12/13/25 )1069,2(                                                                  (Equação III.1) 

 Sendo D e Co o coeficiente de difusão e concentração do ferricianeto de 

potássio no seio da solução, respectivamente. Experimentos de voltametria cíclica 

em diferentes velocidades de varredura foram realizados no ECV/MWCNT/NICativada 

em uma solução de 1 mmol L-1 K3[Fe(CN)6] em KCl 0,05 mol L-1. A partir das 

inclinações de Ip vs. v1/2 e utilizando D = 7,6×10−6 cm2 s−1, n = 1 a área ativa foi então 

obtida, a qual apresentou um valor de 0,13 cm2 (SANTHIAGO et al., 2009; SILVA et 

al., 2010). 

 

III.3.8 Estudo da estabilidade e tempo de vida do sensor 

 

Para avaliar a estabilidade do sensor, várias 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%. Já para o tempo de vida do eletrodo foram realizadas medidas com o 

eletrodo modificado por vários meses. Durante o período de avaliação do tempo de 

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

 

III.3.9 Estudo de repetibilidade do preparo do sensor 

  

A repetibilidade do preparo do sensor foi investigada através da construção 

de 10 sensores em dias diferentes e, em seguida, o desvio padrão relativo (DPR) foi 

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

 

IV.1. Sensor Amperométrico à Base de ECV Modificado com MWCNT e NIC-NO2 

 

IV.1.1. Ativação e Caracterização do Par Redox 

 

Inicialmente, vários estudos foram realizados com o intuito de verificar as 

propriedades eletroquímicas do ECV/MWCNT/NIC-NO2. Assim, a espécie 

eletroativa, a hidroxilaminaniclosamida (NIC-NHOH), foi eletrogerada in situ, 

diretamente na superfície do ECV modificado com nanotubos de carbono 

funcionalizados com niclosamida, a partir da redução do grupo nitro da NIC-NO2, 

após varredura na faixa de potencial de 0,5 V a -0,8 V vs. Ag/AgCl (0,1 mol L-1), em 

solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0) e velocidade de varredura de potencial 

() de 0,02 V s-1 (Figura 13). 
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Figura 13 Voltamogramas cíclicos obtidos nas 10 primeiras varreduras para um 

ECV/MWCNT/NIC-NO2, = 0,02 V s-1. Einicial = 0,5 V e E = -0,8 V vs. Ag/AgCl, 

varredura no sentido catódico. Condições empregadas: solução tampão fosfato 0,1 

mol L-1, pH 7,0. 

 

A eletrorredução irreversível do grupo nitro via quatro elétrons e quatro 

prótons do mediador confinado na superfície, em meio neutro, leva à formação da 

NIC-NHOH (IIIc), que pode ser oxidada reversivelmente ao nitrosoniclosamida (NIC-

NO) correspondente, gerando o par redox hidroxilamina/nitroso(Ia/Ic) (Figura 14, 

Etapa 1), em comportamento similar ao que ocorre em solução (Abreu et al., 2002). 

Além disto, esse tipo de reação de ativação 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), ácido 3,5-dinitrobenzóico (SANTHIAGO et al., 2009), e para o ácido 5,5'-

ditio-bis-(2-nitrobenzóico), na formação 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 reação da niclosamida no 

ECV/MWCNT. Etapa 1, Redução do grupo nitro, formação do par redox (NIC-

NHOH/NIC-NO); Etapa 2, Formação do dímero; Etapa 3, Formação do polímero 

(*Não estequiométrico). 

Plataforma nanoestruturada 
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Observa-se também, na mesma varredura de potencial (1° ciclo), um pico IIIa 

correspondente à oxidação 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 reação pode formar filmes não condutores aderentes à superfície 

eletródica, e, portanto, levar a sua passivação.  

Um aumento na concentração do composto fenólico propicia a formação de 

uma grande quantidade de radicais fenoxila, os quais estão envolvidos no processo 

de eletropolimerização, causando uma rápida desativação do eletrodo como 

observado na Figura 15 (EZERSKIS e JUSYS, 2001). 

 

 

 

Figura 15 Rotas para polimerização de fenóis (Adaptado de EZERSKIS e JUSYS, 

2001). 
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Por outro lado, o trabalho reportado por SILVA et al. (2010) demonstra que a 

oxidação de fenóis em posições estratégicas na arquitetura molecular pode formar 

dímeros/polímeros fortemente adsorvidos na superfície, mas na presença de 

nanatubos de carbono não ocorre o bloqueio da superfície como reportado por 

ABREU et al. (2002). A explicação para este fato é que o radical formado é 

estabilizado por ressonância nestas posições. No caso da polimerização, a rota mais 

favorecida energeticamente para acoplamento é uma estrutura do tipo sandwich, 

ligando-se pelos carbonos nas posições para-para e orto-orto (Figura 14, Etapa 2 

e/ou 3). 

Além disso, há um efeito sinérgico obtido quando esses derivados de fenóis 

são oxidados sobre plataformas nanoestruturadas a base de nanotubos de carbono, 

garantindo tanto uma maior estabilidade quanto um ganho considerável de 

deslocamento para potenciais menos positivos na oxidação 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 múltiplas funcionalizados com poli-ácido xanturênico, a qual foi aplicada 

para detecção e quantificação de NADH (pH 7,0) em 0,1 V vs. Ag/AgCl. 

Na varredura de potencial reversa (2° ciclo, Figura IV.1), observa-se um par 

de picos redox IIa/IIc com E0’ = 0,15 V vs. Ag/AgCl correspondente, provavelmente, 

a formação de um sistema quinona eletrogerado a partir da oxidação do fenol da 

niclosamida. Neste contexto, alguns estudos corroboram com esta possibilidade de 

formação de grupos eletroativos (quinona/hidroquinona) como no trabalho reportado 

recentemente por SILVA et al. (2010). 

Por outro lado, vários estudos sobre a eletroquímica de niclosamida em meio 

prótico, demonstram que a origem possível do par redox IIa/IIc é devido a reação 

intermolecular entre a hidroxilamina e o nitroso eletrogerado a partir do grupo nitro 

da niclosamida, formando, portanto, derivados do Azoxi (Figura IV.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 reação intermolecular entre o 

NIC-NHOH e NIC-NO (ZHANG et al., 2008; ABREU et al., 2002). 

 

Com o fim de racionalização do mecanismo eletroquímico, particularmente do 

par redox IIa/IIc, alguns experimentos eletroquímicos foram conduzidos, nos quais 

foram selecionadas faixas de potencial estratégicas para formação ou não desses 

sistemas redox como discutido a seguir. 
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IV.1.2. Mecanismo de Ativação do ECV/MWCNT/NIC-NO2 

 

 Estudos foram realizados no intuito de se obter uma faixa de ativação 

estratégica na tentativa de explicar se o par redox IIa/IIc é oriundo da interação 

química entre o nitroso/hidroxilamina formando o par redox azoxi/azo ou o sistema 

(quinonametídeo/bisfenol) eletrogerado a partir da oxidação irreversível do fenol, 

bem como justificar se há necessidade de selecionar a faixa de potencial para 

formação de todos os pares redox (Ia/Ic e IIa/IIc).  

Por essa razão, foram selecionadas duas faixas de potencial tanto no sentido 

catódico quanto no sentido anódico para diagnosticar quais os grupos são 

responsáveis por essa eletroatividade. Foram selecionadas os seguintes 

tratamentos: (1) ativação no sentido catódico na faixa de potencial de 0,3 V a -0,8 V 

vs. Ag/AgCl, em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0) e velocidade de 

varredura de potencial () de 0,02 V s-1 (Figura 17). Esta faixa foi escolhida pelo fato 

da oxidação do grupo fenol (varredura reversa) ocorrer fora desses limites como 

pode ser observado na Figura IV.1 (página 35) (Ep = 0,43 V vs. Ag/AgCl). 
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Figura 17 Voltamogramas cíclicos obtidos nas 10 primeiras varreduras para um 

ECV/MWCNT/NIC-NO2, = 0,02 V s-1. Einicial = 0,3 V e E = -0,8 V, varredura no 

sentido catódico. Condições empregadas: solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 

7,0. 

 

Entretanto, após a formação da hidroxilaminaniclosamida a partir da redução 

irreversível do grupo nitro via 4e-/4H+, foi possível observar a formação do primeiro 

par redox hidroxilamina/nitroso(Ia/Ic) com E0’= 0 V como pode ser observado na 

Figura 17 Não há evidências do segundo par redox (IIa/IIc) correspondente ao 

azoxi/azo formado da reação intermolecular entre o nitroso e hidroxilamina 

eletrogerados a partir da ativação in situ da niclosamida (IIIc), como observado na 

Figura IV.1 na faixa de potencial selecionada. Os resultados obtidos em solução da 

niclosamida sugerem a formação de um pico em +0,420 V vs. SCE, o qual pode ser 

proveniente da condensação de produtos de redução diferentes obtidos após a 

redução irreversível do grupo nitro em meio prótico (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 

transferência heterogênea de elétrons na matriz de nanotubo de carbono 

modificados com niclosamida. GHALKHANI e SHAHROKHIAN (2010) utilizam uma 

plataforma nanoestruturada a base de nanopartículas de carbono e quitosana e não 

fazem alusão sobre a formação do par redox Azoxi/Azo durante o processo de 

redução de niclosamida, corroborando, que o processo de redução depende da 

matriz usada.  

A seguir, foi selecionada outra faixa de potencial no sentido anódico na 

tentativa de explicar se de fato a formação do par redox IIa/IIc é dependente da 

oxidação irreversível do grupo fenólico. Neste sentido, a opção (2) foi selecionar 

uma faixa de potencial entre 0 V a 1,0 V vs. Ag/AgCl, em solução tampão fosfato 0,1 

mol L-1 (pH 7,0) e velocidade de varredura de potencial () de 0,02 V s-1 (Figura 18).  

O par redox IIa/IIc está ausente (FiguraIV.6), o que evidencia que este 

sistema é dependente tanto da redução do grupo nitro quanto da oxidação do fenol. 

Propõe-se, portanto, o seguinte mecanismo para os picos IIa/IIc. (Figura 14)  

 

Figura 18 Voltamogramas cíclicos obtidos nas 10 primeiras varreduras para um 

ECV/MWCNT/NIC-NO2, = 0,02 V s-1. Einicial = 0,0 V e E = 1,0 V, varredura no 

sentido anódico. Condições empregadas: solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0. 



57 
 

 
 

A caracterização inequívoca da natureza do par redox em questão ainda não 

foi realizada. Uma vez que a matriz usada é complexa, justificando, há necessidade 

de utilização de outras técnicas (UV/VIS, IR, MEV, AFM entre outras.) ou técnicas 

combinadas, tais como espectroeletroquímica, por exemplo, para explicar a origem 

do par redox IIa/IIc. 

Há necessidade, para a estabilidade do eletrodo modificado, que a faixa de 

varredura seja de -0,8 a 0,5 V. Quando não se utiliza a faixa de varredura completa, 

há lixiviação da niclosamida e conseqüentemente diagnósticos imprecisos são 

obtidos, prejudicando seu uso para finalidades práticas no tocante à detecção de 

espécies nos mais diferentes meios. Assim, em todos os experimentos, exceto os já 

discutidos, foi selecionada a faixa de potencial completa para a formação de todos 

os pares redox, bem como, e não menos importante, permitir a oxidação do fenol 

para assegurar maior estabilidade da fase sensora. A seguir são realizados alguns 

estudos referentes ao processo cinético da plataforma desenvolvida. 

 

IV.1.3. Características Cinéticas do ECV/MWCNT/NICativada 

  

 O sucesso do processo eletrocatalítico frente à detecção da NADH depende 

fundamentalmente da eficiência do mediador eletrodepositado na plataforma 

nanoestruturada. Assim, para garantir que a etapa limitante da reação química 

acoplada não seja a velocidade de formação dos estados de transição das espécies 

oxidada (NIC-NO) e reduzida (NIC-NHOH) do mediador, faz-se necessário o estudo 

prévio para calcular o valor da constante de velocidade de transferência 

heterogênea de elétrons (s), justificando, portanto, os estudos a seguir.  

Após o processo de ativação in situ, uma faixa de potencial foi selecionada 

usando as mesmas condições do processo de ativação e assim, as características 

cinéticas do ECV/MWCNT/NICativada foram estudadas a partir do uso da voltametria 

cíclica, como pode ser observado na Figura 19. 
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Figura 19 Voltamogramas cíclicos em ECV/MWCNT/NICativada em solução de 

tampão fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,0 em diferentes velocidades de varredura (0,005-

0,050 V s-1), Einicial = -0,4 V e E = 0,4 V, varredura no sentido anódico. 

 

 Os voltamogramas cíclicos representativos obtidos para o 

ECV/MWCNT/NICativada são mostrados na Figura IV.7 para várias velocidades de 

varredura de potencial (0,005 - 0,050 V s-1). A observação de picos voltamétricos 

persistentes e bem definidos (Figura 20) indica que o processo redox do par (NIC-

NHOH/NIC-NO) exibe características de espécies confinadas na plataforma 

nanoestruturada à base de nanotubos de carbono. 
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Figura 20 Dependência da corrente de pico anódico (Ipa) e catódico (Ipc) em função 

da velocidade de varredura em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,0. 

 

O potencial formal [E0’=(Epa + Epc)/2] é praticamente independente da 

velocidade de varredura de potencial sugerindo, portanto, uma transferência de 

carga rápida na faixa de velocidade de varredura estudada 5-900 mV s-1 como 

observado na Figura 21 
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Figura 21 Gráfico de Laviron, Ep vs. log . Condições empregadas: solução tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 e pH 7,0. 

 

Por outro lado, para velocidades de varredura de potencial acima de 900 mV 

s-1, a separação dos picos começa a aumentar, indicando uma limitação de cinética 

de transferência de carga (Figura 21). A partir das expressões gerais derivadas por 

Laviron (LAVIRON, 1974), foi possível calcular o s para as respostas voltamétricas 

de varredura de potencial para o caso de espécies eletroativas confinadas na 

superfície eletródica (LAVIRON, 1979). 

A partir dessas expressões (Equação IV.1) e considerando n = 2e-           

(NIC-NHOH/NIC-NO) (SANTHIAGO et al., 2009; LIMA et al., 2008; SILVA et al, 

2010), foi possível determinar o coeficiente de transferência de carga (), pela 

medida da variação do potencial de pico com a velocidade de varredura de potencial 

(), bem como a constante de velocidade de transferência de carga (s) para a 

transferência de elétrons entre o eletrodo e a camada eletrogerada in situ a partir da 

redução irreversível do grupo nitro confinado na plataforma nanoestruturada (Figura 

22). 
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Figura 22 Representação do esquema redox do sistema (NIC-NHOH/NIC-NO) 

(Ia/Ic) com indicação do s – constante heterogênea de transferência de elétrons. 

 

Assim, a partir do gráfico de Ep = f (log ), verificam-se duas linhas retas com 

inclinações iguais a -2,3 RT/nF e 2,3RT/(1-)nF para os picos catódico e anódico, 

respectivamente. Para velocidades de varredura acima de 1100 mV s-1, os valores 

de E = (Ep - E0’) foram proporcionais ao logaritmo da velocidade de varredura como 

indicado por Laviron. Os gráficos são mostrados na inserção da Figura IV. 9. Usando 

o gráfico e a Equação IV.1, os valores de e s foram 0,5 e 15,7 s-1, 

respectivamente. O s foi calculado a partir dos valores de a e b sendo Ep-E0’= 0 

(LAVIRON, 1979): 

 

 
RT

nF

RT

nF ac
s







1
        (Equação IV. 1) 

 

 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 transferência de elétrons na superfície do 

eletrodo modificado com nanotubos de carbono. 
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Tabela 2 Parâmetros eletroquímicos de eletrodos modificados. 

Plataforma n s(s-1) Referência 

ECV/CA 2 8,6 ZARE et al., 1999 

ECV/PCV - 5,3 GOLABI et al., 2002 

EPC/DDDP-ZF 2 1,1 MUNTEANU et al., 2003 

EPC/NF-ZF - 4,5 MUNTEANU et al., 2004 

ECV/NE 2 3,8 ZARE et al., 2005 

ECV/MWCNT/MB  5,1 ZHU et al., 2007a 

ECV/Q - 4,5 ARDAKANI et al., 2007 

ECV/MWCNT/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/MWCNT/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 clorogênico; 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 
vítreo; EMIMBF4: 1-etil-3-metilimidazol tetrafluoroborato; EAu: Eletrodo de ouro; EPC: Eletrodo de 
pasta de carbono; FeTsPc: ftalocianina tetra sulfonada de ferro (II); FeT4MPyP: porfirina tetra-(n-
metil-piridil) de ferro (III): GOx: Glicose Oxidade; MB: Azul de Meldola; MWCNT: Nanotubos de 
carbono de paredes múltiplas; NE: norepinefrina; NF: nitroflourenona; NFE: Eletrodo de nanofibras; 
NIC: niclosamida; PCV: Violeta de Pirocatecol; PDDA: Poli cloreto de dialildimetil amônia;PMMA: 
polimetilmetacrilato; Q: Quinizarina; QUIT: Quitosana; RN: Vermelho neutro; ZF: fosfato de zircônio. 

 A influência do pH da solução na resposta eletroquímica na ausência de 

NADH usando solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 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 relação do E0’ dos dois pares redox Ia/Ic e 

IIa/IIc em função do pH da solução foi avaliada na ausência do analito (Figura 24).  

Assim, foi possível verificar que o coeficiente angular (E0’/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 são muito próximos para reações onde a razão e−/H+ é igual a um (59,2 

(np/ne-)) mV / pH, sendo np = ne- a 25 ◦C. Portanto, se considerarmos o número de 

elétrons igual 2,0 (SANTHIAGO et al., 2009, LIMA et al., 2008a) para o processo de 

interconversão (NIC-NHOH/NIC-NO), bem como considerando o comportamento do 

potencial formal par redox Ia/Ic em função do pH da solução, há somente uma 

possibilidade para o pH entre 5,0 e 8,0, ou seja, o número de prótons 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 há uma diminuição discreta da corrente de pico de ambos 

os pares redox, com o aumento dos valores de pH da solução (Figura 23), 

justificando, independentemente do potencial hidrogeniônico do meio, uma alta 

estabilidade do mediador confinado na plataforma nanoestruturada fundamentada 

em nanotubos de carbono. 

 



64 
 

 
 

 

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

voltamogramas obtidos em tampão fosfato 0,1 mol L-1 e  = 0,005 V s-1. 

 

Figura 24 Potencial formal (E0) do ECV/MWCNT/NICativada em função do pH. 

Condições empregadas: solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 e  = 0,005 V s-1. 
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IV.1.4. Estudos de Estabilidade da Plataforma ECV/MWCNT/NICativada 

 

Após o processo de ativação in situ da niclosamida, a estabilidade do par 

redox (NIC-NHOH/NIC-NO) foi checada por meio de voltamogramas cíclicos 

sucessivos. A variação da corrente de pico depois de estabilizada foi avaliada, com 

o desvio padrão relativo (DPR) como observado em vários trabalhos (LIMA et al., 

2008a, LIMA et al., 2009, SANTHIAGO et al., 2009). Assim, após 1000 ciclos foi 

observado um DPR menor do que 5% (Figura 25), ou seja, nenhuma mudança 

significativa foi observada nas respostas voltamétricas, sugerindo uma excelente 

estabilidade da plataforma nanoestruturada à base de MWCNT e niclosamida 

ativada. 

 Quando o eletrodo modificado foi estocado a seco e na temperatura 

ambiente, nenhuma mudança significativa foi observada por três meses, indicando 

uma boa estabilidade e repetibilidade, provavelmente devido às interações  e 

propriedades lipofílicas que devem favorecer a adsorção na matriz, levando a uma 

boa estabilidade em suas respostas voltamétricas (SILVA et al., 2010; SANTHIAGO 

et al., 2009). 

 

 

 

 



66 
 

 
 

 

Figura 25 Voltamogramas cíclicos em ECV/MWCNT/NICativada em solução de 

tampão fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,0,  = 0,050 V s-1. Einicial = -0,4 V e E = 0,4 V, 

varredura no sentido anódico. 

 

IV.1.5. Estudo da Eletrooxidação de NADH pelo ECV/MWCNT/NICativada 

 

 De maneira a verificar a atividade eletrocatalítica tanto do par redox         

(NIC-NHOH/NIC-NO) quanto do par redox IIa/IIc na presença de NADH, alguns 

ensaios foram realizados. Assim, a Figura 26 mostra os voltamogramas cíclicos para 

a plataforma nanoestruturada à base de ECV/MWCNT/NICativada, em solução tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0), usando uma varredura anódica, com Einicial = -0,4 V e 

E0,4 V vs. Ag/AgCl, na ausência e na presença de NADH. 

 Para fins de comparação, voltamogramas obtidos em ECV (A), ECV/NIC (B), 

ECV/MWCNT (C) na ausência (a) de e na presença de NADH (b) são também 

apresentados. Nestes voltamogramas (Figura 26 A, B e C), não há evidência de 

picos, indicando que a oxidação direta de NADH está fora destes limites (Epa > 0,4 V 

vs. Ag/AgCl). Na Figura IV.14 D, o sistema redox Ia/Ic, relativo (NIC-NHOH/NIC-NO) 

e  IIa/IIc relativo ao Azoxi/Azo ou Quinonametídeo/Bisfenol estão presentes em 

potenciais de EpIa = -0,07 V e EpIc = -0,11 V vs. Ag/AgCl e EpIIa = +0,14 V e EpIIc = 

+0,10 V vs. Ag/AgCl, respectivamente.  
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 Após adição de NADH à solução (Figura IV.14 D), o pico de oxidação (Ia) 

aumenta significativamente e o pico de redução (Ic) do mediador desaparece 

completamente, na presença de altas concentrações de NADH, indicando, portanto, 

uma eletrocatálise bastante eficiente. Por outro lado, o pico de oxidação IIa, embora 

aparentemente aumente, a corrente líquida tende a não aumentar na presença de 

altas concentrações da coenzima como pode ser verificado na inserção da Figura 

26. 

Além disso, se for levada em consideração a faixa de potencial selecionada 

para efeito de comparação, o ganho de potencial para a oxidação eletrocatalítica de 

NADH é de aproximadamente 400 mV vs. Ag/AgCl em relação às plataformas não 

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 cíclicos para o ECV (A), ECV com NICativada (B), ECV com 

NTC (C), ECV com NICativada e MWCNT (D) na ausência (a) e na presença de NADH 

(b). Velocidade de varredura (): 0,005 V s-1. Estudos realizados em solução tampão 

fosfato 0,1 mol L-1, em pH 7,0. 

  

 Estudos mais detalhados a respeito da corrente de pico de oxidação da 

NADH na superfície do ECV/MWCNT/NICativada foram realizados por voltametria 

cíclica em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0). Para este propósito foi 

considerado apenas o par redox Ia/Ic, justificado pelo efeito catalítico discutido 

anteriormente. 

(B) ECV/NICativada 

(C) ECV/MWCNT 

(A) ECV  
a 

a 

a 

b 

b 

b 

(D) ECV/MWCNT/NICativada 

a 

b 
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 Com o aumento da velocidade de varredura, o pico de oxidação catalítico 

desloca gradualmente para potenciais mais positivos, sugerindo uma limitação 

cinética na reação entre os grupos eletroativos e o NADH. Por outro lado, um gráfico 

da corrente catalítica IpIa versus a raiz quadrada da velocidade de varredura de 

potencial (1/2) na faixa de velocidade de 0,005 a 0,015 V s-1 foi construído e resultou 

numa dependência linear (Figura 27), expressa pela seguinte Equação IV. 2: 

 

IpIa(A) = 3,2618 + 101,7055 1/2 (V s-1)1/2                                      (Equação IV.2)    

 

 

Figura 27 Variação da corrente de pico anódica IpIa vs. 1/2 no 

ECV/MWCNT/NICativada em solução contendo 0,4 mmol L-1 de NADH. Medidas 

realizadas em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 e : 0,005-0,015 V s-1. 

 

Assim, esta dependência linear com v1/2 sugere que o processo seja 

controlado por difusão, na faixa de velocidade de varredura de potencial estudada. 

Para ratificar que o processo de oxidação eletrocatalítica entre o NADH e o 

ECV/MWCNT/NICativada de fato apresenta uma etapa química acoplada, foram 

realizados alguns ensaios neste sentido, o qual através do gráfico da corrente de 

pico normalizada com a raiz quadrada da velocidade de varredura (IpIa/1/2) versus  



70 
 

 
 

(Figura 28) é possível observar um perfil característico de um típico processo 

eletroquímico-químico catalítico (ECcat) (BARD e FAULKNER, 2001). 

 

 

Figura 28 Variação da corrente de pico anódica normalizada IpIa/1/2 vs.  no 

ECV/MWCNT/NICativada em solução contendo 0,4 mmol L-1 de NADH. Medidas 

realizadas em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 e : 0,005-0,015 V s-1. 

 

 Como já mencionado, o substituinte nitro na NIC-NO2 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 prótons. Assim, o ciclo 

catalítico para a oxidação eletrocatalítica 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, é hábil para se submeter a um 

processo de transferência de elétron-próton-elétron seqüencial ou a uma 

transferência de hidreto (CARLSON e MILLER, 1985). Para a niclosamida ativada 

(NIC-NHOH/NIC-NO), neste caso, a rota via hidreto deve ser preferida devido à 

presença de uma carga parcial positiva no nitrogênio do grupo NO, devido à 

deslocalização de elétrons. Após a transferência de hidreto para o grupo NIC-NO, o 
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complexo substrato-mediador dissocia-se, seguido pela rápida protonação do 

oxigênio como reportado na literatura (MANO e KUHN, 1999a,b; LIMA et al., 2008a; 

LIMA, 2009; SILVA et al., 2010). 

 

Figura 29 Modelo simplificado do mecanismo proposto para o processo de oxidação 

eletrocatalítica do NADH sobre a plataforma ECV/MWCNT/NICativada. 

 

Plataforma Solução 
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IV.1.6. Estudos Cronoamperométricos 

 

Para a avaliação quantitativa do comportamento eletrocatalítico da oxidação 

de NADH no ECV/MWCNT/NICativada, a cronoamperometria de duplo salto de 

potencial foi empregada para a obtenção de parâmetros eletroquímicos. A Figura 30 

mostra as curvas de corrente versus tempo, obtidos com ECV/MWCNT/NICativada, 

Einicial = +0,065 V e Efinal = -0,050 V versus Ag/AgCl para várias concentrações de 

NADH em tampão fosfato 0,1 mol L-1 e pH 7,0. Como pode ser verificado, não há 

corrente catódica líquida correspondente à redução do mediador na presença de 

NADH.  

 Neste contexto, experimentos foram realizados com o objetivo de estudar o 

mecanismo da reação, bem como avaliar as constantes de velocidade do referido 

processo eletrocatalítico. A escolha do pH 7 foi também racionalizada, uma vez que 

há uma grande quantidade de enzimas desidrogenases que dependem do processo 

redox do NADH e que são dependentes do pH, apresentando um pH ótimo em 7 

(LIMA et al., 2008a; LIMA et al., 2009; SILVA et al., 2010). Além disso, é também 

neste pH, onde ambos NADH e NAD+ mostram maiores estabilidades quando 

dissolvidos em solução aquosa (CHENAULT e WHITESIDES, 1987) e onde a 

maioria dos valores prévios de cat foram reportados na literatura (GORTON e 

DOMÍNGUEZ, 2002). 

Assim sendo, os cronoamperogramas de duplo salto de potencial direto e 

reverso para o mediador na ausência de NADH mostraram-se simétricos com um 

consumo de carga igual para redução e oxidação do sistema redox eletrogerado na 

superfície do ECV/MWCNT/NICativada. Por outro lado, na presença de diferentes 

concentrações de NADH, os valores de corrente anódica associada aos 

amperogramas diretos são significativamente maiores do que aqueles observados 

para o processo reverso (Figura 30). 
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Figura 30 Cronoamperogramas obtidos no ECV/MWCNT/NICativada em solução 

tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7 na ausência e presença de NADH, Einicial = +0,065 V 

e Efinal = -0,050 V vs. Ag/AgCl, respectivamente. 

 

A partir da integração dos cronoamperogramas é possível visualizar melhor a 

carga tanto do processo catódico quanto anódico. Nestes há um aumento 

significativo da carga do referido processo anódico e uma diminuição no processo 

catódico (Figura 31), indicando, portanto, que o grupo nitroso está sendo consumido 

pela etapa química acoplada como observado na Figura 31. 

  

4 A 

+0,065 V - 0,050 V 
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Figura 31 Integração dos cronoamperogramas obtidos no ECV/MWCNT/NICativada 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7 na ausência (a) e presença de NADH 

(a) 0,01; (b) 0,03; (c) 0,04; (d) 0,05 e (f) 0,07 mmol L-1, Einicial = +0,065 V e Efinal = -

0,050 V vs. Ag/AgCl, respectivamente.  

 

A cronoamperometria foi usada para estimar o coeficiente de difusão do 

NADH em solução. Para um material eletroativo com coeficiente de difusão, DNADH, a 

corrente correspondente à reação química (sob controle difusional) é descrita pela 

Equação de Cottrell (BARD e FAULKNER, 2001): 

 

2/12/1

0

2/1  tCnFADI NADH       (Equação IV.3) 

 

Sendo DNADH e C0 o coeficiente de difusão (cm2 s-1) e a concentração de NADH no 

seio da solução (mol L-1), respectivamente. A Figura 32 mostra os gráficos de I 

versus t-1/2 com o melhor ajuste linear para diferentes concentrações de NADH, o 
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qual indica que a corrente observada deve ser controlada pela difusão de NADH em 

solução.  

 

 

Figura 32 Gráfico de I vs. t-1/2 obtidos a partir dos cronoamperogramas da Figura 30 

em ECV/MWCNT/NICativada em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7 na ausência 

e presença de NADH, Einicial = +0,065 V e Efinal = -0,050 V vs. Ag/AgCl, 

respectivamente. 

 

Um gráfico a partir das inclinações obtidas das linhas retas versus a 

concentração de NADH foi construído (Figura 33). A partir da inclinação da Figura 33 

e usando a Equação de Cottrell (Equação IV.3), um coeficiente de difusão de 2,5x10-

6 cm2 s-1 foi obtido para a faixa de concentração de NADH estudada. Este valor está 

próximo aos valores reportados na literatura (SANTHIAGO et al., 2009; LIMA, 2009; 

SILVA et al., 2010). 
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Figura 33 Gráfico de inclinação (I/t-1/2) versus a concentração de NADH obtidos a 

partir da Figura 32 do ECV/MWCNT/NICativada em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, 

pH 7 na ausência e presença de NADH, E inicial = +0,065 V e Efinal = -0,050 V vs. 

Ag/AgCl, respectivamente. 

 

 Além disso, a constante de velocidade, cat, para a reação química entre o 

NADH e os sítios redox confinados na superfície 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). 

 

  2/12/1/ tCII sLimcat                                                                    (Equação IV.4) 

 

A partir das inclinações do gráfico Icat/ILim versus t1/2 (Figura 34), foi possível 

obter o gráfico da Figura 35 (inclinações vs. [NADH]). Assim, usando o novo 

coeficiente angular da Figura 35 e a Equação IV.4, determinou-se de forma simples 

o valor de kcat. Portanto, o valor calculado para kcat nesta faixa de concentração 

apresentou um valor de 8,1 x 105 L mol-1 s-1. 
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Figura 34 Dependência de Icat/Ilim vs. t1/2 derivado dos cronoamperogramas da 

Figura 30 em ECV/MWCNT/NICativada em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7 

na ausência e presença de NADH, Einicial = +0,065 V e Efinal = -0,050 V vs. Ag/AgCl, 

respectivamente. 
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Figura 35 Gráfico da inclinação de Icat/ILim vs. concentração de NADH em 

ECV/MWCNT/NICativada em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7 na ausência e 

presença de NADH, Einicial = +0,065 V e Efinal = -0,050 V vs. Ag/AgCl, 

respectivamente. 

 

IV.1.7. Detecção amperométrica de NADH 

  

Para obter uma curva analítica para o sensor desenvolvido, amperogramas 

para a oxidação de NADH 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 NADH. 

Assim, o potencial aplicado foi escolhido baseado nas medidas das intensidades da 

corrente catalítica provenientes da etapa química acoplada. Assim, foram 

selecionados alguns potenciais a partir dos voltamogramas obtidos, os quais 

variaram de -0,085 V até 0,125 V vs. Ag/AgCl com um variação de potencial de 30 

mV para cada análise. 
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 A partir da Figura 36, observa-se um discreto aumento da corrente do 

processo de oxidação de NADH para os potenciais entre -0,085 V e 0,035 V vs. 

Ag/AgCl, com um máximo em 0,065 V vs. Ag/AgCl. Para potenciais de oxidação 

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 oxidação de 

NADH. Além disso, em potenciais maiores há uma perda de seletividade no tocante 

a futuras aplicações destas plataformas nonaestruturadas como novos dispositivos 

nanoestruturadas, tais como biossensores NADH dependentes. 

 

 

Figura 36 Corrente em função do potencial aplicado para o ECV/MWCNT/NICativada, 

em presença de 0,1 mol L-1 de NADH. Condições utilizadas, tampão fosfato 0,1 mol 

L-1, pH 7,0. 

 

Para obter uma curva analítica para o sensor desenvolvido, amperogramas 

para a oxidação de NADH foram realizados em diferentes concentrações em tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0) e potencial aplicado de +0,065 V vs. Ag/AgCl (Figura 37). 

Assim, o sensor amperométrico proposto mostrou uma faixa linear de resposta de 

0,1 a 3,0 mol L-1 (inserção da Figura 38) com um coeficiente de correlação de 
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0,999 para n = 10 (Figura 37), que pode ser expressa de acordo com Equação IV.5 

seguinte: 

 

I/µA=0,03 (± 0,01) + 0,25 (± 0,01)[NADH]/µmol L-1             (Equação IV.5) 

 

 

 

 

 

Figura 37 Medidas cronoamperométricas para a eletrooxidação de NADH no 

ECV/MWCNT/NICativada obtidas em tampão fosfato 0,1 mol L-1 em pH 7,0 e [NADH]: 

(1)0,1-(20)18 mol L-1. Inserção: ampliação de degrau do amperograma 

correspondente à alíquota 9 de NADH, a qual foi usada para calcular o tempo de 

resposta do sensor. 
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Figura 38 Curva analítica para a eletrooxidação de NADH no ECV/MWCNT/NICativada 

em tampão fosfato 0,1 mol L-1 em pH 7,0 Eaplicado = +0,065 V vs. Ag/AgCl. Inserção: 

Faixa linear de resposta do sensor. 

 

Assim, esta sensibilidade de 0,25 A L mol-1 pode ser atribuída à eficiência 

na transferência de elétrons entre a niclosamida ativada e o NADH. Um limite de 

detecção de 0,029 mol L-1 foi determinado usando um razão 3 /b e limite de 

quantificação de 0,095 mol L-1 usando 10 /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 (Analytical 

Methods Commitee, 1987). 

A resposta para este sensor foi rápida, alcançando um máximo em 0,2 s 

como pode ser observado na inserção 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 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 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 difícil a solução difundir 
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profundamente através da plataforma, e isso pode levar a uma resposta mais rápida, 

pois somente os sítios superficiais devem contribuir para a resposta.  

A Tabela 1 (página 33) lista alguns trabalhos reportados na literatura, 

envolvendo eletrodos quimicamente modificados com vários mediadores para a 

detecção de NADH. Já, a Tabela IV.2 mostra eletrodos modificados com 

nitroaromaticos e/ou nanotubos de carbono para fins de comparação com os dados 

aqui registrados. O sensor construído a base de niclosamida e nanotubos de 

carbono apresentou valores semelhantes ou melhores do que alguns trabalhos 

reportados, obtendo assim um potencial de oxidação para NADH menos positivo, 

uma boa sensibilidade, e um limite de detecção pequeno. Além disso, o sensor é 

construído de forma simples e a matéria prima é disponível comercialmente.   
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Tabela 3 Parâmetros eletroquímicos e analíticos de eletrodos modificados escolhidos. 

 Plataforma pH 
Eaplicado 

(mV vs. Ag/AgCl)  

Faixa linear 

(mol L-1) 

Sensibilidade 

(A L mol-1) 
LD 

mol L-1) 
Referência 

1 ECV/NF 8,0 -50 5-2000 - - (MANO e KUHN, 1999) 

2 EPC/ZP 7,0 250 5-120 3,3x10-3 0,4 (MUNTEANU et al., 2004) 

3 ECV/MWCNT 6,8 0  20-1000 - 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 ECV/MWCNT/NICativada 7,0 65 0,1-3 0,25 0,029 ESTE TRABALHO 

3,5-DNBA: ácido 3,5-dinitrobenzóico; ECV: eletrodo de carbon vítreo; EPC: Eletrodo de pasta de carbono; MWCNT: Nanotubos de 
carbono de paredes multiplas; NF: nitroflurenona; 4-NPHN: nitroftalonitrila; NICativada: Niclosamida ativada; ZP: Fosfato de zinco.  
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V. CONCLUSÃO 

 

V. Conclusões Gerais  

  

Este trabalho relata a construção de uma nova plataforma nanoestruturada 

simples, fundamentada em nanotubos de carbono de paredes múltiplas 

funcionalizados com niclosamida ativada in situ. Este processo de ativação promove 

a formação do par redox (NIC-NHOH/NIC-NO) a partir do grupo nitro, sendo uma 

alternativa viável para a determinação eletrocatalítica de NADH. 

Os estudos eletrocatalíticos e cinéticos do NADH empregando a plataforma 

desenvolvida comprovaram a grande eficiência do mediador, a niclosamida ativada 

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

Além disso, a plataforma nanoestruturada constitui-se em excelente ambiente 

para a elaboração de sensores capazes de promover a detecção de NADH, com 

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

A partir dos sensores desenvolvidos, foi possível operar a célula eletroquímica 

durante a eletrooxidaçao do NADH, aplicando potencial de +0,065 V vs. Ag/AgCl 

para o sensor desenvolvido, o que amplia bastante a possibilidade de uso destes 

sensores em amostras complexas, pois, neste potencial, o sensor torna-se mais 

seletivo e muito menos sensível a possíveis interferentes. 

A avaliação dos parâmetros analíticos deste sensor mostrou que são ótimos 

dispositivos para a determinação 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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VII. PERSPECTIVAS 
  

 

Pretende-se dar continuidade aos estudos ora reportados no que tange ao 

esclarecimento do processo eletródico em ação no ECV/MWCNT/NICativado, na 

determinação das espécies eletrogeradas, no emprego do sensor na eletroanálise 

em matrizes biológicas de outras substãncias biologicamente ativas, na análise de 

possíveis interferentes, e no desenvolvimento de novas plataformas a base de 

outras matrizes tais como sílica gel modificada, visando o aumento do efeito 

catalítico, bem como utilizar novos compostos com grupo nitro, mostrando-se desta 

forma a potencialidade do material desenvolvido. 

Estudar novos sistemas para oxidação catalítica do NADH visando o 

desenvolvimento de novos biossensores. 
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