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V 
A Oportunidade deste Trabalho 

 

 

      A OPORTUNIDADE DESTE TRABALHO 
 

 

Este trabalho só foi possível graças ao surgimento do “Projeto: 

Desenvolvimento de Sensores a Base de Polinitrilas”, que de forma inovadora 

intercambiou as relações entre alunos e professores de Universidades de 

destacado reconhecimento pela comunidade científica e tecnológica.  

 Neste contexto, o Laboratório de Eletroquímica, Eletroanalítica e 

Desenvolvimento de Sensores – LEEDS, alocado no Departamento de 

Analítica do Instituto de Química da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP) e o Grupo de Eletroquímica do Instituto de Química e 

Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) proporcionaram 

investimentos na qualificação de estudantes. Este relacionamento possibilitou 

aos alunos conhecerem de perto a rotina dos laboratórios de ambas as 

Universidades, bem como seus problemas e deficiências acadêmico-

tecnológicas.  

Estas atividades desenvolvidas tanto na UNICAMP quanto na UFAL 

foram coordenadas pelos Professores Lauro T. Kubota e Marília O. F. 

Goulart, respectivamente, de forma segura, simples, prazerosa, inovadora, 

motivadora, agregando, portanto, um ambiente descontraído para o 

desenvolvimento das atividades ao longo de vários anos. 

 O desenvolvimento dessas atividades contou também com a 

colaboração do Dr. Adriano Oliveira, lotado até pouco tempo atrás no 

Instituto de Química Inorgânica da Universidade de Bonn, Alemanha, o qual 

foi responsável pela síntese de derivados de polinitrila. Estas pesquisas foram 

incentivadas por meio de várias agências de fomento, tais como CNPq, 

CAPES/PROCAD, FAPESP.   
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RESUMO 
Título: “Eletrodo modificado à base de 4-nitroftalonitrila: sensor 
amperométrico para quantificação de alguns antioxidantes de relevância 
biológica”. 
Autor: Phabyanno Rodrigues Lima 
Orientador: Lauro Tatsuo Kubota 
Co-orientadora: Marília Oliveira Fonseca Goulart 
Palavras-chave: Sensor amperométrico, 4-nitroftalonitrila, antioxidante, 
eletrodos quimicamente modificados. 
 

Neste trabalho descreve-se o desenvolvimento de sensores 
amperométricos à base de um simples eletrodo de pasta de carbono 
modificado com um novo mediador redox, a 4-nitroftalonitrila (4-NO2FN), 
para a determinação de alguns antioxidantes de relevância biológica [L-
cisteína (L-CySH), L-glutationa (L-GSH), ácido L-ascórbico (L-AscH2), ácido 
úrico (AU) e nicotinamida adenina dinucleotídeo (forma reduzida) (NADH)]. 
Com este propósito, inicialmente, a 4-NO2FN foi ativada in situ, gerando o par 
redox nitroso/hidroxilamina (4-NOFN/4- NHOHFN) estável na superfície 
eletródica, o qual apresentou atividade electrocatalítica na oxidação dos 
analitos estudados. As técnicas empregadas para a realização deste trabalho 
foram voltametria cíclica e cronoamperometria, as quais foram utilizadas para 
estudar o comportamento dos eletrodos modificados, para otimização dos 
parâmetros experimentais, obtenção dos parâmetros cinéticos e caracterização 
analítica dos sensores. Além disso, os estudos hidrodinâmicos e 
cronoamperométricos foram realizados com o objetivo de se obter maiores 
informações sobre os processos de oxidação entre L-AscH2, NADH e os 
eletrodos modificados. Assim, por meio dos gráficos e equações de Koutech-
Levich e Cottrell foi possível obter os valores para o coeficiente de difusão 
(D) e constante de velocidade da reação (kobs) para L-AscH2 e NADH. Os 
valores do D e de kobs, determinados para L-AscH2 e NADH, foram de 9,0x10-

6 cm2 s-1 e 2,4x10-6 cm2s-1, 6,0x106 mol-1L s-1 e 1,0x104 mol-1L s-1, 
respectivamente. O aumento na velocidade de reação, tanto para o L-AscH2 
quanto para o NADH, foi atribuído à eficiente transferência de elétrons entre 
estas espécies e o par redox 4-NOFN/4-NHOHFN eletrogerado in situ. Sob 
condições otimizadas, o sensor amperométrico apresentou uma faixa de 
resposta linear (µmol L-1), limite de detecção (µmol L-1), quantificação (µmol 
L-1) e sensibilidade (nA L µmol-1) para L-CySH (a), L-GSH (b), L-AscH2 (c), 
AU (d) e NADH (e), os quais apresentaram os valores de (a) 0,8-13,2, 0,25, 
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0,8, 37,0; (b) 8,0-83,0, 2,7, 8,0, 54,0; (c)5,0-120,0, 1,6, 5,5, 108,0; (d) 5,0-
120,0, 1,3, 4,5, 121,6 e (e) 0,8-8,5, 0,25, 0,82, 500,0, respectivamente. Após a 
aplicação destes sensores em amostras de interesse, estudos de adição e 
recuperação dos analitos foram realizados para avaliar a exatidão dos métodos 
e verificou-se que foi possível uma percentagem de recuperação entre 98,5 e 
102,0% para L-CySH, L-GSH, L-AscH2 e AU. 
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ABSTRACT 
Title: “Modified electrode based on 4-nitrophthalonitrile: amperometric 
sensor for quantification of some antioxidants of biological relevance”. 
Author: Phabyanno Rodrigues Lima 
Adviser: Lauro Tatsuo Kubota 
Co-adviser: Marília Oliveira Fonseca Goulart 
Keywords: Amperometric sensor, 4-nitrophthalonitrile, antioxidant, 
chemically modified electrodes. 

 
In this work, the development of amperometric sensors based on a 

simple carbon paste electrode modified with a new redox “mediator”, 4-
nitrophthalonitrile (4-NO2PH), for quantification of some antioxidants of  
biological relevance (L-cystein (L-CySH), L-glutathione (L-GSH), L-ascorbic 
acid (L-AscH2), uric acid (UA) and β-nicotinamide adenine dinucleotide 
(NADH)), is described. For this purpose, initially, 4-NO2PH was activated in 
situ, generating a stable redox-active nitroso/hydroxylamine system (4-
NOPH/4-NHOHPH) on the electrodic surface, which presented 
electrocatalytic activity towards the oxidation of studied analytes. The 
techniques used in this work were cyclic voltammetry and cronoamperometry, 
to study the behavior of the modified electrodes, for the experimental 
parameters optimization, for the attainment of the kinetic parameters and 
analytical characterization of the sensors. Hydrodynamic and 
cronoamperometric studies were carried out with the aim to get information 
on the reduction processes and oxidation of L-AscH2 and NADH, respectively, 
on the modified electrodes. Through the Koutech-Levich and Cotrell plots it 
was possible to obtain the values for the diffusion coefficient (D) and kinetic 
constant of the reaction (kobs) for the analytes in study. The values of the 
diffusion coefficient and kobs, determined for L-AscH2 and NADH were 
9.0x10-6 cm2 s-1 and 2.4x10-6 cm2s-1, 6.0x106 mol-1L s-1 and 1.0x104 mol-1L s-1, 
respectively. The increase of the reaction rate for L-AscH2 and NADH was 
attributed to the efficient electron transfer between the studied species and 
immobilized electroactive species on the surface of the carbon paste electrode. 
After optimizing conditions, the sensor provided a linear response range 
(µmol L-1), limit of detection (LOD) (µmol L-1), limit of quantification (LOQ) 
(µmol L-1) and sensitivity (nA L µmol-1) for L-CySH (a), L-GSH (b), L-AscH2 
(c), UA (d) e NADH (e) of (a) 0.8-13.2, 0.25, 0.8, 37.0; (b) 8.0-83.0, 2.7, 8.0, 
54.0; (c)5.0-120.0, 1.6, 5.5, 108.0; (d) 5.0-120.0, 1.3, 4.5, 121.6 and (e) 0.8-
8.5, 0.25, 0.82, 500.0, respectively. After the application of these sensors in 
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samples of interest, studies of addition and recovery of the analytes were 
carried out to evaluate the error of the methods and it was verified recovery 
percentages between 98.5 and 102.0% for L-CySH, L-GSH, L-AscH2 and AU, 
were obtained. 
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LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 
 
L-CySH 

 
L-Cisteína (forma reduzida) 

υυυυ Viscosidade cinemática 
αααα Coeficiente de transferência de elétrons 
ωωωω Velocidade de rotação 
∆∆∆∆Ep Separação de potencial de pico 
∆∆∆∆Ep Diferença de potencial de pico de oxidação 
4-NHOHFN 4-hidroxilaminaftalonitrila 
4-NO2FN 4-nitroftalonitrila 
4-NOFN 4-nitrosoftalonitrila 
A Área geométrica do eletrodo 
Ag/AgCl Eletrodo de prata cloreto de prata 
AU Ácido úrico 
b Coeficiente angular 
CLAE Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 
Co Concentração do analito 
D Coeficiente de difusão 
DP Desvio padrão 
DPR Desvio padrão relativo 
DPV Desvio padrão relativo 
DTNB  ácido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzóico) 
E0’ Potencial formal 
ECS Eletrodo de calomelano saturado  
ECV Eletrodo de carbono vítreo 
EDR Eletrodo de Disco Rotatório 
Ep Potencial de pico 
Ep/2 Potencial de corrente de pico a meia altura 
EPC Eletrodo de pasta de carbono 
EQM Eletrodo quimicamente modificado 
ERN Espécies Reativas de Nitrogênio 
ERO Espécies Reativas de Oxigênio 
ETR Electrochemically Triggered Reaction 
F Constante de Faraday 
FIA Flow injection analysis 
HEPES [N-(2-hidroxietil(piperazina)-N,N’-bis(2-ácido 

etanosulfônico)] 
I Corrente 
Id(L) Corrente limitada pelo transporte de massa 



XXXII 
                                                                      Lista de Abreviaturas e Símbolos 

 

 

Ikin Corrente limitada cineticamente 
j Densidade de corrente 
KM Constante de Michaelis-Menten 
kobs Constante de velocidade da reação 
L-AscH2 Ácido L-ascórbico (forma reduzida) 
LD Limite de detecção 
L-GSH L-Glutationa (forma reduzida) 
LQ Limite de quantificação 
n Número total de elétrons  
na Número de elétrons da etapa determinante 
NAD+ Nicotinamida adenina dinucleotídeo (forma 

oxidada) 
NADH Nicotinamida adenina dinucleotídeo (forma 

reduzida) 
ne Número de elétrons 
np Número de prótons 
PIPES Piperazina-N,N’-bis-(2-ácido etanossulfônico) 
Q Carga 
R Constante universal dos gases 
r Coeficiente de correlação 
SAM Self Assembled Monolayers 
T Temperatura 
TRIS Tris [(hidroximetil)aminometano 
v Velocidade de varredura de potencial 
VC Voltametria cíclica 
VOQ Voltametria de onda quandrada 
VPD Voltametria de pulso diferencial 
VPN Voltametria de pulso normal 
Γ Cobertura aparente de superfície 
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I. Introdução Geral 

 

O oxigênio, indispensável à vida dos seres vivos, tem sido foco de 

inúmeros estudos ao longo de décadas, tanto relacionados aos seus benefícios 

quanto no que diz respeito às suas ações deletérias. A molécula diatômica de 

oxigênio possui dois elétrons desemparelhados no orbital molecular, e pode 

sofrer redução, reagir com outras espécies neutras, gerando novos radicais e 

diferentes metabólitos, conhecidos pelo nome coletivo de Espécies Reativas 

de Oxigênio (ERO), as quais podem também reagir com outras espécies. No 

organismo, as ERO encontram-se envolvidas na produção de energia, 

regulação do crescimento celular e síntese de substâncias biológicas 

importantes, entre outras atividades. Por outro lado, quando sua produção é 

exacerbada, o organismo dispõe de um eficiente sistema antioxidante que 

consegue controlar e restabelecer o equilíbrio. Assim, o estresse oxidativo, ou 

desbalanço redox, resulta do desequilíbrio entre o sistema pró e antioxidante, 

com predomínio dos oxidantes, com danos conseqüentes a moléculas 

endobióticas (Vasconcelos et al., 2007; Halliwell & Gutteridge, 2007).  

Há fortes evidências de que o estresse oxidativo tem importância capital 

nos processos de envelhecimento, transformação e morte celular, com 

consequências diretas em muitos processos patológicos, entre eles, a indução 

do câncer e a propagação de AIDS em pacientes soropositivos (HIV+), bem 

como na fisiopatologia de muitas doenças crônicas, entre elas, doenças auto-

imunes, cardiopatias, câncer, doenças do pulmão, intoxicação por 

xenobióticos e muitas outras. Por outro lado, é também fato reconhecido que 

ERO e ERN (Espécies Reativas de Nitrogênio) desempenham papéis 

fisiológicos importantes como o controle da pressão sangüínea, na sinalização 
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celular, na apoptose, na fagocitose de agentes patogênicos, na fertilização de 

ovos e no amadurecimento de frutos. O reconhecimento dessa relação 

estimulou o desenvolvimento de estudos de marcadores de dano oxidativo e 

de substâncias antioxidantes em sistemas biológicos (Halliwell & Gutteridge, 

2007).  

Por essa razão, estudos com ênfase na detecção e quantificação de 

antioxidantes de relevância biológica têm requerido uma série de desafios, 

tanto na área científica quanto tecnológica.  

O presente trabalho descreve um dispositivo simples e sensível para 

detectar e quantificar alguns antioxidantes de relevância biológica. A seguir, 

descreve-se o campo de atuação de alguns desses antioxidantes, bem como 

alguns sensores eletroquímicos empregados para sua detecção e quantificação.      

 

I. 1. A importância das substâncias químicas selecionadas 

  

I. 1.1. A L-cisteína  

 

A L-cisteína (ácido 2-amino-3-mercaptopropanóico, L-CySH) (Figura 

I.1.) é um aminoácido com papel importante nos sistemas biológicos e usada, 

frequentemente, em vários setores, tais como na medicina e química de 

alimentos (Chen & Li, 1999; Zhang et al.,1999).  

O grupo sulfidrila (-SH) da L-CySH é determinante para a atividade 

biológica das proteínas e enzimas (Nelson & Cox, 2000; Bridavari, 1989; 

Osipov et al., 2005). A L-CySH é considerada um aminoácido não essencial, 

quando, em condições fisiológicas normais, quantidades suficientes do mesmo 

são originadas da dieta e do metabolismo do aminoácido essencial metionina e 
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do aminoácido não essencial serina pela via de trans-sulfuração (Handbook of 

Amino Acid Analysis, 1988). Entretanto, a L-CySH é estabelecida como 

condicionalmente essencial, em certas circunstâncias, por exemplo, em casos 

de neonatos prematuros (Shew et al., 2005) 

L-CySH está presente em vários cosméticos e preparações 

farmacêuticas, por exemplo, é usada na formulação de alguns antibióticos e 

tratamento de danos à pele (Wring et al., 1989). As propriedades antioxidantes 

da L-CySH são reconhecidas, quando da regulação de numerosos processos 

bioquímicos e são essenciais à manutenção da saúde (De Viries & De Flora, 

1993) como, por exemplo, na inibição de danos oxidativos causados por ERO, 

formadas durante estresse oxidativo (Dröge, 2002; Halliwell, 1994; McBride 

& Kraemer, 1999).  

 

 

Figura I.1. Estrutura química da L-cisteína. 

 

I. 1.2. A L-glutationa 

 

A L-glutationa é um tripeptídeo (L-glutamil-L-cisteinilglicina, L-GSH) 

composto de três aminoácidos: L-cisteína, glicina e ácido glutâmico, ligados 

peptidicamente (γ-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) (Figura I.2). Sua capacidade 

redutora é determinada pelo grupo -SH presente na L-cisteína (Meister & 

Anderson, 1984). Exerce funções essenciais na célula, destacando-se sua 
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função como cofator da família de enzimas glutationa peroxidases (GPx), em 

que desempenha papel protetor contra o estresse oxidativo, com sua oxidação 

a dissulfeto (GSSG).  

A L-GSH é o único tiol não protéico de baixo peso molecular presente 

em espécies aeróbias, e seu papel antioxidante intracelular inclui a 

desintoxicação de xenobióticos e de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

(Vasconcelos et al., 2007). Representa o principal composto tiólico presente 

em extratos de leveduras (Penninckx, 2000).  

 

 

 

Figura I.2. Estrutura química da L-glutationa. 

 

I. 1.3. O ácido úrico 

 

O ácido úrico (AU) (Figura I.3.) deriva do metabolismo das purinas e é 

produzido pela oxidação de hipoxantina e xantina pela xantina oxidase e 

xantina desidrogenase. O AU apresenta atividade antioxidante significativa e 

sua concentração no plasma é maior que a de outros antioxidantes, tais como 

as vitaminas C e E (Ghiselli et al., 2000). 
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Figura I.3. Estrutura química do ácido úrico. 

 

I. 1.4. O ácido L-ascórbico  

 

O ácido L-ascórbico (L-AscH2) ou vitamina C (Figura I.4.) é essencial 

ao homem, pois não pode ser sintetizado a partir da glicose que é seu 

precursor, como ocorre em plantas e na maioria dos animais. Em sistemas 

biológicos, em pH fisiológico (7,4), 99,95 % da vitamina C (L-AscH2) 

encontra-se na forma de ascorbato (AscH-), que é a forma que atua como 

antioxidante, ao doar um H• ou [H+ + e−] para um radical [Vasconcelos et al., 

2007].  

O ascorbato (AscH-), atua como antioxidante sobre ERO e ERN, em 

ambiente biológico aquoso, resultando na formação do ânion radical 

semidesidroascorbato (Asc•), ou ascorbila, pouco reativo. Atua eficientemente 

sobre o ânion-radical superóxido (O2•-), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o 

hipoclorito (ClO-) e os radicais hidroxila (•OH) e peroxila (•OOH). O 

ascorbato pode atuar diretamente nas membranas celulares, por impedir a 

iniciação da peroxidação lipídica ou, indiretamente, por regenerar a vitamina 

E, que atua como antioxidante na face lipofílica da membrana (Barreiros et 

al., 2006). 
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Figura I.4. Estrutura química do L-ácido ascórbico. 

 

I. 1.5. A nicotinamida adenina dinucleotídeo 

 

 A nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) (Figura I.5.) é um 

cofator muito estudado devido à grande quantidade de enzimas desidrogenases 

dependentes de seu processo redox, e devido a sua importância como 

transportador de elétrons em células vivas. Atualmente, sabe-se que existem 

mais de 250 enzimas que dependem de NADH e 150 de NADPH (Gorton & 

Domínguez, 2002). 

 

 

Figura I.5. Estrutura química da NADH. 
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I. 2. Dispositivos utilizados para a determinação de L-CySH, L-

GSH, L-AscH2, AU e NADH 

 

Devido às inúmeras razões discutidas anteriormente é de suma 

importância a determinação destas espécies, portanto, estudos com propósitos 

distintos têm sido realizados empregando várias técnicas para detecção e 

quantificação de L-CySH, L-GSH, L-AscH2 e AU como espectrofluorimetria 

(Liang et al., 2002; Chen et al., 1999), cromatografia líquida de alta eficiência 

(Liang et al., 2005), método colorimétrico (Wyngaarden, 1974) ou métodos 

eletroquímicos (Shahrokhian & Ghalkhani, 2006), os quais têm sido também 

utilizados para a determinação da cinética e do mecanismo reacional em 

relação ao NADH (Santos et al., 2002a,b). 

Entretanto, os métodos cromatográficos apresentam alguns 

inconvenientes com o preparo de amostras, a necessidade de derivatização de 

moléculas ou baixa sensibilidade, limitando sua aplicação. Alternativamente, 

os métodos eletroquímicos têm apresentado algumas vantagens no tocante à 

simplicidade e a alta sensibilidade.  

Por outro lado, os maiores problemas relacionados à detecção 

eletroquímica de tióis ou NADH, por exemplo, têm sido o emprego de 

eletrodos convencionais (eletrodos não modificados), os quais apresentam 

altos sobrepotenciais e velocidade de transferência de elétrons lenta.  

A detecção eletroquímica e simultânea de L-AscH2 e AU apresenta 

problemas relacionados aos potenciais de oxidação próximos, bem como pelo 

bloqueio da superfície eletródica pelos produtos de oxidação, comprometendo 
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a seletividade e, portanto, inviabilizando o emprego desses sistemas durante o 

processo de detecção dessas espécies nos diferentes meios.  

Alternativamente, uma área que vem contribuindo para o 

desenvolvimento de métodos inovadores está centrada no campo da 

eletroanalítica. Particularmente, os sensores químicos têm sido uma alternativa 

viável para detecção e quantificação de vários analitos em diferentes matrizes, 

seja de origem biológica, farmacológica, alimentícia, entre outras, com 

rapidez, seletividade e sensibilidade inerentes a estes dispositivos. Além disso, 

um dos pontos críticos observados e bastante explorados durante a 

configuração dos sensores químicos diz respeito à fase sensora, a qual está 

relacionada diretamente com o processo de detecção da espécie de interesse.  

O processo de acoplar o reagente ao transdutor, geralmente denominado 

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

físicoquímica da interface eletrodo-solução, sendo, portanto, uma forma de 

impor e controlar sua reatividade e/ou seletividade, possibilitando o 

desenvolvimento de sensores químicos para vários propósitos e aplicações, 

com ótimo desempenho para detecção e quantificação de inúmeros analitos 

nos diferentes meios. 

Assim sendo, o grande interesse no desenvolvimento de sensores é o 

emprego de mediadores, que são agentes para facilitar a transferência de 

elétrons. O mediador geralmente é um composto com baixa massa molecular, 

cujo par redox que catalisa reações facilitando seletivamente a transferência de 

elétrons de analitos com o eletrodo (Lima et al., 2008a; Lima et al., 2008b;  

Lima et al., 2008c). 

Este mediador geralmente deve possuir um potencial redox mais baixo 

(menos negativo ou menos positivo, dependendo se o processo é redução ou 
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oxidação, respectivamente) que os interferentes eletroquimicamente ativos na 

amostra, apresentando como vantagens, medidas com menor dependência ou 

completa independência da concentração do oxigênio e de outras substâncias 

presentes nas amostras (Rosatto et al., 2001). Contemplando este campo, 

vários estudos vêm sendo conduzidos com intuito de melhorar o desempenho 

dos eletrodos quimicamente modificados (EQMs) para determinação dos 

analitos estudados no presente trabalho. Neste sentido, a seguir são descritos 

alguns destes sistemas enfatizando seus resultados analíticos. 

 

I. 2.1 O emprego dos EQMs para determinação de L-CySH, L-

GSH, L-AscH2, AU e NADH 

 

A capacidade de manipular a arquitetura molecular do corpo da matriz 

do eletrodo e sua superfície, em particular tem conduzido a uma ampla 

extensão de aplicações analíticas dos EQMs e criado poderosas oportunidades 

para o campo da eletronálise. Por essa razão, muitos pesquisadores têm 

utilizado vários compostos para modificar superfícies de eletrodos de 

diferentes maneiras, os quais têm apresentado atividade eletrocatalítica para a 

oxidação da L-CySH, L-GSH, NADH, L-AscH2 e AU, permitindo a 

diminuição dos altos potenciais de oxidação dos mesmos. 

Zhang et al. (1999) desenvolveram um detector a base de um eletrodo 

modificado com hexacianoferrato de índio/náfion acoplado à cromatografia de 

íons para detecção amperométrica de L-CySH. Sob condições otimizadas 

(solução tampão fosfato, pH 3,0), o sistema de detecção apresentou potencial 

de detecção, faixa linear de resposta, limite de detecção (LD) e sensibilidade 
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de 0,6 V vs. ECS, 1-1000 µmol L-1, 1,6 pmol L-1 e 3,09 nA L µmol-1, 

respectivamente. 

Zhao et al. (2003) também desenvolveram um sensor amperométrico a 

base de nanotubos de carbono (NTC) para detecção eletrocatalítica de L-

CySH. Os autores verificaram que os NTC apresentaram ganho considerável 

na resposta analítica em relação ao eletrodo convencional, demonstrando 

efeito eletrocatalítico frente a L-CySH. Assim, sob condições otimizadas 

(H2SO4 0,2 mol L-1) o dispositivo apresentou potencial de detecção, faixa 

linear de resposta e limite de detecção (LD) de 0,57 V vs. ECS, 2-2800 µmol 

L-1 e 2,0 µmol L-1, respectivamente. 

Fei et al. (2005),visando o desenvolvimento de novos dispositivos com 

melhor desempenho, modificaram um eletrodo de grafite com NTC, no qual 

Platina (Pt) foi depositada eletroquimicamente. Os autores observaram um 

efeito sinérgico do compósito formado, o qual apresentou propriedade 

eletrocatalítica frente à oxidação de L-CySH. Sob condições otimizadas 

(solução tampão fosfato, pH 7,4), o dispositivo voltamétrico apresentou 

potencial de detecção, faixa linear de resposta, LD (sinal/ruído =3) e 

sensibilidade de 0,46 V vs. ECS, 0,5-100 µmol L-1, 0,3 µmol L-1 e 0,8 nA L 

µmol-1, respectivamente. 

Ozoemena et al. (2001), visando um maior controle das propriedades 

interfaciais ou alto grau de organização, desenvolveram um sensor químico a 

base de uma monocamada auto-organizada (SAM “self-assembled 

monolayer”) de octabutilftalocianinato-cobalto (II) para detecção 

eletrocatalítica de L-CySH. Sob condições otimizadas (solução tampão, pH 
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4,0), o sistema de detecção apresentou potencial de detecção e LD de 0,40 V 

vs. Ag/AgCl e 0,3 µmol L-1, respectivamente. 

Com intuito de comparar vários sensores químicos empregados para 

detecção e quantificação de L-CySH, na Tabela I.1. são apresentados os 

resultados analíticos obtidos nos artigos publicados e citados no presente 

trabalho.  
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Tabela I.1. Sensores e condições experimentais e parâmetros analíticos para a determinação de L-CySH. 

Referência Sensor Método Ep (V) 
LD  

(µµµµmol L-1) 

Faixa 
linear 
(µµµµmol 
L-1) 

Sens. 
(nA L  
µµµµmol-1) 

(Zhang et 
al.,1999) 

 
Eletrodo modificado 
com hexacianoferrato 

de índio/náfion 
 

CLAE com 
detecção 

eletroquímica 

0,600 vs. 
ECS 

0,016 1-1000 3,09 

(Zhao et 
al.,2003) 

 
Eletrodo de 
grafite/NTC 

 

Amperometria 
0,570 vs. 

ECS 
2 2-2800 - 

(Fei et 
al.,2005) 

 
Eletrodo de 

grafite/NTC/Pt 
Voltametria 

0,460 vs. 
ECS 

0,3 0,5-100 0,8 

(Shahrokhian 
& Karimia, 

2004) 

 
Eletrodo de pasta de 
carbono modificado 
com complexo de 
salofeno-Co(II) 

 

VPD e 
Amperometria 

0,600 vs. 
Ag/AgCl 

0,5 3-770 ~22 

(Inoue & 
Kirchhoff, 

2000) 

Eletrodo de CV 
modificado 

PQQ/polipirrol 
Amperometria 

0,500 vs. 
Ag/AgCl 

0,0006 - 
 
 

4,71 
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(Shahrokhian 
& Karimia, 

2005) 

 
Eletrodo de pasta de 
carbono modificado 

com 4-metilsalofeno-
Co(II) 

 

VC, VPD 
0,500 vs. 
Ag/AgCl 

0,2 0,5-100 0,036 

 
(Tan et al., 

2003) 

 
Eletrodo de 

CV/fullereno-C60 
 

VC 
0,580 vs. 
Ag/AgCl 

- 
200-
1200 

15,5 

 
(Teixeira et 
al., 2005) 

 
Complexo de saleno-

Oxovanádio(IV) 
  

Amperometria 
0,650 vs. 

ECS 
170 

240-
2300 

4,7 

 
(Salimi & 

Pourbeyram, 
2003) 

 
Carbono modificado 

com complexo de 
rutênio 

VC 
0,800 vs. 
Ag/AgCl 

1 5-685 5 

 

(Ozoemena 

et al., 2001) 

Eletrodo de ouro 
modificado 

octabutilftalocianinato-
Co (II) 

VC 
0,400 vs. 

Ag/AgCl 
0,31 0,1-10 - 

 
(Filanovsky, 

1999) 

 
Eletrodo de carbono 

modificado com 
ftalocianina-Co 

 
Amperometria 

0,400 vs. 
Ag/AgCl 

0,2 1-12 8,89 
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(Spãtaru et 
al., 2001) 

 
Eletrodo de diamante 

dopado com boro 

 
Voltametria - 

FIA 
 

0,570 vs. 
ECS 

 
0,9 

 

 
1-200 

 
12 

 
(Lima et al., 
2008a)/ esta 

tese 

 
Eletrodo de pasta de 
carbono modificado 

com 4-nitroftalonitrila 
 

Amperometria 
0,33 vs. 

Ag/AgCl 
0,25 0,8-13,2 37 

VC: Voltametria Cíclica; CLAE: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência; VPD: Voltametria de  

Pulso Diferencial; VPN: Voltametria de Pulso Normal. Ag/AgCl vs. ECS = -0,045 V. 
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Além dos dispositivos desenvolvidos para detecção e quantificação de 

L-CySH e apresentados na Tabela I.1., vários grupos de pesquisas também 

utilizaram EQMs para determinação de L-GSH. 

Assim, contemplando esta linha de pesquisa, pode-se encontrar o 

trabalho reportado por Halbert et al.(1985), que prepararam um eletrodo 

misturando ftalocianina de cobalto tetrassulfonada com grafite em pó e nujol. 

O eletrodo apresentou resposta eletrocatalítica para muitos tióis na faixa de 

potencial de 0,75 a 0,85 V vs. Ag/AgCl, esta faixa de potencial foi similar 

àquelas observadas para a oxidação da ftalocianina de cobalto em solução 

após a adição desta na pasta de grafite. Devido ao alto potencial e à falta de 

seletividade, o eletrodo foi aplicado como detector eletroquímico acoplado à 

cromatografia líquida. 

Por outro lado, Wring et al. (1989) também reportaram um estudo 

utilizando a ftalocianina de cobalto na construção de eletrodos a base de 

grafite e resina epóxi, para o monitoramento de L-GSH. A determinação de L-

GSH foi realizada por técnica amperométrica aplicando-se um potencial de 

0,45 V vs. Ag/AgCl, encontrando uma faixa de trabalho de 0,1-550 µmol L-1, 

com um LD de 32,5 nmol L-1.  

Seguindo com o uso da ftalocianina de cobalto, encontramos o trabalho 

descrito por Griveau et al. (2003), os quais usaram tetraaminoftalocianina de 

cobalto adsorvida na forma do monômero e eletropolimerizada como poli-

tetra-aminoftalocianina sobre a superfície do eletrodo de carbono vítreo. A 

atividade eletrocatalítica na oxidação dos tióis aumenta ligeiramente com a 

espessura do filme, mas esta atividade foi similar à do eletrodo com o 

monômero adsorvido. A determinação de L-GSH foi realizada por técnica 
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amperométrica, aplicando-se um potencial de -0,13 V vs. ECS, com uma 

sensibilidade de 0,12 �A mol-1 L e LD de 1,6 mmol L-1. 

Outros compostos a base de cobalto foram também estudados. Assim, 

Shankaran et al. (2002) utilizaram o hexacianoferrato de cobalto como 

mediador e imobilizaram este composto com parafina sobre um eletrodo de 

grafite. O eletrodo assim construído apresentou resposta eletrocatalítica para 

L-GSH num potencial de 750 mV vs. Ag/AgCl, encontrado-se resposta na 

faixa de 40 a 520 �mol L-1, com um LD de 2,4 �mol L-1. 

Além dos compostos a base de cobalto reportados na literatura, Calvo-

Marzal et al. (2006) lançaram mão de um sensor amperométrico, na forma de 

um eletrodo de pasta de carbono modificado com TTF-TCNQ para detecção e 

quantificação de L-GSH. Este dispositivo apresentou atividade eletrocatalítica 

frente a L-GSH, apresentando um potencial de oxidação de 0,2 vs. ECS. Além 

disso, sob condições otimizadas o sensor apresentou LD, faixa linear de 

resposta e sensibilidade de 0,3 µmol L-1, 5,0-340,0 µmol L-1 e 11,0 nA L 

µmol-1, respectivamente. Com intuito de comparar outros sensores químicos 

empregados para determinação de L-GSH, na Tabela I.2. são apresentados os 

resultados analíticos obtidos nos artigos publicados.  
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Tabela I.2. Sensores e condições experimentais e parâmetros analíticos para a determinação de L-GSH. 

Referência Eletrodo Método Ep (V) 
LD 

(µmolL-1) 
Faixa linar 
(µmolL-1) 

Sensibilidade 
(nA Lµmol-1) 

 
(Marzal et 

al. 
, 2006) 

 

EPC/ 
TTF-TCNQ 

Amperometria 
 

0,200 vs. 
ECS 

 
 

0,3 
 
 

5,0-340,0 
 
 

11,0 
 
 

 
(Salimi & 

Pourbeyram, 
2003) 

 

Eletrodo carbono 
modificado 

com complexo-Ru 
Amperometria 

0,800 vs. 
Ag/AgCl 

 

1,0 
 

5,0-700,0 
 

7,8 
 

 
(Xu et al., 

2002) 
 

Eletrodo 
modificado- 

Pd-IrO2  

Amperometria 
-CLAE 

0,850 vs. 
Ag/AgCl 

 

2,0 
 

 

10,0 – 800,0 
         

 
- 

 
(Abiman et 
al., 2007) 

 

Eletrodo 
modificado-ArNO2 

VOQ 
-0,100 vs. 

ECS 
 

8,1 
 

- 
51,0 

 

 
(Moore et 
al., 2004) 

 

Eletrodo de grafite 
pirolítico 

VC 
0,650 vs. ECS 

 
2,7 

 
10,0 – 80,0 

 
39,0 
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(Nekrassova 
et al., 2003) 

 

Eletrodo de 
diamante dopado 

com boro 

Amperometria 0,850 vs. 
ECS 

 

5,8 
 

10,0 – 100,0 
 

22,9 
 

 
(Nalini & 

Narayanan, 
1998) 

 

Difenilcarbamato-
Ru(III) 

Amperometria 
0,360 vs. 

ECS 
 

15,2 
 

- - 

 
(Rover et 
al., 2001) 

Biosensor a base de 
glutationa 
peroxidase 

Amperometria 

 
0,650 

vs. ECS 
 

 
- 

 
20,0-140,0 

 

2,45 
 

 
(Lima et al., 
2008b)/ esta 

tese 

 
EPC/ 4-

nitroftalonitrila 
 

Amperometria 
0,400 

vs.Ag/AgCl 
 

2,7 
 

8,0 – 83,0 
 

54,0 
 

VC: Voltametria Cíclica; CLAE: Cromatografia Líquida de Alta Eficiência; VOQ: Voltametria de  

Onda Quadrada. Ag/AgCl vs. ECS = -0,045 V. 
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Estudos têm sido também realizados com foco no desenvolvimento de 

sensores químicos para detecção e quantificação de L-AscH2 e AU. Neste 

contexto, vários grupos de pesquisa vêm contribuindo estrategicamente para 

configuração de novas interfaces que possibilitem melhores desempenhos aos 

dispositivos.    

Assim, Strochkova et al., (1997) reportam a utilização de um EDR para 

detecção simultânea de L-AscH2 e AU, em urina. Segundo os autores, a 

análise de AU foi feita em condições de diluição da amostra, para evitar a 

interferência do L-AscH2 durante o processo de quantificação de AU; nestas 

condições, o dispositivo apresentou LD para o L-AscH2 de 3,0 µmol L-1.  

Um conjunto de microeletrodos de ouro modificados pela 

eletrodeposição de metais nobres como paládio e platina acoplados a um 

sistema FIA foram explorados e utilizados para determinação amperométrica 

simultânea de L-AscH2 e AU (Matos et al., 2000). Nesse trabalho, os autores 

não observaram efeitos de envenenamento e, após a deposição do metal, 

houve aumento da área superficial dos microeletrodos, justificando os bons 

limites de detecção dos analitos obtido pelos autores. Matos et al., (2000) 

quantificaram ainda o teor de L-AscH2 e AU em amostras de urina, utilizando  

amperometria diferencial, para tanto, foram realizadas medidas em solução de 

padrão contendo uma alíquota de amostra, medidas em amostras puras e 

amostras tratadas enzimaticamente com uricase e peroxidase para AU, e com 

ascorbato oxidase para L-AscH2.  Para determinação dos analitos foi realizado 

o método de adição de padrão com subtração dos valores de correntes obtidos 

com a amostra tratada enzimaticamente. 

Eletrodos de carbono modificados covalentemente com ácido glutâmico 

foram eletroquimicamente oxidados (Zhang & Lin, 2001) e aplicados na 
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oxidação catalítica de AU e L-AscH2. A modificação efetuada proporcionou 

diminuição do sobrepotencial de oxidação dos analitos e a separação dos dois 

picos de oxidação, seja usando VPD ou VC, permitindo a determinação 

simultânea de L-AscH2 e AU.  

Polímeros de N,N-dimetilalanina foram eletroquimicamente depositados 

(Roy et al., 2004) sobre eletrodos de pasta de carbono, formando filmes 

positivamente carregados devido ao grupo amônio quaternário presente no 

polímero. Com esta característica catiônica, o filme pré-concentrou L-AscH2 e 

AU, que em pH 7,0, encontram-se carregados negativamente, facilitando o 

processo de oxidação observado pelo deslocamento de ambos os potenciais de 

oxidação para regiões menos positivas de potencial. Concomitantemente, 

foram observados maiores níveis de corrente, ausência de envenenamento, 

sendo o efeito mais pronunciado para AU. A determinação deste último foi 

efetuada com boa reprodutibilidade e sensibilidade. Em sistema FIA, com 

detecção amperométrica, a presença de L-AscH2 não causou efeitos 

superficiais indesejáveis, porém foi necessário descontar a corrente de 

oxidação do L-AscH2 da corrente total lida, pois esta corresponde à corrente 

de oxidação de ambos os analitos.  

A quantificação de L-AscH2 (Gao et al., 1997) em presença de AU 

também foi realizada usando sistema similar e eletrodo de pasta de carbono 

modificado com um filme polimérico de 3,4-di-hidroxibenzaldeído. Boa 

sensibilidade associada à diminuição de sobrepotencial para a oxidação de L-

AscH2, foram igualmente observadas.  

Diante do exposto, foi possível discutir alguns trabalhos reportados na 

literatura , que de alguma maneira, contribuíram para o desenvolvimento de 
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novas interfaces. A Tabela I.3. lista outros trabalhos, já descritos na literatura, 

nos quais foram realizadas determinações simultâneas de L-AscH2 e AU. 
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Tabela I.3. Sensores e parâmetros analíticos para determinação simultânea de L-AscH2 e AU sobre vários eletrodos. 

Referência Eletrodo Método 
        ∆∆∆∆Ep,a 

(mVvs. 
Ag/AgCl) 

Analito LD 
(µmol L-1) 

Faixa Linear 
(µmol L-1) 

Sens. 
(µA L µmol-1) 

(Zare  
et al., 2005) 

EPC/tetrabromo-p-
benzoquinona 

VPD ~300 
L-AscH2 

AU 
0,6 
-- 

10,0-600,0 
10,0-100,0 

0,003 
0,002 

(Premkumar 
& Khoo, 

2005) 
ECV ativado VVL ~300 

L-AscH2 

AU 
100,0 

0,2 
100,0-7000,0 

0,2-60,0 
-- 
-- 

 
(Hua et al., 

2008) 

ECV / nanopartículas 
de ouro 

VPD ~300 
L-AscH2 

AU 
3,0 
-- 

8,0-550,0 
0,6-850,0 

0,021 
0,769 

 
(O’Connell  
et al., 2001) 

ECV/polianilina 
Amp.-
FIA 

--- 
L-AscH2 

AU 
2,5 
-- 

5,0-100,0 
-- 

-- 
-- 

 
(Roy et al., 

2004) 

ECV/N,N-
dimetilanilina 

Amp. --- 
L-AscH2 

AU 
-- 
-- 

25,0-1650,0 
-- 

0,178 
-- 

 
(Zhang et 
al., 2008) 

 
ECV/ácido sulfônico 

p-aminobenzeno 

 
VPD 

 
~200 

 
 

L-AscH2 

AU 

 
 

7,5 
12,0 

 
 

35,0-175,0 
22,0-350,0 

 
 

0,260 
0,180 

 
(Argüello et 
al., 2008) 

EPC/SiO2/ZrO2/azul 
de metileno 

Amp. --- 
L-AscH2 

AU 
8,3 
3,7 

10,0-1600,0 
50,0-250,0 

0,021 
0,120 
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(Lima et al., 
2009)/ esta 

tese 

EPC/4-
nitroftalonitrila 

Amp. ~300 
L-AscH2 

AU 
1,6 
1,3 

5,0 – 120,0 
5,0 – 120,0 

0,540 
0,680 

VPD: Voltametria de Pulso Diferencial, VVL: Voltametria de Varredura Linear, EPC: Eletrodo de pasta de 
carbono, ECV: Eletrodo de carbono vítreo. ∆Ep,a: separação dos potenciais de picos entre o L-AscH2 e AU. 
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Além dos sensores reportados e discutidos anteriormente, o interesse no 

desenvolvimento de sensores químicos, particularmente, para detecção de 

NADH diz respeito a sua importância como cofator de várias enzimas que 

promovem reações de interesse analítico. Além da sua função de transportador 

de elétrons em células vivas, o mecanismo envolvendo a eletrooxidação do 

NADH vem sendo também motivo de inúmeros estudos ao longo das últimas 

décadas (Gorton, 1986a,b; Lu et al., 2003; Kitani et al., 1981; Chi & Dong, 

1996). 

Neste sentido, a oxidação do NADH em meio aquoso, sobre a superfície 

eletródica depende do material do eletrodo utilizado e requer um alto valor de 

potencial aplicado. Usando a técnica de voltametria cíclica, por exemplo, um 

único pico de oxidação foi observado em torno de 0,4; 0,7 e 1 V vs. ECS, para 

eletrodos de carbono, platina e ouro, respectivamente (Samec & Elving, 1983; 

Blaedel & Jenkins, 1975)  

Existem duas maneiras de diminuir o sobrepotencial necessário para a 

eletrooxidação do NADH, uma delas é através do tratamento da superfície do 

eletrodo e a outra é pela imobilização de mediadores sobre a superfície do 

eletrodo. 

Blaedel & Jenkins (1975) mostraram, portanto, a possibilidade de 

diminuir o sobrepotencial da eletrooxidação do NADH por meio do pré-

tratamento do eletrodo, sendo mais pronunciado quando se utiliza o eletrodo 

de carbono. Este fato foi atribuído a grupos oxigenados presentes sobre a 

superfície do eletrodo em uma forma equivalente a quinona, cujo mecanismo 

foi proposto anos mais tarde por Samec & Elving (1983). 

Apesar do potencial aplicado nos eletrodos tratados ser relativamente 

menor que aqueles aplicados nos eletrodos não tratados, os primeiros 



27 
     Capítulo I - Introdução  
 

 

apresentam baixa estabilidade, a qual pode ser resultado do bloqueio e/ou 

passivação da superfície do eletrodo, devido aos produtos gerados durante a 

oxidação do NADH.  

Por outro lado, foi possível contornar tais problemas efetuando 

adequadamente os processos de pré-tratamento e condicionamento do 

eletrodo, os quais apresentaram resultados reprodutíveis (Moiroux & Elving, 

1979; Jaegfeldt, 1980; Jaegfeldt et al., 1978), entretanto, este tipo de 

procedimento não torna o eletrodo seletivo para a oxidação do NADH. 

A partir dos estudos reportados por Blaedel & Jenkins (1975), várias 

quinonas e seus derivados foram imobilizadas em superfícies de eletrodos com 

o intuito de diminuir o sobrepotencial da oxidação do NADH e melhorar a 

seletividade do eletrodo.  

Neste contexto, o processo de imobilização tem um papel fundamental 

nas características dos sensores e biossensores. Uma das justificativas diz 

respeito à orientação e à proximidade das moléculas de mediador à superfície 

eletródica, podendo favorecer ou não a transferência de elétrons.  

Além disso, dependendo da metodologia empregada para a 

imobilização, esta pode afetar as características da resposta do eletrodo, como 

por exemplo, constante de ligação do substrato, velocidade máxima da reação, 

pH ótimo, sensibilidade e estabilidade.  

A imobilização deve ser realizada de tal forma que a espécie ativa esteja 

em contato íntimo com o eletrodo, mantendo sua atividade, proporcionando 

livre difusão de substratos e produtos na camada biocatalítica.  

Do ponto de vista analítico, a vantagem da imobilização da espécie 

ativa (mediador) é a possibilidade de sua reutilização com diminuição no 
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custo por análise, maior estabilidade, maior sensibilidade e menor 

interferência de compostos indesejáveis como reportado anteriormente na 

literatura científica (Guilbault, 1976). 

Problemas como oxidação, substâncias interferentes e envenenamento 

do eletrodo eram comumente observados em eletrodos contendo enzimas 

desidrogenases devido à necessidade de aplicação de potenciais elevados. 

Uma das estratégias usadas para diminuir o potencial aplicado foi a utilização 

de mediadores redox imobilizados sobre a superfície do eletrodo, já discutida. 

Um mediador redox para atuar de forma eficiente deve satisfazer 

algumas exigências: além de possuir um potencial formal, E0’, baixo ou 

compatível ao potencial ótimo na detecção de NADH, o mediador deve exibir 

elevada velocidade de reação, tanto com o eletrodo quanto com o NADH, e 

também ser quimicamente estável em qualquer estado de oxidação.  

Além disso, a reação do mediador deve envolver, preferencialmente, 2 

elétrons e 1 próton, possibilitando uma rápida transferência de elétrons na 

forma similar de hidreto numa reação homogênea com o NADH (Gorton & 

Dominguez, 2002).  

Estudos com ênfase na oxidação eletrocatalítica de NADH têm atraído 

considerável atenção em anos recentes. Há um número limitado de 

mediadores redox (Lobo et al., 1996a,b) como transportadores de elétrons do 

NADH para o eletrodo, causando, portanto, uma diminuição no 

sobrepotencial. Estes mediadores incluem catecol (Jaegfedt et al., 1980), 

quinonas (Tse & Kuwana, 1978; Yamashita et al., 2003), ferrocenos (Matsue 

et al., 1987; Ramírez-Molina et al., 2003), fenilenodiamina (Ravichandram & 

Baldwin, 1983; Pereira et al., 2003), fenoxazina (Zaitseva et al., 2002; Santos 

et al., 2002a,b; Kubota & Gorton, 1999), fenotiazina (Persson, 1990; Kubota 
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& Gorton, 1999), flavina (Kubota et al., 1998; Kubota & Gorton, 1999) e 

complexos metálicos (Rivera et al., 1994).  

Como pode ser observado, existe na literatura uma ampla variedade de 

mediadores que, com o desenvolvimento de novos métodos de imobilização, 

tem possibilitado a construção de novos tipos de configurações de eletrodos 

modificados para NADH. A Tabela I.4. lista outros trabalhos, já descritos na 

literatura, nos quais foram realizadas detecção de NADH. 



30 
     Capítulo I - Introdução  

 

 

Tabela I.4. Comparação do desempenho de alguns eletrodos modificados usados na   
 eletrocatálise de NADH. 

Referência pH 
Eaplicado 
(mV) 

Faixa linear 
(µµµµmol L-1) 

Sensibilidade 
(µµµµA L µµµµmol-1) 

LD 
µµµµmol L-1) 

(Pereira et al., 2003) 7,0 -50 vs. SCE 40-800 0,02 7,10 

(Nassef et al., 2006) 7,0 +150 vs. Ag/AgCl 1-10 0,01 0,15 

(Santos et al., 2002a,b) 7,0 -200 vs. SCE 10-520 0,05 __ 

(Vasantha & Chen, 2006) 7,0 +350 vs. Ag/AgCl 10-100 0,05 0,5 

(Santos et al., 2002a,b) 7,0 0 vs. SCE 10-750 0,05 __ 

(Kumar & Chen, 2007) 6,4 +200 vs. Ag/AgCl 10-300 __ 1,0 

(Liu et al., 2005) 7,2 +200 vs. Ag/AgCl 5-1000 __ 1,0 

(Lima et al., 2008)/esta tese 7,0 +100 vs. Ag/AgCl 0,8-8,5 0,50 0,25 

Ag/AgCl vs. ECS = -0,045 V. 
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Baseado nos aspectos apresentados até o presente momento, esta 

introdução teve por finalidade e de forma não exaustiva enfatizar a 

importância dos estudos de vários mediadores em diferentes suportes para 

detecção e quantificação de L-CySH, L-GSH, L-AscH2, AU e NADH 

buscando mostrar, principalmente, seus desempenhos analíticos. 

Além disso, alguns estudos recentes vêm sendo explorados no tocante 

ao emprego de compostos com grupo nitro com o intuito de desenvolver novas 

interfaces (Mano & Kuhn, 1999a,b; 2001a,b; Munteanu et al., 2004; Pariente 

et. al., 1995; Abiman et al., 2007; Casero et al., 1999 ). Assim sendo, o grupo 

nitro em seu estado oxidado, não apresenta atividade catalítica frente a alguns 

analitos, como por exemplo, tióis (L-CySH, L-GSH, entre outros) e NADH. 

Por outro lado, quando o grupo nitro (Ar-NO2) é submetido a um processo 

conhecido como “electrochemically triggered reaction” (ETR), ocorre a 

formação grupo hidroxilamina. Assim, a hidroxilamina resultante pode ser 

oxidada reversivelmente através de um processo de 2H+/2e- sobre a superfície 

eletródica, gerando, portanto, o correspondente grupo nitroso (-NO/-NHOH), 

o qual tem apresentado atividade frente a tióis e NADH como observado nos 

trabalhos reportados anteriormente (Mano & Kuhn, 1999a,b; 2001a,b; 

Munteanu et al., 2004; Pariente et. al., 1995; Abiman et al., 2007; Casero et 

al., 1999). 

Por outro lado, alguns desses mediadores discutidos ao longo desta 

introdução ainda persistem em apresentar uma série de limitações como baixa 

sensibilidade, reprodutibilidade, instabilidade da fase sensora ou modestas 

constantes de velocidade, entre outros. Por essa razão, há uma busca contínua 

por novas interfaces que possibilitem melhores desempenhos, justificando, 

portanto, o emprego de novos mediadores.   
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Com intuito de contornar tais problemas, o presente trabalho apresenta 

como caráter inovador o emprego de um novo mediador redox, a 4-

nitroftalonitrila (4-NO2FN). Esta molécula foi selecionada para configurar 

uma fase sensora para oxidação eletroquímica de L-CySH, L-GSH, L-AscH2, 

AU e NADH, com ênfase no desenvolvimento de biossensores. 

A razão para estudar a 4-NO2FN refere-se à versatilidade do composto 

polifuncional, que apresenta um grupo nitro, o qual pode ser ativado 

eletroquimicamente in situ pela ETR, por meio de redução irreversível de 

quatro elétrons de –NO2 a –NHOH. A hidroxilamina resultante pode ser 

oxidada reversivelmente ao correspondente composto nitroso, formando, 

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

processo redox de 2e-/2H+.  

Além disso, diferentemente dos poucos compostos reportados na 

literatura com grupo nitro e pensando na necessidade de desenvolver 

interfaces altamente sensíveis frente aos analitos selecionados, a 4-

nitroftanolinitrila apresenta estrategicamente, além do grupo nitro, dois grupos 

ciano. Estes são bons grupos eletroretiradores, configurando, portanto, um 

caráter mais eletrofílico ao grupo -NO, o qual pode promover um melhor 

ataque nucleofílico dos analitos, por exemplo, tióis, NADH e L-AscH2, 

facilitando, consequentemente, aumentando a eficiência catalítica do sistema. 
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II. Objetivos 
 

II.1. Geral 

Este trabalho visa o desenvolvimento de um sensor amperométrico 

versátil à base de pasta de carbono modificada com 4-NO2FN com alta 

sensibilidade, ampla faixa de resposta linear e estabilidade para a detecção 

eletroquímica de alguns antioxidantes de relevância biológica. 

 

II.2. Específicos 

 

i) Estudar o comportamento do eletrodo modificado com 4-NO2FN na 

ausência e presença individual de L-CySH, L-GSH, NADH, L-AscH2 e 

AU; 

 

ii) Investigar os mecanismos das reações eletroquímicas dos analitos em 

estudo, usando técnicas eletroquímicas; 

 

iii)  Otimizar os parâmetros experimentais para determinação dos 

compostos, tais como, pH, tipo de solução tampão e concentração da 

solução tampão sobre o sinal analítico; 

 

iv) Construir as curvas analíticas referentes às espécies de interesse; 

 

v) Aplicar o sensor em amostras reais e realizar estudos de recuperação do 

analito na amostra; 
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v) Realizar estudos de possíveis interferentes, bem como verificar a 

estabilidade, tempo de vida útil e repetibilidade das medidas e no 

preparo do sensor; 

 

vi) Comparar os resultados obtidos com outros métodos descritos na 

literatura, quando possível. 
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III. Parte Experimental 

 

III.1. Reagentes e soluções 

   

Todas as substâncias empregadas foram de grau analítico. O pó de 

grafite (99,9%) e o óleo mineral foram adquiridos da Aldrich, Milwaukee-

USA. A NADH, L-CySH, L-GSH, L-AscH2, AU, ácido cítrico, PIPES 

[piperazina-N,N-bis(2-ácido etanosulfônico)], HEPES [N-(2-

hidroxietil)piperazina-N-[2-ácido etanosulfônico)] e o TRIS 

[tris(hidroximetil)aminometano] foram adquiridos da Sigma, St. Louis, USA. 

Diidrogenofosfato de potássio (KH2PO4) e hidrogenofosfato de sódio 

(Na2HPO4) foram adquiridos da Synth, São Paulo, Brasil. A 4-nitroftalonitrila 

(4-NO2FN) (Figura III.1) foi sintetizada pelo método descrito por Young & 

Onybuago (1990) (pureza ≥ 99%). A síntese da 4-NO2FN foi realizada no 

Instituto de Química Inorgânica da Universidade de Bonn sob 

responsabilidade do Dr. Adriano Bof de Oliveira.  

N
+

O
-

O

N

N  

Figura III.1. Estrutura química da 4-nitroftalonitrila. 

 

As amostras tanto de suplementos alimentares quanto de leveduras 

foram adquiridas no mercado local (Campinas-SP), respectivamente. As 

soluções foram preparadas usando água purificada em um sistema Milli-Q 
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Millipore e os valores de pH das soluções tampão foram determinados com 

um pHmetro da Corning, modelo 350. 

 

III.2. Construção do sensor  

 

O eletrodo de pasta de carbono modificado (EPC) foi preparado pela 

mistura de 35 mg de pó de grafite, 5 mg de 4-NO2FN e 20 µL de óleo mineral 

foram adicionados para promover uma melhor consistência à pasta de 

carbono. Esta pasta foi colocada dentro de uma cavidade na extremidade de 

um tubo de vidro contendo um fio de platina (área geométrica de 0,2 cm2), 

para o contato elétrico com a pasta, sendo este dispositivo designado como 

EPC/4-NO2FN. A influência da razão entre a 4-nitroftalonitrila e o pó de 

grafite usado na preparação do eletrodo modificado frente à intensidade da 

corrente de pico foi investigada nas proporções de 1:13, 1:7, 1:3, 1:1 e 3:1 

(m/m).  

Para a realização das medidas visando o estudo cinético do processo 

eletrocatalítico da NADH e L-AscH2 envolvendo variação da velocidade de 

rotação do eletrodo, foi empregado um eletrodo de disco rotatório (EDR).  

Este eletrodo foi construído na oficina mecânica do Instituto de 

Química da UNICAMP, sendo construído a partir de um bastão de Teflon 

cilíndrico (área geométrica de 0,2 cm2) (Figura III.2), contendo uma cavidade 

na parte inferior com fundo de grafite pirolítico, que por sua vez é ligado 

internamente à parte superior do tubo por uma mola de metal. Essa parte 

superior metálica faz contato elétrico e mecânico com o sistema rotatório do 

aparelho, prendendo-se por um parafuso lateral. Este eletrodo foi acoplado a 
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um aparelho de rotação controlada, modelo 101 Industrial da Pine 

Instrumental Company (Figura III.3). 

 

                   

 

Figura III.2. (A) Esquema construção do sensor. (B) Modelo esquemático da 

célula eletroquímica.  

 

(A) (B) 

AANNAALLIITTOO  
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Figura III.3. Aparelho de rotação controlado, modelo 101 Industrial da Pine 

Instrumental Company empregado nos estudos cinéticos.  

 

III.3. Medidas eletroquímicas e espectrofotométricas 

 

As medidas voltamétricas foram realizadas com um potenciostato 

modelo PGSTAT-30 da Autolab Eco Chemie (Utrecht, The Netherlands) 

conectado a um PC (Software GPES 4.9) (Figura III.4). 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 EPC 

tanto na ausência quanto na presença de modificação como eletrodo de 

trabalho e foram usados para todas as medidas.  



43 
     Capítulo III – Parte Experimental  
 

 

As medidas foram realizadas usando 5,0 mL de solução tampão. A 

eliminação de oxigênio dissolvido foi feita pelo borbulhamento de um fluxo 

de nitrogênio (N2(g)) nas soluções durante 10 minutos antes das análises. As 

medidas espectrofotométricas foram efetuadas em um espectrofotômetro 

UV/Visível da Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 2000, usando cubetas de 

quartzo de 1,0 cm de caminho óptico e 4,5 mL de capacidade total. 

 

 

 

Figura III.4. Fotografia de um potenciostato, modelo PGSTAT-30 da Autolab 

Eco Chemie. 

 

III.4. Otimização dos parâmetros experimentais 

 

Inicialmente, variou-se a proporção entre o pó de grafite e o 

modificador. Em seguida, a proporção que apresentou melhor sinal analítico 

foi fixada e utilizada nos estudos posteriores. Assim, após alcançar as 

melhores respostas para a mistura, o efeito do pH da solução tampão foi 

avaliado entre 6 e 8. A maior densidade de corrente foi escolhida para o 

estudo da natureza da solução tampão.  
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Os tampões estudados foram o Macllvaine, Fosfato, TRIS, PIPES e 

HEPES. Logo após este estudo, verificou-se qual dessas soluções apresentava 

melhor resposta e em que concentração do tampão escolhido, avaliando entre 

0,025 e 0,2 mol L-1 para então determinar qual apresentaria melhor resultado. 

 

III.5. Procedimento para o preparo das amostras 

 

III.5.1. Determinação amperométrica 

 

As amostras de suplemento alimentar [Dietary Supplement L-cysteine 

(500 mg)] foram preparadas, dissolvendo a amostra (uma cápsula de 500 mg) 

em 1000,00 mL de água e, em seguida a solução foi filtrada através de um 

papel de filtro quantitativo. Após esta etapa, uma alíquota de 125 µL do 

filtrado foi diluída para 5,00 mL, com tampão fosfato 0,1 mol L-1 em pH 7. 

Uma alíquota de 100 µL desta solução foi adicionada à célula eletroquímica 

contendo 5,00 mL do eletrólito para ser medida. 

As amostras de extratos de levedura usadas para determinação de L-

GSH, foram preparadas dissolvendo a amostra (350 mg) em 5,00 mL de HCl 

0,1 mol L-1 e, posteriormente, centrifugada (1000 rpm, 10 mim, 25 0C). Após 

esta etapa, 100 µL do sobrenadante foram adicionados à célula eletroquímica 

contendo 5,00 mL do eletrólito de suporte para ser efetuada a leitura. 

As amostras de tabletes de vitamina C (um tablete de 10 mg) foram 

dissolvidas em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0). Após etapa de 

filtração, a solução de L-AscH2 foi transferida para um balão volumétrico de 

100 mL e diluído com solução tampão fosfato 0,1 mol L-1(pH 7,0). Alíquotas 

de 100 µL da solução da amostra foram adicionadas à célula eletroquímica 
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(5,00 mL). Para a determinação simultânea de L-AscH2 e AU, as amostras de 

urina foram diluídas 50 vezes, minimizando, portanto, os prováveis efeitos de 

matriz. 

 

III.5.2. Determinação espectofotométrica 

 

Para as medidas espectrofotométricas, as amostras de suplemento 

alimentar para determinação de L-CySH foram diluídas a 1000,00 mL com 

água deionizada e, então, a solução foi filtrada através de um papel de filtro 

quantitativo. Outras etapas foram conduzidas de acordo com o procedimento 

já descrito na literatura (Zaia et al., 1999), sendo que uma alíquota da amostra 

foi transferida para um tubo teste mais 200 µL de p-benzoquinona e o volume 

ajustado com tampão acetato (pH 3,0). 

 Para os extratos de levedura, uma alíquota de 50 µL do sobrenadante foi 

misturada com 2,45 mL de DTNB (ácido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzóico). Outras 

etapas foram realizadas de acordo com o procedimento descrito anteriormente 

na literatura (Anderson, 1985), que é baseado na reação de L-GSH e DTNB 

(Reagente de Ellman), formando o ácido 2-nitro-5-mercapto-benzóico, sendo 

este monitorado espectofotometricamente em 412 nm. 

 

III.6. 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 das medidas. Os valores de resposta obtidos inicialmente foram 

considerados como 100%. Já para o tempo de vida do eletrodo foram 
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realizadas medidas com o eletrodo modificado por vários meses. Durante o 

período de avaliação do tempo de vida do sensor, o mesmo foi armazenado em 

temperatura ambiente. 

 

III.7. Estudo de repetibilidade da medida e do preparo do sensor 

  

A repetibilidade das medidas obtidas com o sensor foi verificada por 

meio de 10 medidas voltamétricas e/ou amperométricas sucessivas de L-

CySH, L-GSH, L-AscH2, AU e NADH realizadas com um mesmo eletrodo 

modificado nas condições experimentais otimizadas. Logo após, foi calculado 

o desvio padrão relativo (DPR) para as densidades de correntes obtidas, 

enquanto que o preparo do sensor foi investigado através da construção de 10 

sensores em dias diferentes e, em seguida, o 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 Pasta de Carbono 

Modificada com 4-NO2FN 

 

IV.1.1. Características cinéticas do EPC/4-NHOHFN/4-NOFN 

 

Inicialmente, vários ensaios foram realizados com o intuito de estudar 

as propriedades eletroquímicas do EPC/4-NO2FN. Assim, a espécie 

eletroativa, a hidroxilamina ftalonitrila (4-NHOHFN), foi eletrogerada in situ, 

diretamente na superfície do eletrodo modificado, a partir da redução do grupo 

Ar-NO2 da 4-nitroftalonitrila (Figura IV. 1), após varredura na faixa de 

potencial de 1,0 V a -0,5 V vs. Ag/AgCl, em solução tampão fosfato 0,1 mol 

L-1 (pH  7,0) e velocidade de varredura de potencial (ν) de 0,02 V s-1.  

A eletrorredução irreversível do grupo nitro via quatro elétrons e quatro 

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

formação da 4-NHOHFN, que pode ser oxidada reversivelmente ao 

nitrosoftalonitrila (4-NOFN) correspondente, como observado na Figura IV.2. 

Este tipo de reação de ativação foi descrito anteriormente para os derivados da 

nitroflurenona (Mano e Kuhn, 2001a; Munteanu et al., 2004; Mano e Kuhn, 

2001b) e para o ácido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzóico), na formação de 

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

et al., 1999). 
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Figura IV. 1. Voltamogramas cíclicos obtidos na primeira e segunda 

varreduras para um EPC/4-NO2F, ν = 0,02 V s-1. Einicial = 1,0 V e Eλ = -0,5 V, 

varredura no sentido catódico. Condições empregadas: solução tampão 

fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0.  
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Figura IV. 2. Modelo mecanístico proposto para a ativação in situ do 

eletrodo de pasta de carbono modificado com 4-NO2FN. 

 

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

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

cinéticas do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foram estudadas a partir do uso da 

voltametria cíclica. Os valores de “cobertura aparente de superfície” ( Γ ) do 

EPC/4-NOFN/4-NHOHFN, dado em mol cm-2, foram obtidos integrando a 

carga (Q ) do pico anódico (Bard e Faulkner, 2001): 

 

nFA

Q
Γ NHOHFNNOFN/4-4- =                                  (Eq.IV.1) 
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Sendo A a área geométrica, n o número de elétrons envolvidos na 

transferência de carga por molécula (n = 2) e F a constante de Faraday.  

A partir dos voltamogramas cíclicos, Q  foi calculado e apresentou um 

valor de 2,5 x 10-5 C após a correção da linha de base. Assim, o Γ  do 4-

NOFN/4-NHOHFN foi calculado e apresentou um valor de 6,5 x 10-10 mol 

cm-2 (ν = 50 mVs-1). Este valor está em concordância com os valores 

reportados recentemente na literatura (Mano & Kuhn, 2001a).  

 Os voltamogramas cíclicos representativos obtidos para o eletrodo de 

pasta de carbono modificado são mostrados na Figura IV.3A para várias 

velocidades de varredura de potencial (40-400 mV s-1). A observação de picos 

voltamétricos persistentes e bem definidos (Figura IV.3B) indica que o 

processo redox do par 4-NOFN/4-NHOHFN exibe características de espécies 

confinadas na superfície do eletrodo.  

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

velocidade de varredura de potencial sugerindo, portanto, uma transferência 

de carga rápida na faixa de velocidade de varredura estudada 40-900 mV s-1 

como observado na Figura IV.3C (Ardakani et al., 2007). 
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Figura IV. 3. (A) Voltamogramas cíclicos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 em velocidades de varredura 

de (a) 40, (b) 60, (c) 80, (d) 100, (e) 150, (f) 200, (g) 250, (h) 300 e (h) 400 

mV s−1. (B) gráfico de Ip vs. ν. (C)  gráfico de Ep vs. logν. 
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Por outro lado, para velocidades de varredura acima de 900 mV s-1, a 

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

de transferência de carga (Figura IV.3C). A partir das expressões gerais 

derivadas por Laviron para respostas voltamétricas de varredura de potencial 

para o caso de espécies eletroativas confinadas na superfície (Laviron, 1979): 






 α
+=

m

-1
ln AEE  0

pa                  (Eq. IV.2) 

 






α
+=

m
ln BEE  0

pc            (Eq.IV.3) 

 

Para Epa-Epc = ∆Ep > 200/n mV: 

RT3,2

EnF)1(

nFν

RT
loglog)1()1log( p

sk log
∆−

−







−−+−=

αα
αααα  (Eq.IV.4) 

 

Sendo a A = RT/(1−α)nF, B = RT/αnF e m = (RT/F) (κs /nα). A partir dessas 

expressões e considerando n=2e-(4-NOFN/4-NHOHFN), foi possível 

determinar o coeficiente de transferência de carga (α), pela medida da 

variação do potencial de pico com a velocidade de varredura de potencial (ν), 

bem como a constante de velocidade de transferência de carga (κs) para a 

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

A partir do gráfico de Ep = f (log ν) verificam-se duas linhas retas com 

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

anódico, respectivamente. Para velocidade de varredura acima de 900 mV s-1, 

os valores de ∆E = (Ep - E
0’) foram proporcionais ao logaritmo da velocidade 

de varredura como indicado por Laviron. Os gráficos são mostrados na 

inserção da Figura IV.3C. Usando o gráfico e a Eq.IV.4, os valores de α  e κs 
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foram 0,5 e 10,0 s-1, respectivamente. O κs também pode ser calculado a partir 

dos valores de νa e νb sendo Ep-E
0’= 0 (Laviron, 1979): 

 

( )
RT

nF

RT

nF ac
s

νανα
κ

−
==

1
              (Eq.IV. 5) 

 

  Baseado na expressão simplificada, o valor de κs foi calculado e 

apresentou um valor de 9,7 s-1. Assim, os valores de κs obtidos a partir de 

ambas as equações foram muito próximos. O valor obtido para κs foi maior do 

que aqueles obtidos em alguns trabalhos reportados previamente na literatura 

para outros mediadores como listados na Tabela IV.1, indicando, portanto, 

uma alta habilidade do 4-NOFN/4-NHOHFN em promover a transferência de 

elétrons na superfície do eletrodo.  

Além disso, a partir das inclinações para o processo catódico e anódico, 

n=2,3 foi deduzido para o sistema eletroquímico, sugerindo uma transferência 

de 2 elétrons para o eletrodo modificado com 4-NOFN/4-NHOHFN, imerso 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 e pH =7. Os resultados obtidos para 

α e n estão em concordância com os resultados reportados na literatura (Mano 

& Kuhn, 1999a). Neste sentido, para diagnosticar melhor o sistema e explorar 

sua versatilidade para a detecção dos analitos propostos, alguns ensaios foram 

conduzidos e os resultados são apresentados a seguir. 
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  Tabela IV.1. Parâmetros eletroquímicos e cinéticos de alguns eletrodos 

modificados. 

Referência αααα n κs(s
-1) 

(Zhu et al., 2007) 0,51 __ 5,1 

(Zare et al., 2005) 0,55 2,0 3,8 

(Duarte et al., 2008) 0,50 __ 3,8 

(Zare & Golabi, 1999) 0,44 2,0 8,6 

(Ardakani et al., 2007) 0,66 __ 4,5 

(Golabi et al., 2002) 0,49 __ 5,3 

(Munteanu et al., 2004) __ __ 4,5 

(Munteanu et al., 2003) __ 2,0 1,1 

Este trabalho 0,50 2,3 9,7 
.  

 

IV.2. Sensor Amperométrico para L-CySH 

 

IV.2.1. A oxidação eletrocatalítica da L-CySH pelo EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN 

 

A atividade eletrocatalítica do par redox 4-NOFN/4-NHOHFN foi 

estudada na presença de L-CySH. Assim, a Figura IV.4 mostra os 

voltamogramas cíclicos para um EPC/4-NOFN/4-NHOHFN em solução 

tampão fosfato 0,1 mol L-1(pH=7,0), usando uma varredura no sentido 

anódico, com Einicial = -0,1 V e Eλ = 0,4 V vs. Ag/AgCl, na presença (a) e 

ausência de L-CySH (b).  
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Para a análise comparativa dos dados, voltamogramas com EPC não 

modificado na presença (c) e ausência de L-CySH (d) são também 

apresentados. Nesses voltamogramas (Figs. IV. 4c e d), não há evidência de 

picos, indicando que a oxidação direta de L-CySH ocorre fora destes limites 

(Epa > 0,4 V vs. Ag/AgCl). Na Figura IV. 4b, como já mostrado na Figura 

IV.3, o sistema redox Ipa/Ipc, relativo ao par redox 4-NOFN/4-NHOHFN está 

presente em potenciais de EpIa = 0,100 V e EpIc = 0,050 V vs. Ag/AgCl.  

Na Figura IV.4a, após adição de L-CySH à solução, observa-se, na 

primeira varredura, que o pico Ia (relativo à oxidação de 4-NHOHFN) ainda 

está presente, com um pequeno aumento, ao passo que um novo pico (IIpa) 

aparece, com uma corrente de pico significativamente maior, em um potencial 

de 0,300 V vs. Ag/AgCl. Na varredura reversa, o pico Ic ainda é observado. 

Este fato sugere que L-CySH/CyS- (pKa=8,37) reage com o derivado nitroso 

eletrogerado na superfície, formando um aduto, que sofre uma reação química 

sequencial, gerando um composto oxidável, como mostrado anteriormente por 

Komiyama & Fujimori (1997) (Figura IV.5).  

A Figura IV.5.a apresenta o ataque nucleofílico -SH/-S- ao nitroso, 

formando o RN(OH)SCy/RN(O-)SCy (aduto nitrosotiol), que é oxidado, pela 

perda de um elétron (com ou sem a liberação de H+), neste potencial, que após 

dissociação, gera a cistina (CyS-SCy) e RNO (Figura IV.5a). Este mecanismo 

pode explicar o alto valor de corrente observado. Por outro lado, alguns 

trabalhos publicados propõem que o aduto RN(OH)SCy pode reagir com outra 

L-CySH gerando a CyS-SCy e o derivado hidroxilamina, que se oxida em 

0,300 V (Figura IV.5b) (Abiman et al.,2007). Assim, se esta hipótese for 

correta, o pico de redução do nitroso a hidroxilamina deve desaparecer, mas o 

pico Ic é sempre observado. Neste sentido, o primeiro mecanismo pode 
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explicar o comportamento eletroquímico observado. Por outro lado, o 

mecanismo (Figura IV.5b) não pode ser totalmente rejeitado.  
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Figura IV.4. Voltamogramas cíclicos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN, na 

presença (a) e ausência (b) de 0,2 mmol L-1 de L-CySH; EPC não modificada 

na presença (c) e ausência (d) de 0,2 mmol L-1 de L-CySH. Condições 

empregadas: solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 e ν = 0,05 V s-1.  
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Figura IV.5. Modelos esquemáticos processo de oxidação eletrocatalítico 

entre o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN e a L-CySH (a,b). 

 

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

L-CySH na superfície do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foram realizados por 

voltametria cíclica em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH=7,0). Assim, de 

acordo com o modelo teórico de Andrieux & Savèant (1978), a corrente de 

pico catalítica Ip depende da velocidade de varredura de potencial ν como 

verificado na Equação IV.6 seguinte: 

2/1
1/2

os  D0,496FAC 







=

RT

F
I p

ν
          (Eq.IV.6) 

a) 

b) 
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sendo o Cs a concentração do substrato, Do representa o coeficiente de difusão 

do substrato, F a constante de Faraday e R e T são a constante dos gases e 

temperatura Kelvin, respectivamente.  

Além disso, um sistema catalítico se comporta como um sistema 

totalmente irreversível eletroquimicamente controlado por difusão para 

grandes valores de parâmetros cinéticos (ex. grandes valores de k), que 

representa a constante da velocidade da reação (Andrieux & Savèant, 1978). 

Assim, um gráfico da densidade de corrente catalítica jp versus a raiz 

quadrada da velocidade de varredura de potencial (ν1/2) na faixa de velocidade 

de 0,020 a 0,300 V s-1 foi construído e resultou numa dependência linear 

(Figura IV.7), expressa pela seguinte equação:  

 

jp(µA cm-2) = 0,75 + 25,4 ν1/2 (V s-1)1/2                                         (Eq.IV.7) 

 

Assim, essa dependência linear sugere que o processo seja controlado por 

difusão na faixa de velocidade de varredura de potencial estudada. 
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Figura IV.6. Variação da corrente de pico anódica jpa vs. ν1/2 no EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN em solução contendo 0,02 mmol L-1 de L-CySH. Medidas 

realizadas em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 e ν: 0,01-0,3 V s-1 

 

Para ratificar que o processo de oxidação eletrocatalítica entre a L-

CySH e o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN de fato apresenta uma etapa química 

acoplada, foram realizados alguns ensaios. Pela análise do gráfico da corrente 

de pico normalizada pela raiz quadrada da velocidade de varredura de 

potencial (jpa/ν
1/2) versus a velocidade de varredura de potencial (Figura IV.7) 

é possível observar um perfil característico de um típico processo 

eletroquímico-químico catalítico (ECcat) (Bard & Faulkner, 2001), 
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corroborando, portanto, com o mecanismo proposto como observado na 

Figura IV.5a.  

 

 

Figura IV.7. Variação da corrente de pico anódica normalizada jpa/ν
1/2 vs. 

ν1/2 no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN em solução contendo 0,02 mmol L-1 de L-

CySH. Medidas realizadas em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 e ν: 

0,01-0,3 V s-1. 

 

A partir do coeficiente angular da Equação IV.7 deve ser possível 

calcular o número de elétrons (n) envolvidos na oxidação eletrocatalítica da L-

CySH no eletrodo modificado. Assim sendo, como pode ser observado na 
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Figura IV.4a, o experimento de voltametria cíclica na presença de L-CySH no 

EPC/4-NOFN/4-NHOHFN apresentou um pico anódico na faixa de potencial 

investigada. Por essa razão, assumindo uma oxidação irreversível da L-CySH 

no eletrodo modificado, a seguinte reação foi usada (Bard & Faulkner, 2001):  

 

jp = (2,99 x 105)n[(1-α) na]
1/2Cs

*Do
1/2ν1/2                                    (Eq. IV.8) 

 

sendo jp a densidade de corrente de pico, n o número total de elétrons 

envolvidos na reação, α o coeficiente de transferência de elétrons, na 

representa o número de elétrons envolvidos na etapa determinante, “D0”     

(cm2 s-1) o coeficiente de difusão da espécie eletroativa, C*s (mol cm-3) a 

concentração da espécie eletroativa e ν  a velocidade de varredura de 

potencial.  

Os valores da concentração da espécie eletroativa e o coeficiente de 

difusão usados para L-CySH em solução aquosa foram 0,02 mmol L-1 (2 x 10-8 

mol cm-3) e 4,8 x 10-5 cm2 s-1 (Ozoemena et al., 2001; Luz et al., 2006), 

respectivamente.  

 Considerando-se que é necessário o conhecimento do valor de [(1-α)na] 

presente na (Equação IV.8), uma aproximação foi empregada, baseando-se no 

deslocamento do potencial de pico em função da velocidade de varredura de 

potencial (Bard & Faulkner, 2001). Assim, a dependência do potencial de pico 

com a velocidade de varredura (Epa versus log ν) resultou em uma equação de 

regressão linear representada por Ep(V) = 0,38 + 0,05 log[ν(V s−1)] para 

velocidades de varredura entre 0,010 e 0,300 V s-1, conforme pode ser 

observado na Figura IV.8.  
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Baseado na expressão simplificada para uma reação irreversível, a 

mudança no Epa para cada aumento de dez vezes na ν é 1,15RT/[(1-α)na]F 

(Bard & Faulkner, 2001), o gráfico de Epa versus log ν  indica uma variação 

linear com inclinação (∆Epa/∆log ν) encontrada de 0,0588 V, o valor de      

[(1-α)na] foi calculado como sendo 0,59. Assim, usando este valor na 

(Equação IV.8) e o coeficiente angular de 25,4 µA/(V s-1)1/2 extraído do 

gráfico jpa versus ν1/2, o valor de n foi calculado e igual a 1,0 como esperado 

para oxidação de L-CySH (Ballarin et al., 2002; Luz et al., 2006; Perez et al., 

1998).  

 Com base nos valores dos parâmetros eletroquímicos obtidos a partir da 

técnica voltamétrica, construiu-se um modelo esquemático como pode ser 

verificado na Figura IV.5. Assim, o 4-NOFN reage com L-CySH que está 

presente na interface eletrodo/solução formando um aduto que é oxidado e 

posteriormente sofre dissociação a R-NO e ½(CyS-SCy). O R-NO pode reagir 

novamente com uma nova L-CySH em um novo ciclo da reação, sendo o 

aumento da intensidade da corrente de pico de oxidação maior quando 

comparado com o voltamograma na presença de L-CySH e ausência do 

catalisador na superfície do eletrodo (Figura IV.4). 
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Figura IV.8. Variação do potencial de pico Epa vs. log ν para a L-CySH  no 

eletrodo modificado. Medidas realizadas em solução tampão fosfato 0,1 mol 

L-1, pH 7,0 e ν: 0,01-0,3 V s-1. 

 

IV.2.2. Influência do pH da solução, natureza e concentração do 

tampão 

 

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

na presença de L-CySH usando solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 em pH 6,0; 

6,5; 7,0; 7,5 e 8,0 foi estudada. Inicialmente, a relação do E0’ do EPC/4-

R = 0,999 
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NOFN/4-NHOHFN em função do pH da solução foi avaliada na ausência do 

analito (Figura IV.9A).  

Assim, foi possível verificar que a inclinação (E0’/pH) é de 

aproximadamente 60 mV/unidade de pH na faixa de pH de 6,0 a 8,0. Esta 

inclinação é próxima do valor teórico Nernstiano de 59,2 mV e torna-se 

consistente com um processo de dois elétrons e dois prótons associado à 

interconversão do par redox 4-NOFN/4-NHOHFN.  

Além disso, há uma diminuição do excesso de superfície (Γ) com o 

aumento dos valores de pH da solução (Figura IV.9B). Esta deve ser devida à 

desprotonação do 4-NOFN/4-NHOHFN confinado na superfície (Andrieux & 

Saveant, 1978). O cálculo Γ do pico anódico foi determinado usando uma 

equação típica, Γ = Q/nFA, sendo Q a carga obtida pela integração do pico 

anódico em 0,050 V s-1, A, a área geométrica do eletrodo e n = 2e-. 
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Figura IV.9. Potencial formal (E0’) do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN em função 

do pH e ausência de L-CySH. Cobertura de superfície aparente (Γ) em função 

do pH, na ausência de L-CySH. Condições empregadas: solução tampão 

fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 e ν = 50 mV s-1. 

b = 60 mV/ pH 
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Com o intuito de otimizar a resposta eletrocatalítica do EPC/4-NOFN/4-

NHOHFN para a oxidação de L-CySH, o efeito do pH da solução também foi 

estudado como pode ser observado nas Figuras IV.10a ,b. Assim, a corrente de 

pico aumenta com o pH na faixa de 6,0 a 8,0. No pH 7,0 a corrente de pico 

apresenta um melhor sinal. Por essa razão, o pH da solução foi fixado em 7,0 

para os estudos seguintes.  

Uma correlação linear foi obtida para o Ep vs. pH com uma inclinação 

de 0,0588 V/pH (Figura IV.10b) na faixa de pH entre 6,0 e 8,0, a qual é 

próxima daquela esperada para uma reação eletródica com razão (e-/H+) igual 

a um (0,0592 (np/ne) V/pH, sendo o np = ne a 25 0C) (Bard & Faulkner, 2001). 

Assim, o número de prótons envolvidos no processo deve ser igual ao dos 

elétrons. Assim, se o número de elétrons determinado neste trabalho foi 1,0 

para o processo de oxidação da L-CySH, bem como considerando o 

comportamento do potencial de pico de oxidação do aduto em função do pH 

da solução, há somente uma possibilidade para o pH entre 6,0 e 8,0, ou seja, o 

número de prótons envolvidos neste processo deve ser também 1,0.  
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A influência da natureza da solução tampão na resposta do sensor foi 

também testada em cinco diferentes soluções de tampões (HEPES, PIPES, 

MACILVAINE, TRIS e fosfato), na concentração de 0,1 mol L-1. Uma melhor 

resposta foi obtida em solução de tampão fosfato (Figura IV.10c), sendo, 

portanto, esta a escolhida para os estudos seguintes. A influência da 

concentração do tampão fosfato em concentrações diferentes (0,025, 0,05, 

0,10, 0,2 e 0,25 mol L-1) foi estudada. Assim, a melhor resposta foi obtida com 

solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, a qual foi escolhida para os estudos 

posteriores. A seguir, para verificar o desempenho do dispositivo 

desenvolvido, são realizados ensaios de caracterização analítica na presença 

de L-CySH. 

 

IV.2.3. Estudos de caracterização analítica do sensor para a L-

CySH 

 

 As características do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foram verificadas por 

experimentos amperométricos. Nas medidas amperométricas, um estudo 

inicial foi realizado com intuito de determinar o melhor potencial para aplicar 

no eletrodo para a oxidação da L-CySH. Assim, o potencial aplicado foi 

escolhido baseado nas medidas das intensidades da corrente catalítica nas 

condições otimizadas e uma maior corrente foi verificada em um potencial 

aplicado de 0,330 V vs. Ag/AgCl. 

 Para obter uma curva analítica para o sensor desenvolvido, 

amperogramas para a oxidação de L-CySH foram obtidos em diferentes 

concentrações, em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH = 7,0) após 

otimização dos parâmetros experimentais (Figura IV.11A).  
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O sensor proposto mostrou uma faixa linear de resposta de 0,8 a 13,2 

µmol L-1 (Figura IV.11B), que pode ser expressa de acordo com Equação 03 

seguinte: 

 

∆j/ (µAcm-2)=0,003(± 0,004)+0,183(± 0,001)[L-CySH]/µmol L-1(Eq. IV.9)                      

 

com um coeficiente de correlação de 0,998 (para n = 10) com sensibilidade e 

limite de detecção melhores em relação a vários trabalhos reportados 

recentemente na literatura  (Tabela I.1) 
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Figura IV.11.  (A) Medidas amperométricas para a eletrooxidaçãode L-CySH 

no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN. Condições empregadas: solução tampão 

fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0, Eaplicado=0,330 V vs. Ag/AgCl e [L-CySH]: (1) 0,8 

– (10)13,20 �mol L-1.(B) Curva analítica. 
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A sensibilidade de 37 nA L µmol-1 pode ser atribuída à eficiência na 

transferência eletrônica entre o 4-NOFN e a L-CySH. O limite de detecção 

(LD) de 0,25 µmol L-1 foi determinado, usando um razão 3σ/b e o limite de 

quantificação (LQ) de 0,80 µmol L-1 usando 10σ/b, sendo σ  o DPR do valor 

médio para dez amperogramas do branco e b o coeficiente angular da curva 

analítica (Figura IV.11B), determinado de acordo com as recomendações da 

IUPAC (Analytical Methods Commitee, 1987).  

A Tabela I.1 lista alguns trabalhos reportados na literatura com o 

propósito de comparação envolvendo eletrodos quimicamente modificados 

com vários mediadores para a determinação de L-CySH. A partir da Tabela 

I.1. Além disso, os potenciais de oxidação para a L-CySH são relativamente 

altos quando comparados com o do presente trabalho, o qual também 

apresenta melhores sensibilidade e limite de detecção em relação aos vários 

sensores apresentados na Tabela I.1. Assim sendo, o aumento da sensibilidade 

pode ser atribuída à eficiente transferência de elétrons entre o mediador 

ativado in situ e o grupo sulfidrila da L-CySH. 

 

IV.2.4. Estabilidade da 4-NO2FN na pasta de carbono 

 

Após o processo de ativação in situ da 4-nitroftalonitrila, a estabilidade 

do par redox 4-NOFN / 4-NHOHFN foi checada através de voltamogramas 

cíclicos sucessivos. A variação da corrente de pico depois de estabilizada foi 

avaliada, com o DPR. Assim, após 50 ciclos foi observado um DPR menor do 

que 5%, sugerindo uma boa estabilidade.  

Além disso, a estabilidade do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foi verificada 

na presença de L-CySH, por meio de voltamogramas cíclicos na faixa de 
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potencial entre -0,1 e 0,4 V vs. Ag/AgCl. Depois de 80 determinações 

nenhuma mudança significativa foi observada nas respostas voltamétricas. 

 Quando o eletrodo modificado foi estocado a seco e na temperatura 

ambiente, nenhuma mudança significativa foi observada por três meses. O 

eletrodo modificado apresentou uma boa repetibilidade para a determinação 

de L-CySH. O DPR para dez determinações de 13 µmol L-1 de L-CySH foi 4,1 

%. Adicionalmente, uma série de vinte sensores preparados da mesma maneira 

e testados em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH = 7,0) contendo 13,0 

µmol L-1 de L-CySH, apresentaram respostas com DPR menor do que 5,0 %, 

indicando uma boa estabilidade e repetibilidade, provavelmente devido às 

interações π-π e propriedades lipofílicas que devem favorecer a adsorção na 

matriz, levando a uma boa estabilidade em suas respostas voltamétricas 

(Shahrokhiana et al., 2005). O DPR para os demais analitos estudados 

manteve-se entre 3,5% e 5,0%, indicando, portanto, uma ótima estabilidade do 

sinal analítico. 

 

IV.2.5. Aplicação do sensor desenvolvido em amostras e testes de 

recuperação 

 

Para verificar o potencial prático do sensor desenvolvido, o mesmo foi 

aplicado para a detecção e quantificação de L-CySH em amostras de 

suplemento alimentar comercial em triplicata. As concentrações dos analitos 

foram determinadas usando o método de adição de padrão e os resultados 

foram comparados ao método espectrofotométrico usando o teste t-Student 

pareado para L-CySH, mostrando, portanto, que os resultados são 

estatisticamente os mesmos, no nível de confiança de 95% (Tabela IV.2).  
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Assim, o sensor de pasta de carbono modificada com o 4-NO2FN, 

submetido a uma redução eletroquímica preliminar do grupo –NO2 demonstra 

ser sensível, estável, preciso e rápido para a determinação de L-CySH. 

 

Tabela IV.2.  Determinação de L-CySH em amostras de suplemento 
alimentar em triplicata. 

Determinação de CySH 
Amostras 

Método proposto (m/mg) Método Comparativo (m/mg) 
A 497 (± 3) 500 (±20) 

B 506 (± 10) 499 (±13) 

                  m: massas obtidas por cápsula para L-CySH. 
 

Para uma checagem adicional da exatidão do método desenvolvido e do 

efeito de matriz, experimentos analíticos de recuperação foram feitos pela 

adição de quantidades conhecidas de um padrão de L-CySH em amostras de 

suplemento alimentar. A percentagem de valores recuperados foi calculada 

pela comparação com aqueles encontrados nas amostras e as concentrações 

esperadas, de acordo com a Equação IV.10 a seguir: 

 
 
Recuperação (%) = concentração encontrada x 100  (Eq.IV.10) 
                                    concentração esperada 

 

Assim, as recuperações encontradas para as amostras são mostradas na 

Tabela IV.3 e a partir desta, verifica-se, portanto, que não há influência de 

matriz na resposta do sensor desenvolvido para as amostras avaliadas. 
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Tabela IV.3. Dados de recuperação de L-CySH em amostras de 
suplemento alimentar (n=3) obtidos com o sensor desenvolvido. 

Amostras 
CySH ad.  

(µµµµmol L-1) 

CySH esp. 

(µµµµmol L-1) 

CySH encon. 

 (µµµµmol L-1) 

Recup. 

(%) 

0,0 ---- 1,94(±0,02)  
A 

1,96 3,90 3,96 (±0,06) 101 (±1) 

0,0 ---- 2,05(±0,05)  
B 

1,96 4,01 4,11 (±0,09) 102 (±1) 
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IV.3. Sensor Amperométrico para L-GSH  

 

IV.3.1. A oxidação eletrocatalítica de L-GSH pelo EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN 

 

A atividade eletrocatalítica do par redox 4-NOFN/4-NHOHFN foi 

também estudada na presença de L-GSH. Assim, a Figura IV. 12 mostra os 

voltamogramas cíclicos para um EPC/4-NOFN/4-NHOHFN em solução 

tampão fosfato 0,1 mol L-1(pH=7,0), usando uma varredura no sentido 

anódico, com Einicial = -0,1 V e Eλ =0,4 V vs. Ag/AgCl, na presença (a) e 

ausência de L-GSH (b).  

Para análise comparativa dos dados, voltamogramas com EPC não 

modificado na presença (c) e ausência de L-GSH (d) são também 

apresentados. Nesses voltamogramas (Figs. IV.12c e d), não há evidência de 

picos, indicando que a oxidação direta de L-GSH está fora destes limites (Epa 

> 0,4 V vs. Ag/AgCl). Na Figura IV.12b, o sistema redox Ipa/Ipc, relativo ao 

par redox 4-NOFN/4-NHOHFN está presente em potenciais de EpIa = 0,100 V 

e EpIc = 0,050 V vs. Ag/AgCl.  

Na Figura IV.12a, após adição de L-GSH a solução, observa-se, na 

primeira varredura, que o pico Ia (relativo à oxidação de 4-NHOHFN) ainda 

está presente, com um pequeno aumento, ao passo que um novo pico (IIpa) 

aparece, com uma corrente de pico significativamente maior, em um potencial 

de 0,350 V vs. Ag/AgCl. Na varredura reversa, o pico Ic ainda é observado. 

Este fato sugere que L-GSH /GS- (pKa = 9,65) reage com o derivado nitroso 

eletrogerado na superfície, formando um aduto, que sofre uma reação química 

sequencial, gerando um composto oxidável, como mostrado anteriormente por 
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Komiyama & Fujimori  (1997). A Figura IV.13 apresenta o ataque 

nucleofílico -SH/-S- ao nitroso, formando o RN(OH)SG/RN(O-)SG (aduto 

nitrosotiol), que é oxidado, pela captura de um elétron (com ou sem a 

liberação de H+), neste potencial, que após dissociação, gera o dissulfeto (GS-

SG) e RNO (Figura IV.13). Este mecanismo pode explicar o alto valor de 

corrente observado. Este mecanismo ocorre de forma semelhante ao da L-

CySH como discutido anteriormente. 
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Figura IV.12. Voltamogramas cíclicos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN, na 

presença (a) e ausência (b) de 0,2 mmol L-1 de L-GSH; EPC não modificada 

na presença (c) e ausência (d) de 0,2 mmol L-1 de L-GSH. Condições 

empregadas: solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH= 7,0 e ν = 0,05 V s-1. 
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Figura IV.13. Mecanismo proposto para a reação entre o eletrodo 

modificado com a 4-NOFN/4-NHOHFN e L-GSH. 

 

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

L-GSH na superfície do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foram realizados por 

voltametria cíclica em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH=7,0). Assim, de 

acordo com o modelo teórico de Andrieux & Savèant (1978), a corrente de 

pico catalítica Ip depende da velocidade de varredura de potencial, ν, como 

observado na Equação IV.6.  

Além disso, um sistema catalítico se comporta como um sistema 

totalmente irreversível eletroquimicamente controlado por difusão para 

grandes valores de parâmetros cinéticos (ex. grandes valores de k), que 

representa a constante da velocidade da reação (Andrieux & Savèant, 1978), 

como já discutido no item anterior para o processo eletrocatalítico de oxidação 

da L-CySH. Assim, um gráfico da corrente catalítica Ip versus a raiz quadrada 

da velocidade de varredura de potencial (ν1/2), na faixa de velocidade de 0,010 

a 0,450 V s-1 foi construído e resultou numa dependência linear (Figura 

IV.14), expressa pela Equação IV.11 seguinte: 
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Ip(µA) = 0,3 + 27,9 ν1/2 (V s-1)1/2                                                         (Eq.IV.11) 

 

Assim, esta dependência linear sugere que o processo seja controlado por 

difusão na faixa de velocidade de varredura de potencial estudado. 
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Figura IV.14. (a) Variação da corrente de pico anódica Ipa vs. ν1/2 no EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN em solução contendo 0,2 mmol L-1 de L-GSH e (b) Ip/ν
1/2 

vs. ν. Medidas realizadas em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 e ν: 

0,01-0,45 V s-1. 

b = 27,9 µA/(Vs-1)1/2 

R = 0,999 
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Para ratificar que o processo de oxidação eletrocatalítica entre a L-GSH 

e o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN também ocorre via etapa química acoplada, 

alguns ensaios foram realizados. A partir do gráfico da corrente de pico 

normalizada com a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial 

(Ipa/ν
1/2) versus a velocidade de varredura de potencial (Figura IV.14b) é 

possível observar um perfil característico de um processo típico 

eletroquímico-químico catalítico (ECcat) (Bard & Faulkner, 2001), 

corroborando, portanto, com o mecanismo proposto.  

Usando o coeficiente angular da Equação IV.11 deve ser possível 

calcular o número de elétrons (n) envolvido na oxidação de L-GSH pelo 

eletrodo modificado ativado in situ. Assim sendo, como pode ser observado na 

Figura IV.12a, o experimento de voltametria cíclica na presença de L-GSH no 

EPC/4-NOFN/4-NHOHFN apresentou um pico anódico na faixa de potencial 

investigada. Por essa razão, assumindo uma oxidação irreversível da L-GSH 

pelo eletrodo modificado a Equação IV.8 foi também utilizada.  

Os valores da concentração da espécie eletroativa e o coeficiente de 

difusão usados para L-GSH em solução aquosa foram 0,2 mmol L-1 (2x10-7 

mol cm-3) e 6,47x10-6 cm2 s-1 (Chen et al., 2006; Jin & Chen, 2000), 

respectivamente.  

 Considerando-se que é necessário o conhecimento do valor de [(1-α)na] 

presente na Eq. IV.8, uma aproximação foi empregada baseando-se no 

deslocamento do potencial de pico em função da velocidade de varredura de 

potencial (Bard & Faulkner, 2001). Assim, a dependência da posição do 

potencial de pico em função da velocidade de varredura (Epa versus log ν) 

resultou em uma equação de regressão representada por Ep(V)=0,37+ 0,05 

log[ν(Vs−1)] para velocidades de varredura entre 0,030 e 0,400 V s-1.  
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Neste sentido, baseado na expressão simplificada para uma reação 

irreversível, a mudança no Epa para cada aumento de dez vezes na ν é 

1,15RT/[(1-α)na]F (Bard & Faulkner, 2001), o gráfico de Epa versus log ν  

indica uma variação linear com inclinação (∆Epa/∆log ν) encontrada de 0,05, o 

valor de [(1-α)na] foi calculado como sendo 0,6. Assim, usando este valor na 

Equação IV.8 e o coeficiente angular de 27,9 µA/(V s-1)1/2 extraído do gráfico 

Ipa versus ν1/2, o valor de n foi calculado e igual a 1,0 como esperado para 

oxidação de L-GSH (Penninckx, 2000).  

 Construiu-se, então, um modelo esquemático (Figura IV.13) baseado 

nas informações obtidas a partir dos dados voltamétricos. Assim, a 

nitroftalonitrila (R-NO) reage com L-GSH de maneira similar ao processo na 

presença de L-CySH, formando um aduto que é oxidado e posteriormente, 

dissocia-se em R-NO e ½(GS-SG). O R-NO pode reagir novamente com uma 

nova L-GSH em um novo ciclo da reação, sendo o aumento da intensidade da 

corrente de pico de oxidação maior quando comparado com o voltamograma 

na presença de L-GSH e ausência do catalisador na superfície do eletrodo 

(Figura IV.12). 

 

IV.3.2. Influência do pH da solução, natureza e concentração do 

tampão 

 

Com o intuito de otimizar a resposta eletrocatalítica do EPC/4-NOFN/4-

NHOHFN para a oxidação de L-GSH, o efeito do pH da solução no 

comportamento da oxidação eletrocatalítica também foi estudado como pode 

ser observado nas Figuras IV.15a e b. A corrente de pico aumenta com o 

aumento pH da solução na faixa de 6,0 a 7,0. Assim, no pH 7,0 a corrente de 
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pico teve um maior valor. Por outro lado, uma diminuição na corrente é 

observada quando o pH da solução é maior que 7,0. Por essa razão, o pH da 

solução foi fixado em 7,0 para os estudos seguintes.  

Uma correlação linear obtida para o Ep vs. pH com uma inclinação de 

0,0588 V/pH (Figura IV.15b) na faixa de pH entre 6,0 e 8,0, é próxima aquela 

esperada para uma reação eletródica com razão (e-/H+) igual a um (0,0592 

(np/ne) V/pH, sendo o np = ne a 25 0C) (Bard & Faulkner, 2001).  

Assim, se o número de elétrons determinado neste trabalho foi 1,0 bem 

como considerando o comportamento do potencial de pico com o pH da 

solução, há somente uma possibilidade para o pH entre 6,0 e 8,0. O número de 

prótons envolvidos neste processo deve ser também 1,0. 
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Figura IV.15. A influência do pH da solução na Ip (a), potencial de pico (b) 

obtida por VC em 60,0 µmol L-1 de L-GSH. Condições empregadas: solução 

tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 e ν = 50 mV s-1. 

 

A influência da natureza da solução tampão na resposta do sensor foi 

também testada em quatro diferentes soluções de tampões (HEPES, PIPES, 

MACILVAINE, TRIS e fosfato), em concentrações de 0,1 mol L-1 e indicando 

que a solução de tampão fosfato apresentou a melhor resposta, sendo, 

portanto, esta a escolhida para os estudos seguintes. Além disso, a influência 

da concentração da solução tampão fosfato em concentrações diferentes 

(0,025, 0,05, 0,10, 0,2 e 0,25 mol L-1) foi estudada. Assim, a melhor resposta 

b = -0,06 V/pH 
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foi obtida com solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, a qual foi escolhida para os 

estudos posteriores. A seguir, para verificar o desempenho do dispositivo 

desenvolvido, são realizados alguns ensaios de caracterização analítica na 

presença de L-GSH. 

 

IV.3.3. Estudos de caracterização analítica do sensor para a      

L-GSH 

  

As características do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foram verificadas 

através de experimentos amperométricos. Nas medidas amperométricas, um 

estudo inicial foi realizado com intuito de determinar o melhor potencial para 

aplicar no eletrodo para a oxidação da L-GSH. Assim, o potencial aplicado foi 

escolhido baseado nas medidas das intensidades da corrente catalítica nas 

condições otimizadas e uma maior corrente foi verificada em um potencial 

aplicado de 0,4 V vs. Ag/AgCl. 

 Para obter uma curva analítica para o sensor desenvolvido, 

amperogramas para a oxidação de L-GSH foram realizados em diferentes 

concentrações em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH=7,0), após 

otimização dos parâmetros experimentais (Figura IV.16A). Assim, o sensor 

proposto mostrou uma faixa linear de resposta de 8,0 a 83,0 µmol L-1 (Figura 

IV.16B), que pode ser expressa de acordo com Equação IV.12 seguinte: 

 

∆I/µA=0,210 (± 0,040) + 0,054 (± 0,001)[L-GSH]/µmol L-1  (Eq. IV.12)  
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com um coeficiente de correlação de 0,998 (para n = 10) com sensibilidade e 

limite de detecção melhores em relação a vários trabalhos reportados 

recentemente na literatura (Tabela I.2). 
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Figura IV.16.  (A) Medidas amperométricas para a eletrooxidação de L-GSH 

no EPC/4-NHOHFN/4-NOFN. Condições empregadas: solução tampão 

fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0, Eaplicado=0,4 V vs. Ag/AgCl e [L-GSH]: (1) 8,0 – 

(10)83,0 �mol L-1.(B) Curva analítica. 
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Assim, esta sensibilidade de 54 nA L µmol-1 pode ser atribuída a 

eficiência na transferência eletrônica entre o 4-NOFN e L-GSH. O limite de 

detecção (LD) de 2,7 µmol L-1 foi determinado usando um razão 3σ/b e o 

limite de quantificação (LQ) de 8,0 µmol L-1 usando 10σ/b, sendo σ  o D.P.R. 

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).  

Além disso, como pode ser verificado a partir da inserção da Figura 

IV.16, o sensor apresentou um tempo de resposta rápido em torno de 0,1 s 

para a detecção de L-GSH. Este tempo de resposta é muito curto considerando 

que o eletrodo utilizado é feito a base de pasta de carbono, onde a difusão das 

espécies deve ser mais dificultada.  

A Tabela I.2 lista alguns trabalhos reportados na literatura com o 

propósito de comparação envolvendo eletrodos quimicamente modificados 

com vários mediadores para a determinação de L-GSH. Assim, de acordo com 

a Tabela I.2, os potenciais de oxidação para a L-GSH são relativamente altos 

quando comparados com o do presente trabalho, o qual também apresenta 

melhores sensibilidade e limite de detecção em relação à alguns sensores 

reportados na Tabela I. 2. O aumento da sensibilidade pode ser atribuído a 

eficiência da transferência de elétrons entre o mediador e o grupo sulfidrila da 

L-GSH como pode ser verificado na Tabela I. 2. 
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IV.3.4. Estudos de inteferentes da L-GSH 

 

 Estudo de interferentes na resposta do eletrodo é útil para definir a 

preparação da amostra com o objetivo de minimizar seus efeitos. Neste 

trabalho, particularmente, os possíveis interferentes foram considerados 

compostos que estão estruturalmente relacionadas com a L-GSH e/ou 

presentes em amostras biológicas. 

 Para os estudos de interferentes, o sinal analítico para uma concentração 

de 50 µmol L-1 de L-GSH foi registrado e este foi comparado ao sinal analítico 

da mistura entre o L-GSH e os compostos interferentes na razão de 5:1. Esta 

proporção foi escolhida uma vez que estes interferentes não são encontrados 

em altas concentrações em extratos de levedura e sangue (Penninckx, 2000; 

Nalini & Narayanan, 1998). Os resultados podem ser observados na Tabela 

IV. 4. Estes resultados mostraram uma interferência significativa do L-AscH2 

e L-CySH no sinal obtido. Entretanto, a glicina, ácido glutâmico e glicose não 

apresentaram interferência sobre a resposta do eletrodo. Embora o L-AscH2 e 

L-CySH apresentem interferência na proporção testada, não estão presente nas 

amostras de extratos de levedura ou são encontrados em um nível baixo no 

sangue. Além disso, a interferência de ascórbico ácido pode ser minimizada 

utilizando enzima ascorbato oxidase que apresenta alta seletividade para a 

oxidação de ácido ascórbico (Saari et al., 1996; Fernandes et al., 1999). 
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Tabela IV.4.Valores de Recuperação (%) obtidos para L-GSH 50 µmol L-1 na 

presença de 10 µmol L-1 dos compostos interferentes.  

Estruturas dos interferentes 
L-GSHad. 
(µmol L-1) 

L-GSH Enc. 
(µmol L-1) 

Recuperação 
(%) 

L-ácido 
ascórbico 

 

50 
55,5±0,2 

 111±1 

Glicina 
 

50 
 

49,3±0,1 
 

99±1 

L-cisteína 

 

50 
52,9±0,3 

 106±2 

D-(+)-
Glicose 

O

OH

OH

OH

OH

H

 

50 
50,6±0,3 

 101±1 

L-(+)-
ácido 

glutâmico 
 

50 
50,5±0,2 

 101±1 

 

 

IV.3.5. Estabilidade da resposta do sensor na presença de L-

GSH  

 

A estabilidade do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foi verificada na presença 

de L-GSH, por meio de voltamogramas cíclicos na faixa de potencial de -0,1 a 

0,4 V vs. Ag/AgCl. Depois de 100 determinações nenhuma mudança 
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significativa foi observada nas respostas voltamétricas. Quando o eletrodo 

modificado foi estocado a seco e na temperatura ambiente, nenhuma mudança 

significativa foi observada por 1 mês. O eletrodo modificado apresentou uma 

boa repetibilidade para a determinação de L-GSH. O DPR para dez 

determinações de 60 µmol L-1 de L-GSH foi 4,1 %. Adicionalmente, uma série 

de 10 sensores preparados da mesma maneira e testados em solução tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 (pH=7,0) contendo 60,0 µmol L-1 de L-GSH, apresentaram 

respostas com DPR menor do que 5,0 %, indicando uma boa estabilidade e 

repetibilidade, provavelmente devido às interações π-π e propriedades 

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

estabilidade em suas respostas voltamétricas.  

 

IV.3.6. Aplicação do sensor desenvolvido em amostras e testes de 

recuperação 

 

O sensor desenvolvido foi aplicado para a detecção e quantificação de 

L-GSH em amostras de extratos de levedura em triplicata (Tabela IV.5). As 

concentrações dos analitos foram determinadas usando o método de adição de 

padrão e os resultados foram comparados ao método espectrofotométrico 

usando o teste t-Student pareado para L-GSH, mostrando, portanto, que os 

resultados são estatisticamente os mesmos, no nível de confiança de 95%.  

Assim, o sensor de pasta de carbono modificada com o 4-NO2FN, 

submetido a uma redução eletroquímica preliminar do grupo –NO2, demonstra 

ser sensível, estável, preciso e rápido para a determinação de L-GSH. 
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Tabela IV.5.  Determinação de L-GSH em amostras de extrato de levedura 
em triplicata. 

Determinação de L-GSH 
Amostras 

Método proposto (m/mg) Método Comparativo (m/mg) 
A 1,87 (± 0,03) 1,86 (±0,01) 

B 1,81 (± 0,01) 1,80 (±0,08) 

C 1,83 (± 0,03) 1,82 (±0,05) 

    m: massas obtidas em 1000 mg de amostra de extrato de levedura. 
 

Para uma checagem adicional da exatidão do método desenvolvido e do 

efeito de matriz, experimentos analíticos de recuperação foram feitos pela 

adição de quantidades conhecidas de um padrão de L-GSH em amostras de 

suplemento alimentar. A porcentagem de valores recuperados foi calculada 

pela comparação com aqueles encontrados nas amostras e as concentrações 

esperadas, de acordo com a Equação IV.10 

Assim, as recuperações encontradas para as amostras são mostradas na 

Tabela IV.6 e a partir desta, verifica-se, portanto, que não há influência de 

matriz na resposta do sensor desenvolvido para as amostras avaliadas. 
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Tabela IV.6. Dados de recuperação de L-GSH em amostras de extrato 
de levedura (n=3) obtidos com o sensor desenvolvido. 

Amostras 
L-GSH ad.  

(µµµµmol L-1) 

L-GSH esp. 

(µµµµmol L-1) 

L-GSH encon. 

 (µµµµmol L-1) 

Recup. 

(%) 

0,0 - 8,35 (±0,02)  
A 

8,50 16,85 16,82 (±0,06) 99,8 (±0,2) 

0,0 -  8,08 (± 0,05)  
B 

8,50 16,58 16,50 (±0,09) 99,5 (±0,1) 

C 0,0 -  8,17 (± 0,05)  

 8,50 16,67 16,70 (±0,09) 100,2 (±0,3) 
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IV.4. Sensor Amperométrico para L-AscH2 e AU 

 

IV.4.1. A oxidação eletrocatalítica de L-AscH2 pelo EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN 

 

Após o procedimento de ativação in situ na superfície do eletrodo 

modificado como previamente descrito, o eletrodo modificado foi aplicado 

com intuito de testar a atividade eletrocatalítica do par redox 4-NOFN/4-

NHOHFN para oxidação de L-AscH2 e AU. Inicialmente, as respostas 

voltamétricas foram obtidas em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 e pH 7, na 

ausência e presença de L-AscH2 0,2 mmol L-1 com Einicial = -0,1 V e Eλ = 0,4 

V, Figura IV.17. Na ausência de L-AscH2, um par redox de picos bem 

definidos de 4-NOFN/4-NHOHFN pode ser observado (Fig.IV.17c). Após 

adição de L-AscH2 0,2 mmol L-1,  houve um aumento drástico da corrente de 

pico anódica, ao passo que nenhuma corrente catódica foi observada na 

varredura reversa (Fig. IV.17a). Este comportamento é consistente com um 

forte efeito eletrocatalítico. Além disso, sob as mesmas condições 

experimentais, a oxidação direta de L-AscH2 no eletrodo de pasta de carbono 

não modificado foi observada, na forma de um pico irreversível em potencias 

mais positivos (Fig. IV.17b). O potencial de pico catalítico é observado em 

100 mV versus Ag/AgCl, enquanto o pico na ausência de efeito catalítico é de 

aproximadamente 300 mV. Assim, uma diminuição do sobrepotencial de 

aproximadamente 200 mV e um aumento da corrente de pico são alcançados 

com o eletrodo modificado, após o processo de ativação in situ. O mecanismo 

do processo eletrocatalítico é proposto como pode ser verificado na Figura 

IV.18. 



96 
     Capítulo IV – Resultados e Discussão  
 

 

 

-0,2 0,0 0,2 0,4

0

15

30

45
(A)

( d )

( c )

( b )

 

 E / ( V ) vs. Ag/AgCl

j/
(µ

A
 c

m
-2
)

( a )

 

Figura IV.17. Voltamogramas ciclícos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN, na 

presença (a) e na ausência (c) de L-AscH2 0,2 mmol L-1; Eletrodo de pasta de 

carbono não modificado na ausência (d) e na presença (b) de 0,2 mmol L-1 de 

L-AscH2. Velocidade de varredura (ν): 2,0 mV s-1. Estudos realizados em 

solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, em pH 7,0.  
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Figura IV.18. Mecanismo proposto para a reação entre o eletrodo 

modificado com a 4-NOFN/4-NHOHFN e L-AscH2.  

 

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

L-AscH2 na superfície do eletrodo de pasta de carbono modificada com o 4-

nitroftalonitrila ativada foram realizados, inicialmente, por voltametria cíclica 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH=7,0). A Figura IV.19 exibe os 

voltamogramas cíclicos de uma solução de L-AscH2 em diferentes velocidades 

de varredura.  

Etapa química entre AscH- e 4-NOFN 

Formas de ressonância – 4-NOFN 

4-NOFN 4-NHOHFN 
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Como observado na Figura IV. 19A, o pico de oxidação catalítico 

desloca gradualmente para potenciais mais positivos com o aumento da 

velocidade de varredura, sugerindo uma limitação cinética na reação entre os 

grupos eletroativos e o L-AscH2. Por outro lado, um gráfico da densidade de 

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

potencial (ν1/2) na faixa de velocidade de 2 a 10 mV s-1 foi construído e 

resultou numa dependência linear (Fig. IV. 19B), expressa pela Eq. IV.13 

seguinte:  

 

j(µA cm-2) = 18,35 + 347,31 ν1/2 (V s-1)1/2                                       Eq. IV.13         

 

Assim, esta dependência linear sugere que o processo seja controlado 

por difusão na faixa de velocidade de varredura de potencial estudado. Para 

ratificar que o processo de oxidação eletrocatalítica entre o L-AscH2 e a pasta 

de carbono modificada com o 4-nitroftalonitrila ativada de fato apresenta uma 

etapa química acoplada, foram realizados alguns ensaios. A análise do gráfico 

da densidade de corrente de pico normalizada com a raiz quadrada da 

velocidade de varredura de potencial (jp/ν
1/2) versus a velocidade de varredura 

de potencial (Fig. IV. 19C) permite observar um perfil característico de um 

típico processo eletroquímico-químico catalítico (ECcat) (Bard & Faulkner, 

2001), corroborando, portanto, com o mecanismo proposto. 
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Figura IV.19. (A) Voltamogramas ciclícos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN 

em várias velocidades de varredura (ν): (a) 2, (b)4, (c) 6, (d) 8 e (e) 10 mV 

s−1, (B) gráfico de jp vs. ν1/2 e (C) variação de jp/ν
1/2 vs. ν . Todos os estudos 

foram realizados em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 em pH 7,0 e [L-

AscH2]= 0,2 mmol L-1.  
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Como já mencionado, o substituinte nitro na ftalonitrila 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. Para o composto nitrosoftalonitrila, neste caso, a rota via hidreto deve 

ser a preferida devido à presença da carga positiva parcial no nitrogênio do 

grupo NO, devido à deslocalização eletrônica (Fig. IV.18). A rota via hidreto 

foi reportada anteriormente por Siskos & colaboradores de forma similar, 

onde o L-AscH2 atua também como doador de hidreto (Loannou & Siskos, 

2001).   

 

IV.4.2. Estudos Cronoamperométricos 

  

 A cronoamperometria de duplo salto de potencial e outros métodos 

eletroquímicos foram empregados para a investigação de processos 

eletroquímicos. A Figura IV.20 mostra as curvas corrente-tempo de 4-

NOFN/4-NHOHFN obtidas com Einicial = 100 mV e Efinal = 50 mV versus 

Ag/AgCl para várias concentrações de L-AscH2. Como pode ser verificado, 

não há corrente catódica líquida correspondente à redução do mediador na 

presença de L-AscH2.  

 Além disso, os cronoamperogramas de duplo salto de potencial direto e 

reverso para o mediador na ausência de L-AscH2 mostraram-se simétricos com 

um consumo de carga igual para redução e oxidação do sistema redox 4-

NOFN/4-NHOH na superfície do eletrodo de pasta de carbono (Fig. 

IV.20A(a)). Por outro lado, na presença de diferentes concentrações de L-

AscH2, os valores de corrente anódica associada com os amperogramas diretos 

são significativamente maiores do que aqueles observados para o processo 
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reverso (Fig. IV.20A(b-e)), indicando que o grupo nitroso está sendo 

consumido pela etapa química como observado na Figura IV.18.  
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Figura IV.20. (A) Cronoamperogramas obtidos no EPC/4-NOFN/4-

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

presença de  3,0 (b); 5,0 (c); 7,0 (d) e 12,0 (e) µmol L-1 de L-AscH2, Einicial = 

0,10 e Efinal = 0,05 vs. Ag/AgCl, respectivamente. (B) gráfico de j vs. t-1/2 

obtidos a partir dos cronoamperogramas. (C) gráfico da inclinação da linha 

reta contra a concentração de L-AscH2 e (D) dependência de Icat/IL vs. t1/2 

derivado dos dados dos cronoamperogramas de (a) e (e) no painel principal. 
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  A cronoamperometria foi usada para estimar o coeficiente de difusão do 

L-AscH2 em solução. Para um material eletroativo com coeficiente de difusão, 

D, a corrente correspondente à reação química (sob controle difusional) é 

descrita pela equação de Cottrell (Bard & Faulkner, 2001): 

 

2/12/12/1 −−= tCnFDj sπ      (Eq. IV.14) 

 

sendo D e Cs o coeficiente de difusão (cm2 s-1) e a concentração no seio da 

solução do L-AscH2 (mol cm-3), respectivamente. A Figura IV.20B mostra os 

gráficos de j versus t-1/2 com o melhor ajuste linear para diferentes 

concentrações de L-AscH2, o qual indica que a corrente observada deve ser 

controlada pela difusão de L-AscH2  em solução.  

Um gráfico a partir dos declives obtidos das linhas retas versus a 

concentração de L-AscH2 foi construído (Fig. IV.20C). A partir do declive da 

Figura IV.20C e usando a equação de Cottrell (Eq.IV 14), um coeficiente de 

difusão de 9,01×10-6 cm2 s-1 para o L-AscH2 foi obtido. Este valor está 

próximo aos valores reportados na literatura (Moreno et al., 2000). 

 Além disso, a constante de velocidade, κobs, para a reação química entre 

o L-AscH2 e os sítios redox confinados na superfície do eletrodo modificado 

pode ser avaliado pela cronoamperometria com base no método descrito na 

literatura (Galus, 1976): 

 

( ) 2/12/12/12/1/ tCII sobsLcat κππγ ==          (Eq.IV 15) 

 

A partir do declive do gráfico Icat/IL versus t1/2 podemos calcular de forma 

simples o valor de kobs para uma dada concentração do L-AscH2. A Figura 
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IV.20D mostra o gráfico, construído a partir dos cronoamperogramas do 

EPC/4-NOFN/4-NHOHF, na ausência e presença de L-AscH2 12 µmol L-1. O 

valor médio para kobs na faixa de concentração 3-12 µmol L-1 foi obtido e 

apresentou um valor de 6,0×106 L mol-1 s-1 (ou kΓ = 3,8 cm s-1). 

 

IV.4.3. Estudos com Eletrodo de Disco Rotatório 

  

Para uma melhor avaliação quantitativa do comportamento 

eletrocatalítico da oxidação de L-AscH2 no EPC/4-NOFN/4-NHOH em 

relação, medidas cinéticas foram realizadas em diferentes concentrações de L-

AscH2 em diferentes velocidades de rotação ω (rad s-1) em solução tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 (pH =7) e uma velocidade de varredura fixa de 2 mV s-1 

(Fig. IV.21). 
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Figura IV.21. (A) Curvas de polarização obtidas para oxidação 

eletrocatalítica de L-AscH2 no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN. Velocidade de 

rotação: (1) 1,57; (2) 3,14; (3) 5,23; (4) 7,33; (5) 10,47; (6) 31,41; (7) 52,35 e 

(8)73,29 rad s−1. ν= 2,0 mVs−1. (B) Gráfico de Levich para a resposta 

eletrocatalítica de estado-estacionário para um EDR de EPC/4-NOFN/4-

NHOHFN em diferentes [L-AscH2]. Estudos realizados em solução tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 em pH 7,0 e Γ = 6,5 x 10-10 mol cm-2. 
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A Figura IV.21B mostra os gráficos de Levich obtidos para EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN para cinco diferentes concentrações de L-AscH2, 50, 100, 

150, 200 e 250 µmol L-1, tampão fosfato (0,1 mol L-1, pH 7,0). A corrente de 

oxidação para o L-AscH2 no eletrodo modificado pode ser limitada pelo 

transporte de massa do L-AscH2 para a superfície do eletrodo e/ou pela 

cinética da reação.  

A partir da Figura IV.21B, fica evidente que há limitação cinética na 

reação global. Para o eletrodo de disco rotatório, a corrente limitada pelo 

transporte de massa (Id(L)) depende da velocidade de rotação, ω, e da 

concentração de L-AscH2 no seio da solução [L-AscH2]*, de acordo com a 

equação de Levich (Bard & Faulkner, 2001) (Eq.IV.16): 

   

1/21/62/3
2d(L) ωνD*]AscH-0,620nFA[LΙ −=           (Eq.IV.16) 

 

sendo n o número de elétrons, F a constante de Faraday, ν a viscosidade 

cinemática, e D o coeficiente de difusão. Os valores de D e ν de 9,01×10-6 

cm2 s-1, obtido nos estudos cronoamperométricos e discutidos anteriomente e 

0,01 cm2 s-1 (Moreno et al., 2000), respectivamente, foram empregados.  

 Para uma reação eletrocatalítica, a corrente limitada cineticamente (Ikin) 

é dada geralmente pela seguinte expressão (Eq. IV.17): 

 

[ ]*AscH-L* nFAΙ 2kin Γ= κ               Eq. IV.17 

 

sendo Γ* a cobertura total do 4-NOFN/4-NHOHFN. Uma dependência linear 

da corrente catalítica na ω1/2 é esperada a partir da equação de Levich. O 

desvio observado a partir da equação de Levich (Figura IV. 21B) pode ser o 
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resultado da etapa limitada quimicamente. Assim, a expressão geral para a 

corrente global, I, é dada por (Eq. IV.18): 

 

 Ι ΙΙ Kin
-1
d(L)

-1 1−+=                        (Eq. IV.18) 

 

Fazendo a inversão da Eq. IV.18, tem-se a conhecida Equação IV.19 de 

Koutecky-Levich, muito utilizada em reações catalíticas empregando 

eletrodos contendo mediadores de elétrons. Esta equação foi empregada na 

obtenção da Figura IV.22, variando a concentração de [L-AscH2]*: 

 

 1/2
2

2/31/6
2 ω

1

*]AscH-[LD0,620nFAν

1

*]AscH-[L*ΓnFA

1

Ι

1
−

+=
obsκ

(Eq. IV.19) 

 

 Pela inclinação da curva, é possível obter o número de elétrons (n) 

envolvidos na reação, o qual apresentou um valor próximo a dois elétrons, 

corroborando com alguns trabalhos reportados na literatura também baseados 

na oxidação catalítica de L-AscH2 (Moreno et al., 2000; Galus, 1976).  

Através do intercepto do gráfico de Koutecky-Levich é possível 

também avaliar a constante de velocidade da reação catalítica, κobs, 

conhecendo-se então o valor de Γ (Figura IV.22C), o qual apresentou um valor 

médio de 5,5×106 L mol-1 s-1 (ou kobsΓ = 3,5 cm s-1) na faixa de concentração 

de 0,05-0,25 mmol L-1 de L-AscH2. Este valor está próximo ao obtido pelos 

dados cronoamperométricos (6,0×106 L mol-1 s-1 ou kobsΓ = 3,8 cm s-1), os 

quais são maiores quando comparados aos valores reportados na literatura por 

outros sistemas eletrodo-mediador (Moreno et al., 2000)  
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Figura IV.22. Gráficos de Koutecky-Levich dos dados experimentais 

mostrados na Figura IV.21 B. Estudos realizados em solução tampão fosfato 

0,1 mol L-1 em pH 7,0 e Γ = 6,5 x 10-10 mol cm-2. 

 
IV.4.4. Comportamento Eletroquímico do L-AscH2 na presença 

de AU no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN 

 
Um dos objetivos principais destes estudos foi o desenvolvimento de 

um eletrodo modificado capaz de realizar a oxidação eletrocatalítica de L-

AscH2 e permitir a separação das respostas eletroquímicas de L-AscH2 e AU. 
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Assim, com intuito de verificar a atividade catalítica do EPC/4-NOFN/4-

NHOHFN na presença de L-AscH2 e AU, alguns ensaios foram realizados.  

A Figura IV.23A mostra os voltamogramas cíclicos para o EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7, usando uma 

varredura no sentido anódico, com Einicial = -0,1 V and Eλ = 0,5 V versus 

Ag/AgCl, na ausência e presença de L-AscH2 e AU. Para efetuar uma análise 

comparativa, voltamogramas cíclicos obtidos no eletrodo não modificado na 

presença e ausência de L-AscH2 e AU são também apresentados. Nestes 

voltamogramas (Fig. IV.23c), há uma corrente de pico, indicando que a 

oxidação direta de L-AscH2 está presente nesta faixa de potencial (Epa = 0,3 V 

vs. Ag/AgCl).  

É conhecido que a oxidação eletroquímica direta de AU e L-AscH2 nos 

eletrodos convencionais requer altos sobrepotenciais e os potenciais de 

oxidação são também próximos. Como observado na Figura IV.23d, há um 

pico voltamétrico sobreposto para oxidação eletroquímica da mistura de AU e 

L-AscH2 no eletrodo não modificado em 0,37 V versus Ag/AgCl; os 

potenciais de pico para o L-AscH2 e AU foram indistinguíveis, com obtenção 

de informações não conclusivas.  

Por outro lado, na presença do sistema redox Ia/Ic, relativo ao par redox 

4-NOFN/4-NHOHFN, a resposta voltamétrica sobreposta pode ser resolvida, a 

qual apresentou dois picos bem definidos em 0,1 e 0,4 versus Ag/AgCl (Fig. 

IV.24b), correspondentes à oxidação eletroquímica de L-AscH2 (pico IIa) e 

AU (pico IIIa), respectivamente. 
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Figura IV.23. (A) Voltamogramas cíclicos para um EPC/4-NOFN/4-

NHOHFN, na ausência (a) e presença (b) de L-AscH2 e AU 20 µmol L-1. 

Eletrodo de pasta de carbono não modificada na presença de L-AscH2 (c),L- 

AscH2 e AU (d) de 20 µmol L-1, respectivamente, e ausência (e) de L-AscH2 

e/ou L-AscH2 e AU, em solução tampão fosfato em pH 7. ν = 2 mV s-1. (B) 

Voltamogramas cíclicos para um eletrodo de pasta de carbono modificado 

com 4-nitroftalonitrila ativada, na presença (a) e ausência (b) de AU 50 µmol 

L-1. 
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A diferença entre os potenciais de picos é de 280 mV versus Ag/AgCl, a 

qual é suficientemente larga para a determinação seletiva e simultânea de AU 

e L-AscH2, em uma mistura binária.  

Além disso, com intuito de confirmar a atividade eletrocatalítica do 

sensor para o L-AscH2, alguns ensaios foram realizados na presença de AU. 

Assim, a Figura IV. 23B mostra os voltamogramas cíclicos para um EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH=7, usando 

uma varredura no sentido anódico, com Einicial = -0,1 V e Eλ = 0,5 V versus 

Ag/AgCl, na ausência e presença de AU.  

Após adição de AU 50 µmol L-1, um pico de oxidação não catalítico foi 

observado em 400 mV versus Ag/AgCl. Entretanto, não houve aumento da 

corrente de pico anódica do mediador (4-NOFN), bem como sua corrente 

catódica também foi observada na varredura reversa. Assim, é possível 

verificar que o eletrodo modificado e ativado não apresenta atividade 

eletrocatalítica para oxidação de AU, indicando que a transferência de elétrons 

de uma espécie não interfere na resposta da outra, possibilitando, portanto, seu 

emprego para determinação simultânea de L-AscH2 e AU. 

  

IV.4.5. Efeito da quantidade do mediador, pH, tipo de tampão e 

concentração de tampão na Resposta do Sensor 

 
Alguns ensaios foram realizados com intuito de determinar a quantidade 

ótima do mediador, pH, natureza e concentração do tampão para obter a 

melhor resolução de pico anódico (∆Ep,a) para determinação simultânea de L-

AscH2 e AU. Nestes estudos, a influência da proporção entre a 4-

nitroftalonitrila e o pó de grafite usados no preparo do eletrodo de pasta de 
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carbono modificado foram investigadas com % de mediador de 1,25%; 6,25%; 

12,25%; 18,62% e 25% (m/m), em solução tampão fosfato (pH 7) contendo L-

AscH2 e AU 50 µmol L-1. Os resultados indicaram que a o melhor ∆Ep,a foi 

obtido, usando uma proporção de 1:7 (m/m) (∆Εp,a= 280 mV vs. Ag/AgCl) e, 

portanto, esta foi escolhida para os experimentos seguintes (Fig. IV.24a). Nas 

proporções maiores de que 1:7, não foi obtida uma boa homogeneização da 

pasta de carbono, e para menores proporções, obteve-se menor ∆Ep,a.  
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Figura IV.24. Influência da % (m/m) de 4-nitroftalonitrila (a) e pH no ∆Ep 

(b). Medidas realizadas na presença de L-AscH2 e AU 50 µmol L-1 em solução 

tampão fosfato 0,1 mol L−1 em pH 7,0.  
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A influência da solução tampão no ∆Εp,a foi estudada na presença de L-

AscH2 e AU (50 µmol L-1, cada) usando tampão fosfato 0,1 mol L-1 em pH 

6,0, 6,5, 7,0, 7,5 e 8,0 (Fig. IV.24a). No pH 7,0, o ∆Ep,a apresenta um máximo 

de 280 mV. Além disso, a atividade eletrocatalítica do EPC/4-NOFN/4-

NHOHFN para detecção de L-AscH2 e AU não depende somente do pH, mas 

também da solução tampão e sua concentração, que pode mudar a atividade e 

estabilidade do sensor.  

Assim, a influência da solução tampão na resposta do sensor foi testada 

em quatro diferentes soluções tampão (HEPES, PIPES, Macllvaine, TRIS e 

fosfato) com concentrações de 0,1 mol L-1 em pH 7,0, indicando que a solução 

tampão fosfato apresentou o melhor ∆Ep,a, provavelmente devido a facilidade 

dos ânions fosfato difundir através da pasta de carbono em comparação aos 

íons dos tampões HEPES, PIPES, Macllvaine e TRIS.  

A solução tampão fosfato foi escolhida. As medidas foram realizadas 

em diferentes concentrações de fosfato (0,025, 0,05, 0,10, 0,20 e 0,25 mol L-

1). As concentrações do tampão fosfato de 0,1mol L-1 apresentou melhor ∆Ep,a. 

Neste sentido, a concentração de 0,1 mol L-1 foi selecionada para o estudos 

seguintes. 

 

IV.4.6. Caracterização Analítica 

 
 Com intuito de obter uma curva analítica para o sensor desenvolvido 

frente à determinação simultânea de L-AscH2 e AU, alguns ensaios foram 

realizados. Assim, a detecção amperométrica de potencial pulsado foi usada 

para este propósito. O método é baseado na aplicação de vários degraus de 
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potencial-tempo que gerencia o processo analítico sequencial como reportado 

anteriormente (Kilbey et al., 2006).  

 A oxidação simultânea de L-AscH2 e AU foi realizada em E1 = 0,15 V e 

E2=0,40 V versus Ag/AgCl, respectivamente (em E1 = 0,150V há oxidação de 

L-AscH2). Por outro lado, em E2=0,40 V ocorre oxidação tanto de L-AscH2 

quanto de AU. Por esta razão, para obter o amperograma líquido ou curva 

analítica, em outras palavras, sem a contribuição da corrente de oxidação de L-

AscH2, é necessário subtrair a corrente dos amperogramas entre E2 e E1, em 

diferentes concentrações, após otimização dos parâmetros experimentais (Fig. 

IV.25a e b para L-AscH2 e AU, respectivamente).  

 O sensor proposto mostrou uma faixa linear de resposta de 5 a 120 µmol 

L-1 (insert da Fig. IV.25a,b) para L-AscH2 e AU, a qual pode ser expressa de 

acordo com as Equações IV.20 e IV.21 seguinte: 

 

∆j (µA cm-2) = 0,3(± 0,4) + 540(± 3) [L-AscH2] / mmol L-1         (Eq.IV.20)        

 

∆j (µA cm-2) = 1,7(±2,1) + 680(±2) [UA] / mmol L-1                        (Eq.IV.21) 

 

Com um coeficiente de correlação de 0,998 (para n=9) e 0,999 (para n=9) para 

L-AscH2 e AU, respectivamente, com melhor sensibilidade e limites de 

detecção do que aqueles reportados na literatura (Tabela I.3). A boa 

sensibilidade de 540 µA cm-2 L mmol-1 pode ser atribuida à eficiência da 

transferência de elétrons entre o Ar-NO e L-AscH2.  

 

 Limites de detecção (LD) de 1,6 µmol L-1 e 1,3 µmol L-1 para L-AscH2 e 

AU foram determinados, usando uma razão 3σ/b, respectivamente, e limites 
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de quantificação foram 5,5 µmol L-1 e 4,5 µmol L-1 para o L-AscH2 e AU, 

respectivamente, usando uma razão 10σ/b, sendo σ o desvio padrão do valor 

médio para dez amperogramas do branco, determinado de acordo com as 

recomendações da IUPAC (Analytical Methods Commitee, 1987). 
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Figura IV.25. Medidas amperométricas combinadas com potencial pulsado 

para determinação simultânea de L-AscH2 e AU em E1 = 0,150 V (a) e E2 = 

0,400 V (b) vs. Ag/AgCl, respectivamente, no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN 

obtida em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 em pH 7,0. Inserção: curva 

analítica.  

 

IV.4.7. Estabilidade do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN 
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Após o processo de ativação in situ do eletrodo modificado, a 

estabilidade do par redox 4-NOFN/4-NHOHPH foi checada por meio de 

amperogramas sucessivos na presença de 10,0 µmol L−1 L-AscH2 e AU em 0,1 

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

Após 100 determinações, nenhuma mudança significativa foi observada 

nas respostas amperométricas do sensor desenvolvido. Quando o eletrodo 

modificado foi estocado a seco e à temperatura ambiente, nenhuma mudança 

significativa foi observada, por um mês. O eletrodo modificado apresentou 

uma boa repetibilidade para determinação de L-AscH2 e AU.  

Além disso, o desvio padrão relativo para dez determinações de L-

AscH2 e AU 5,0 µmol L-1 foi 4,5%. Adicionalmente uma série de 10 sensores 

preparados da mesma maneira e testados em solução tampão fosfato 0,1 mol 

L-1 (pH = 7,0) contendo 10,0 µmol L-1 de L-AscH2 e AU apresentaram 

respostas com DPR menor do que 5,0 %, indicando uma boa estabilidade e 

repetibilidade provavelmente devido às interações π-π e propriedades 

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

estabilidade em suas respostas amperométricas. 

 

IV.4.8. Aplicação do Sensor em Amostras e Testes de 

Recuperação 

 
O método proposto foi aplicado para determinação simultânea de L-

AscH2 e AU em três amostras de urina e determinação de L-AscH2 em tabletes 

de vitamina C, em triplicata, usando o método de adição de padrão. Para 

ajustar na faixa linear a determinação de L-AscH2 e AU, todas as amostras de 
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urina foram diluídas 50 vezes; esta diluição pode ajudar a reduzir os efeitos de 

matriz de amostras reais.   

Para checar a precisão dos resultados, as amostras foram fortificadas 

com soluções padrões de L-AscH2 e AU e assim as quantidades totais foram 

detectadas. A recuperação das amostras fortificadas foi determinada, com 

valores entre 98,5% e 100,7% (Tabela IV.7). 

 

Tabela IV.7. Determinação de L-AscH2 e AU em amostras de urina. 

Amostras 

Urina 1# Urina 2# Urina 3#  

AU AscH2 AU AscH2 AU AscH2 

Detectado (µmol L-1) 50,35 6,52 56,44 7,21 54,87 6,65 

“Spike” (µmol L-1 ) 15 20 15 20 15 20 

Após “spike”  

(µmol L-1) 

65,10 26,12 71,50 27,40 69,91 26,73 

Recuperação (%) 99,7 98,5 100,1 100,7 100,1 100,3 

DPR (%) 2,4 2,2 2,1 2,9 2,6 2,4 
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IV.5. Sensor Amperométrico para NADH 

 

IV.5.1. A oxidação eletrocatalítica de NADH pelo EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN 

 

 De maneira a verificar a atividade eletrocatalítica do par redox                 

4-NOFN/4-NHOHFN na presença de NADH, alguns ensaios foram 

realizados. Assim, a Figura IV.26 mostra os voltamogramas cíclicos para um 

EPC/4-NOFN/4-NHOHFN em solução tampão TRIS 0,1 mol L-1 (pH = 7,0), 

usando uma varredura anódica, com Einicial = -0,1 V e Eλ = 0,4 V, na ausência 

(a) e na presença (b,c) de NADH.  

Para propósito comparativo, voltamogramas obtidos em um eletrodo de 

pasta de carbono não modificado na ausência (d) e presença de NADH (e) são 

também apresentados. Nestes voltamogramas (Figs. IV.26d,e), 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.26a, o sistema redox Ia/Ic, 

relativo 4-NOFN/4-NHOHFN está presente em potenciais de EpIa = 0,12 V e 

EpIc = 0,07 V vs. Ag/AgCl.  

Após adição de NADH à solução (Figs. IV.26b e c), o pico de oxidação 

aumenta significativamente e o pico de redução do mediador desaparece 

completamente na presença de altas concentrações de NADH, indicando, 

portanto, uma eletrocatálise eficiente.  
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Figura IV.26. (A) Voltamogramas ciclícos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN, 

na ausência (a) e na presença de NADH/mmol L-1: (b) 0,1, (c) 0,3; eletrodo de 

pasta de carbono não modificado na ausência (d) e na presença (e) de 0,3 

mmol L-1 de NADH. Velocidade de varredura (ν): 2,0 mV s-1. Estudos 

realizados em tampão TRIS 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 EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foram realizados por 

voltametria cíclica em solução tampão TRIS 0,1 mol L-1 (pH=7,0). A Figura 
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IV.27 exibe os voltamogramas cíclicos de uma solução de NADH em 

diferentes velocidades de varredura.  

Como observado na Figura IV.27A, o pico de oxidação catalítico 

desloca gradualmente para potenciais mais positivos com o aumento da 

velocidade de varredura, sugerindo uma limitação cinética na reação entre os 

grupos eletroativos e o NADH. Por outro lado, um gráfico da corrente 

catalítica Ip versus a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial 

(ν1/2) na faixa de velocidade de 2 a 70 mV s-1 foi construído e resultou numa 

dependência linear (Figura IV.27B), expressa pela seguinte Equação IV. 22: 

  

I(µA) = 1,5 + 7,5 ν1/2 (V s-1)1/2                                          (Eq. IV.22)                            

 

Assim, esta dependência linear sugere que o processo seja controlado 

por difusão na faixa de velocidade de varredura de potencial estudado. Para 

ratificar que o processo de oxidação eletrocatalítica entre a NADH e o EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN de fato apresenta uma etapa química acoplada, foram 

realizados alguns ensaios. A análise do gráfico da corrente de pico 

normalizada com a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial 

(Ip/ν
1/2) versus a velocidade de varredura de potencial (Figura IV.27C) permite 

observar um perfil característico de um típico processo eletroquímico-químico 

catalítico (ECcat) (Bard & Faulkner, 2001), corroborando, portanto, com o 

mecanismo proposto. 
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Figura IV.27. (A) Voltamogramas ciclícos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN 

em várias velocidades de varredura(ν): (a) 2, (b)15, (c) 30, (d) 50 e (e) 70 mV 

s−1, (B) gráfico de Ip vs. ν1/2 e (C) variação de Ip/ν
1/2 vs. ν. Estudos realizados 

em solução tampão TRIS 0,1 mol L-1 em pH 7,0 e [NADH] = 0,5 mmol L-1.  

 

Como já mencionado, o substituinte nitro na ftalonitrila 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 
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envolve o par redox 4-NOFN/4-NHOHFN, análogo ao sistema bem conhecido 

quinona/hidroquinona (Lobo et al., 1997), como pode ser observado e 

sugerido através da Figura IV.28 seguinte: 
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Figura IV.28. Modelo mecanístico proposto do processo de oxidação 

eletrocatalítica da NADH pelo EPC/4-NOFN/4-NHOHFN. 

 

Em geral, as quinonas são hábeis para se submeterem a um processo de 

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

hidreto (Carlson & Miller, 1985). Para o nitrosoftalonitrila, neste caso, a rota 

Etapa química entre a NADH e 4-NOFN 

Formas de ressonância – 4-NOFN 

4-NOFN 4-NHOH 
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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 NO, o complexo substrato-mediador 

dissocia-se, seguido pela rápida protonação do oxigênio como reportado por 

Mano & Kuhn (1999a,b), em tampão TRIS 0,1 mol L-1, em pH 8,0. 

 

IV.5.2 – Parâmetros cinéticos para a eletrooxidação de NADH 

no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN 

  

  Para uma melhor avaliação quantitativa do comportamento 

eletrocatalítico da oxidação de NADH no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN, 

medidas cinéticas foram realizadas em diferentes concentrações de NADH em 

diferentes velocidades de rotação ω (rad s-1) em tampão TRIS 0,1 mol L-1 (pH 

=7) e uma velocidade de varredura fixa de 2 mV s-1 (Figura IV.29).  
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Figura IV.29. (A) Curvas de polarização obtidas em diferentes velocidade de 

rotação do eletrodo para oxidação eletrocatalítica de NADH no EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN, na ausência (Aa) e presença de NADH: (Ab) 0,1       

mmol L-1. Velocidade de rotação: (1) 1,62; (2) 2,29; (3) 3,24; (4) 4,58; (5) 

5,59; (6) 6,47 e (7) 7,24 rad s−1. ν= 2,0 mVs−1. Estudos realizados em tampão 

TRIS 0,1 mol L-1 em pH 7,0 e Γ = 6,5 x 10-10 mol cm-2. 

 

Assim, como pode ser verificado na Figura IV.29A, na presença de 

NADH, o pico de oxidação aumenta drasticamente e o pico de redução 
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diminui, indicando um efeito eletrocatalítico bastante eficiente. A catálise é 

um resultado da difusão do NADH para a superfície eletródica onde ocorre 

redução do mediador oxidado (4-NOFN) para formar NAD+ e a forma 

reduzida do mediador (4-NHOHFN). 

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 

racionalizado 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 (Bartlett et al., 1997). 

Além disso, é também neste pH, onde ambos NADH e NAD+ mostram 

maiores estabilidades quando dissolvidos em solução aquosa (Chenault & 

Whitesides, 1987) e onde a maioria dos valores prévios de κobs  foram 

reportados na literatura (Gorton & Domínguez, 2002). 

Para muitos eletrodos modificados quimicamente usados para oxidação 

eletrocatalítica de NADH, tem sido postulado que um complexo de 

transferência de carga é formado na reação entre NADH e o mediador, por 

causa do valor de κobs diminuir com o aumento na concentração de NADH 

(Santos et al., 2002a,b). Além disso, acredita-se que um complexo de 

transferência de carga, inicialmente formado entre os reagentes, comporta-se 

análogo à cinética de Michaelis-Menten de reações enzimáticas (Gorton & 

Domínguez, 2002). Assim, a reação de eletrooxidação de NADH pode ser 

esquematizada conforme mostrado (Eq. IV.23): 

 

++→+ NADobs NHOHFN-4NADH  NOFN-4 κ                  (Eq.IV.23) 
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A reação não está estequiometricamente completa, como não está claro 

se o próton é transferido do NADH para o mediador. A reação da Equação 

IV.23 é seguida por uma reoxidação de 4-NHOHFN: 

 

+− ++→ 2H2eNOFN-4NHOHFN-4 sκ                       (Eq. IV.24) 

 

Sendo o κs a constante de transferência de elétrons entre o mediador 

imobilizado e o eletrodo. 

 A Figura IV. 30 mostra os gráficos de Levich obtidos para o EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN para cinco diferentes concentrações de NADH, 50, 100, 

300, 500 e 700 µmol L-1, tampão TRIS (0,1 mol L-1, pH 7,0). A corrente de 

oxidação para o NADH no eletrodo modificado pode ser limitada pelo 

transporte de massa do NADH para a superfície do eletrodo e/ou pela cinética 

da reação (Eq.IV.24). A partir da Figura IV. 30, fica evidente que há limitação 

cinética na reação global. Para o eletrodo de disco rotatório, a corrente 

limitada pelo transporte de massa (Id(L)) depende da velocidade de rotação, ω, 

e da concentração de NADH no seio da solução [NADH]*, de acordo com a 

equação de Levich (Bard & Faulkner, 2001) (Eq.IV.25): 

   

1/21/62/3
d(L) ωνD*ADH]0,620nFA[NΙ −=            (Eq.IV.25) 

 

sendo n o número de elétrons, F a constante de Faraday, ν a viscosidade 

cinemática, e D o coeficiente de difusão. Os valores de D e ν de 2,4×10-6 cm2 

s-1 (Moiroux & Elving, 1980) e 0,01 cm2 s-1 (Bard & Faulkner, 2001), 

respectivamente, foram empregados. 
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Figura IV.30. Gráfico de Levich para a resposta eletrocatalítica de estado-

estacionário para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN em diferentes [NADH]. 

Estudos realizados em tampão TRIS 0,1 mol L-1 em pH 7,0 e Γ = 6,5 x 10-10 

mol cm-2. 

 

Para uma reação catalisada, a corrente limitada cinéticamente (Ikin) é 

dada geralmente pela seguinte expressão (Eq. IV.26): 

 

[ ]*NADH* nFAΙkin Γ= obsκ          (Eq. IV.26) 
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sendo Γ* a cobertura total do 4-NOFN/4-NHOHFN. Uma dependência linear 

da corrente catalítica na ω1/2 é esperada a partir da equação de Levich. O 

desvio observado a partir da equação de Levich (Figura IV.30) pode ser o 

resultado da etapa limitada quimicamente. Assim, a expressão geral para a 

corrente global, I, é dada por (Eq. IV.27A): 

 

 Ι ΙΙ Kin
-1
d(L)

-1 1−+=           (Eq. IV.27A) 

 

Fazendo a inversão da Equação IV.27A, tem-se a conhecida Equação IV.27B 

de Koutecky-Levich, muito utilizada em reações catalíticas empregando 

eletrodos contendo mediadores de elétrons (Murray, 1984, 1992). Esta 

equação foi empregada na obtenção da Figura IV.31 , variando a concentração 

de [NADH]*: 

 

 1/22/31/6 ω

1

*[NADH]D0,620nFAν

1

*[NADH]*ΓnFA

1

Ι

1
−

+=
obsκ

      (Eq. IV.27B) 

 

 Pela inclinação da curva, é possível obter o número de elétrons (n) 

envolvidos na reação. Através da interceptação do gráfico de Koutecky-

Levich é possível também avaliar o κobs, conhecendo-se então o valor deΓ . 
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Figura IV.31. Gráficos de Koutecky-Levich dos dados experimentais 

mostrados em (B). Estudos realizados em tampão TRIS 0,1 mol L-1 em pH 7,0 

e Γ = 6,5 x 10-10 mol cm-2.  

 

O valor da constante κobs apresentou-se altamente dependente da 

[NADH]* como observado na Figura IV.32.a. Este comportamento tem sido 

observado para outros eletrodos modificados com mediadores usados na 

oxidação eletrocatalítica de NADH (Santos et al., 2002a,b; Kubota & Gorton, 

1999), sendo esta alta dependência explicada pela formação de um complexo 

de tranferência de carga (CT-complexo) entre o NADH e o mediador antes da 

formação do produto da reação representada pela Equação IV.28 a seguir: 
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NADH + (NC)2 C6H3-NO
K+1

K-1

CT-complex NAD+ + (NC)2C6H3-NHOH
K+2

Kobs

 

      (Eq. IV.28) 

 

 

Este tipo de mecanismo de reação é bastante empregado para o estudo 

de cinética de  Michaelis-Menten e obtenção da constante que leva o mesmo 

nome (kM), que pode ser definida conforme a Equação IV.29 (Gorton, 1986): 

 

1

21
MK

+

+− +
=

κ

κκ
                  (Eq. IV.29) 

A constante de velocidade global da reação, κobs, para qualquer 

concentração de NADH pode ser expressa como proposto abaixo (Gorton, 

1986): 

 

*[NADH]KM

2

+
= +κ

κobs                (Eq. IV.30A) 

 

Invertendo a Equação IV.30a, obtém-se a expressão 

  

 
22

M *[NADH]K1

++

+=
κκκobs

             (Eq. IV.30B) 

 

A construção do gráfico 1/ κobs  vs. [NADH]* como observado na Figura 

IV.32.b fornece uma relação linear, compatível com a equação 

( )[ ] ( ) 41 104,07,505,016,2 −−
×±+±= NADHobsκ , com coeficiente de correlação de 

0,999 para n = 5, sendo o 1−

obsκ  em mol L-1s e [NADH] em mmol L-1 sendo 

kobs 
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indicativo que um complexo de transferência de carga deve se formar entre a 

4-nitroftalonitrila ativada e o NADH. Do coeficiente angular da curva, é 

possível calcular o valor de 2κ+  e, do coeficiente linear, o valor de KM pode ser 

avaliado. Como verificado na Tabela IV.8, o obsκ , 2+κ  e KM foram calculados e 

apresentaram os valores de 1,0×104 mol-1 L s-1, 0,3 s-1 e 2,7×10-5 mol L-1, 

respectivamente.  
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Figura IV.32. (a) Variação de kobs vs. [NADH] obtidos para o eletrodo 

modificado com o 4-nitroftalonitrila ativado e (b) Variação de 1/κobs vs. 

[NADH]. Estudos realizados em tampão TRIS 0,1 mol L-1 em pH 7,0 e Γ = 6,5 

x 10-10 mol cm-2. 

 

A Tabela IV.8 lista alguns trabalhos reportados na literatura envolvendo 

eletrodos modificados com vários mediadores, bem como seus respectivos 

parâmetros cinéticos referentes ao processo de oxidação eletrocatalítica de 

NADH, permitindo, portando, comparar seus resultados com o presente sensor 

desenvolvido e discutido ao longo deste tópico.  

Assim, de acordo com a Tabela IV.8, observa-se que o valor de κobs é 

maior quando comparado aos valores publicados previamente para os sistemas 

 



134 
     Capítulo IV – Resultados e Discussão  
 

 

eletrodo-mediador, exceto para os trabalhos de Nassef et al. (2006) e Mano & 

Kuhn (1999). Por outro lado, mediadores que têm apresentado altos valores de 

κobs, têm também requerido altos sobrepotenciais para a oxidação 

eletrocatálitica de NADH, como verificado no trabalho desenvolvido por 

Nassef et al. (2006), dificultando, assim, sua aplicação no desenvolvimento de 

biossensores. 

 

Tabela IV.8. Parâmetros eletroquímicos e cinéticos de alguns eletrodos 
modificados para eletrooxidação de NADH. 

Ref. E0’(mV) pH ΓΓΓΓ 
(mol cm-2) 

κobs 
(mol-1L s-1) 

KM 
(mol L-1) 

n 

(Pereira et 

al., 2003) 
-140 vs. SCE 7,0 5,7x10-9 5,5x103 1,0x10-4 1,9 

(Nassef et 

al., 2006) 
+200 vs.Ag/AgCl 7,0 4,2x10-10 1,1x105 2,2x10-5 2,0 

(Santos et 

al., 2002a) 
-230 vs. SCE 7,0 5,2x10-9 1,4x103 2,1x10-4 1,9 

(Kubota & 

Gorton, 

1999) 

-220 vs.SCE 7,0 6,8x10-10 8,2x102 1,8x10-3 2,0 

(Mano & 

Kuhn, 

1999) 

-50 vs. Ag/AgCl  8,0 1,2x10-10 5,0x104 __ 1,9 

(Santos et 

al., 2002b) 
-60 vs.SCE 7,0 4,4x10-9 1,8x103 2,7x10-4 1,9 

(Munteanu 

et al., 
+156 vs.Ag/AgCl 6,0 2,7x10-10 3,0x103 3,1x10-4 2,0 
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2003) 

 

(Antiochia 

et al., 

2005) 

 

__  

7,0 

 

9,7x10-11 

 

2,0x103 

 

__ 

 

__ 

(Vasantha 

& Chen, 

2006)  

+200 vs.Ag/AgCl  7,0 2,6x10-10 9,8x103 __ __ 

Este 

trabalho 
+100 vs.Ag/AgCl 7,0 6,5x10-10 1,0x104 2,7x10-5 1,9 

 

 

IV.5.3 – 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 TRIS 0,1 mol L-1 (pH = 7,0) e potencial aplicado de 

+100 mV vs. Ag/AgCl (Figura IV.33). 
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Figura IV.33. (A) Medidas amperométricas para a eletro-oxidação de NADH 

no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN obtidas em tampão TRIS 0,1 mol L-1 em pH 7,0 

e [NADH]: (1)0,8 - (17)17,0 �mol L-1, (B) Curva analítica. Eap = 100 mV vs. 

Ag/AgCl. 

 

A resposta para este sensor foi rápida, alcançando um máximo em cerca 

de 0,1 s. Este tempo de resposta é muito curto, considerando que o eletrodo 

utilizado é feito a base de pasta 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 pasta, sendo que esta etapa influi no tempo 
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de resposta. Provavelmente, o procedimento usado para construir o sensor a 

base de pasta de carbono resultou num sistema bem empacotado, tornando 

difícil a solução difundir profundamente através da pasta, e isso pode levar a 

uma resposta mais rápida, pois somente os sítios superficiais devem contribuir 

para a resposta.   

Além disso, o sensor proposto mostrou uma faixa linear de resposta de            

0,8 a 8,5 µmol L-1 (Figura IV.33), que pode ser expressa de acordo com 

equação: ∆I /(µA) = 0,34 (± 0,07) + 0,50 (± 0,02) [NADH] / (µmol L-1) com 

um coeficiente de correlação de 0,997 para n = 10 apresentando sensibilidade 

maior do que os sensores reportados na literatura (Tabela I.4).  

Assim, esta sensibilidade de 0,5 µA L µmol-1 pode ser atribuída à 

eficiência na transferência de elétrons entre a 4-nitrosoftalonitrila e o NADH. 

O limite de detecção de 0,25 µmol L-1 foi determinado usando um razão 3σ/b 

e limite de quantificação de 0,82 µmol L-1 usando 10σ/b, sendo σ 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 Tabela I.4. lista alguns trabalhos reportados na literatura, envolvendo 

eletrodos quimicamente modificados com vários mediadores para a detecção 

de NADH, com o propósito de comparação. Assim, de acordo com a Tabela 

I.4., vários eletrodos modificados apresentam os potenciais de oxidação para 

NADH relativamente altos quando comparados com o do presente trabalho, o 

qual também apresenta maiores sensibilidade e limite de detecção em relação 

aos sensores apresentados na Tabela I.4.  
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IV.5.4 – Estabilidade do 4-nitroftalonitrila ativado no eletrodo 

modificado 

  

Depois de ativado o eletrodo modificado com 4-nitroftalonitrila, a 

estabilidade do par redox 4-NOFN/4-NHOHFN foi checada por meio de 

amperogramas sucessivos na presença de NADH 5,0 µmol L-1, em tampão 

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

Após 100 determinações, nenhuma mudança significativa foi observada 

nas respostas amperométricas do sensor desenvolvido. Quando o eletrodo 

modificado foi estocado a seco e à temperatura ambiente nenhuma mudança 

significativa foi observada por um mês. O eletrodo modificado apresentou 

uma boa repetibilidade para determinação de NADH. Além disso, o desvio 

padrão relativo para dez determinações de NADH 5,0 µmol L-1 foi de 4,5%. 

Adicionalmente uma série de 10 sensores preparados da mesma maneira e 

testados em solução tampão TRIS 0,1 mol L-1 (pH = 7,0) contendo 5,0 µmol 

L-1 de NADH apresentaram respostas com DPR menor do que 5,0%, 

indicando uma boa estabilidade e repetibilidade provavelmente devido às 

interações π-π e propriedades lipofílicas que devem favorecer a adsorção na 

matriz, levando a uma boa estabilidade em suas respostas amperométricas. 
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V. Conclusões Gerais 

 

Este trabalho relata a construção de forma simples e aplicação da pasta 

de carbono modificada com a 4-nitroftalonitrila, que submetida a uma redução 

preliminar do grupo nitro, promove a formação do par redox 4-NOFN/4-

NHOHFN na superfície, sendo uma alternativa viável para a determinação 

eletroanalítica de L-CySH, L-GSH, L-AscH2 e AU em amostras de interesse. 

Os resultados foram comparados com métodos descritos na literatura, 

mostrando concordância entre eles, em nível de 95 % de confiança.   

 A otimização das condições experimentais forneceu um ótimo limite de 

detecção e sensibilidade para os analitos estudados, superiores a vários 

dispositivos reportados recentemente na literatura. Além disso, este trabalho 

demonstrou que a pasta de carbono modificada com a 4-nitroftalonitrila 

ativada é um sensor sensível, robusto e estável, mostrando ser uma notável 

ferramenta para a determinação de L-CySH, L-GSH, L-AscH2, AU e NADH. 

Particularmente, os estudos eletrocatalíticos e cinéticos do NADH e L-

AscH2 empregando o sensor desenvolvido comprovaram a grande eficiência 

do mediador, a 4-nitroftalonitrila ativada, em mediar a transferência de 

elétrons, envolvendo a molécula de NADH e L-AscH2. Além disso, a pasta de 

carbono constitui-se em excelente ambiente para a elaboração de sensores 

capazes de promover a detecção de NADH, com ótima sensibilidade e 

estabilidade.  

A partir dos sensores desenvolvidos, foi possível operar a célula 

eletroquímica durante a eletrooxidaçao do NADH, aplicando potencial de 0,1 

V vs. Ag/AgCl para o sensor desenvolvido, o que amplia bastante a 

possibilidade de uso destes sensores em amostras complexas, pois, neste 
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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, com ampla faixa de 

resposta linear. 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 a 

quantificação de tióis totais, bem como utilizar novos compostos com grupo 

nitro e assim, verificar a atividade eletrocatalítica do sensor desenvolvido 

frente a outros tiois, mostrando-se desta forma a potencialidade do material 

desenvolvido. 

Tentar imobilizar o mediador redox em diferentes matrizes tais como, 

sílicas modificadas, nanotubos de carbono, entre outras, visando o aumento de 

estabilidade do mesmo para posterior aplicação em fluídos biológicos. 

Estudar novos sistemas para oxidação catalítica do NADH visando o 

desenvolvimento de biossensores. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 


