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RESUMO 
 

DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSORES À BASE DE FILMES POLIMÉRICOS, 

NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTÍCULAS DE OURO 

 

Neste trabalho descreve-se o desenvolvimento de novas arquiteturas para 

biossensores utilizando materiais nanoestruturados. A enzima de interesse foi 

imobilizada sobre um eletrodo de carbono vítreo modificado com nanotubos de 

carbono de paredes múltiplas tratados quimicamente e/ou nanopartículas de ouro 

em filme de dihexadecil hidrogenofosfato ou hidrocloreto de poli(alilamina). 

Inicialmente, foi proposto um eletrodo de carbono vítreo (GCE) modificado com 

nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNTs) funcionalizados, cloreto de 

1-butil-3-metil-imidazol (BMIM) e tirosinase (Tyr) em filme de dihexadecil 

hidrogenofosfato (DHP) para o desenvolvimento de um novo biossensor. Os 

MWCNTs, BMIM e Tyr foram eficientemente imobilizados no filme usando 1etil-3-(3-

dimetilaminopropil) carbodiimida e N-hidroxisuccinimida, como agentes de 

reticulação. A caracterização do filme foi feita por voltametria cíclica (CV) em 

presença de catecol. O nanocompósito BMIM-MWCNTs exibiu boa condutividade e 

biocompatibilidade com a enzima Tyr, uma vez que o biossensor mostrou atividade 

biocatalítica para a oxidação de catecol a o-quinona, que foi reduzida 

eletroquimicamente para catecol em um potencial de 0,04 V. O biossensor Tyr-

BMIM-MWCNTs-DHP/GCE apresentou ampla faixa linear, boa repetibilidade, 

sensibilidade e estabilidade sendo aplicado com sucesso na determinação de 

catecol em amostras de águas naturais. O segundo biossensor desenvolvido, 

baseou-se na modificação de um GCE com nanopartículas de ouro (AuNPs) e Tyr 

em filme de DHP. A imobilização enzimática foi realizada utilizando-se cistamina e 

glutaraldeído como agentes de reticulação. A técnica amperométrica foi utilizada 

para obtenção da curva analítica que apresentou uma faixa linear na concentração 

de catecol de 2,49 × 10−6 a 9,50 × 10−5 mol L−1 e um limite de detecção de 1,74 × 

10−7 mol L−1. O biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE foi aplicado na determinação de 

catecol em amostras de águas naturais, da represa da UFSCar. Os resultados foram 

concordantes quando comparados com as concentrações obtidas empregando-se 

um método espectrofotométrico de referência em um nível de confiança de 95%. Por 

fim, foi proposta a modificação de um GCE com MWCNTs e AuNPs em filme de 
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hidrocloreto de poli(alilamina) (PAH) para o desenvolvimento de um biossensor. Esta 

abordagem proporcionou um método eficiente usado para imobilizar a enzima 

polifenol oxidase (PPO), obtida a partir do extrato bruto de batata doce (Ipomoea 

batatas (L.) Lam.). O princípio do método analítico baseia-se na inibição da atividade 

da PPO pelo sulfito, na reação de redução da o-quinona para catecol e/ou na reação 

entre o-quinona e sulfito. Empregando-se as melhores variáveis experimentais para 

a técnica de voltametria de pulso diferencial, a curva analítica obtida foi linear no 

intervalo de concentração de sulfito de 5,0 × 10−7 a 2,2 × 10−5 mol L−1 com um limite 

de detecção de 4,0 × 10−7 mol L−1. O biossensor foi aplicado com sucesso na 

determinação de sulfito em amostras de vinho branco e tinto com resultados 

satisfatórios em comparação com um método iodométrico de referência em um nível 

de confiança de 95%. 
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ABSTRACT  
 

BIOSENSORS DEVELOPMENT BASED ON POLYMERIC FILMS, CARBON 

NANOTUBES AND GOLD NANOPARTICLES 

 

In this work was described the development of new architectures for biosensors, 

using nanomaterials. The enzyme of interest was immobilized on glassy carbon 

electrode modified with multi-walled carbon nanotubes chemically treated and/or gold 

nanoparticles within a dihexadecylphosphate or poly(allylamine hydrochloride) film. 

Initially, a glassy carbon electrode (GCE) modified with functionalized multi-walled 

carbon nanotubes (MWCNTs), 1-butyl-3-methylimidazolium chloride (BMIM) and 

tyrosinase (Tyr) within a dihexadecylphosphate (DHP) film for the development of a 

biosensor was proposed. MWCNTs, BMIM and Tyr were efficiently immobilized in the 

film using 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide/N-hydroxysuccinimide as 

crosslinking agents. The film characterization was realized by cyclic voltammetry 

(CV) in presence of catechol. The BMIM-MWCNTs nanocomposite showed good 

conductivity and biocompatibility with Tyr enzyme, once that the biosensor presented 

biocatalytic activity to the oxidation of catechol to o-quinone which was 

electrochemically reduced to catechol at a potential of 0.04 V. The Tyr-BMIM-

MWCNTs-DHP/GCE biosensor showed wide linear range, good repeatability, 

sensitivity and stability and, the biosensor was successfully applied in the 

determination of catechol in natural water samples. The second developed biosensor 

was based on the modification of a GCE with gold nanoparticles (AuNPs) and Tyr 

within a DHP film. The enzyme immobilization was performed using cystamine and 

glutaraldehyde as crosslinking agents. Amperometry technique was used to obtain 

the analytical curve that showed linear in the concentration of catechol in the range 

from 2.49 × 10−6 to 9.50 × 10−5 mol L−1 with a detection limit of 1.74 × 10−7 mol L−1. 

The Tyr-AuNPs-DHP/GCE biosensor was applied in the determination of catechol in 

water samples from the UFSCar Dam. The results were satisfactory when compared 

with a spectrophotometric method at a 95% confidence level. Finally, the modification 

of a GCE with MWCNTs and AuNPs within a poly(allylamine hydrochloride) (PAH) 

film for the development of a novel biosensor was proposed. This approach provided 

an efficient method used to immobilize polyphenol oxidase (PPO) obtained from the 

crude extract of sweet potato (Ipomoea batatas (L.) Lam.). The principle of the 
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analytical method is based on the inhibitory effect of sulfite on the activity of PPO, in 

the reduction reaction of o-quinone to catechol and/or the reaction of o-quinone with 

sulfite. Under the optimum experimental conditions using the differential pulse 

voltammetry technique, the analytical curve obtained was linear in the concentration 

range of sulfite from 5.0 × 10−7 to 2.2 × 10−5 mol L−1 with a detection limit of 4.0 × 

10−7 mol L−1. The biosensor was successfully applied in the determination of sulfite in 

white and red wine samples with results in close agreement with those results 

obtained using a reference iodometric method at a 95% confidence level. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Biossensores 
Um biossensor é definido como um dispositivo que utiliza material 

biológico (enzima, antígeno, anticorpo, organismo, tecido animal ou vegetal, célula, 

microorganismo, entre outros) conectado a um transdutor, o qual converte o sinal 

biológico em sinal elétrico mensurável1,2. Na FIGURA 1.1 é apresentado um 

esquema de funcionamento de um biossensor. Em um biossensor eletroquímico, o 

analito na camada de reconhecimento pode ser oxidado ou reduzido, gerando uma 

corrente que é proporcional a sua concentração. O consumo de reagente ou o 

aparecimento de algum produto da reação entre o material biológico e o substrato de 

interesse (analito) é então monitorado pelo biossensor eletroquímico. 

Uma das características mais importantes de um biossensor é a sua 

seletividade, ou seja, a sua capacidade de discriminar o analito na presença de 

diferentes espécies (concomitantes), função essa atribuída principalmente ao 

material biológico imobilizado. Assim, as enzimas são os materiais mais utilizados no 

desenvolvimento de biossensores3 e esse uso se deve à capacidade enzimática de 

catalisar com grande eficiência reações biológicas com alta sensibilidade e 

seletividade1,4. 

 

 
FIGURA 1.1 – Esquema de funcionamento e componentes básicos de um 

biossensor, sendo 1: analito; 2: material biológico; 3: transdutor e 4: processador de 

sinal. 

 

O primeiro biossensor (amperométrico) foi desenvolvido em 1962 por 

CLARK e LYONS5, para determinação de glicose no sangue, com o consumo de 

oxigênio monitorado por um eletrodo para oxigênio (eletrodo para oxigênio descrito 
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por CLARK) durante a reação catalisada pela enzima glicose oxidase (GOx) 

imobilizada em uma membrana de celulose, segundo a Equação 1: 

 

Glicose + H2O + O2 
ீை௫
ሱۛሮ Ácido Glicônico + H2O2    Eq. 1 

 

Cinco anos depois HUPDIKE e HICKS6 aprimoraram o biossensor 

proposto por CLARK e LYONS, substituindo a membrana de celulose por um gel de 

poliacrilamida em que a enzima foi imobilizada por aprisionamento no polímero. Já 

em 1969, GUILBAULT e MONTALVO7 desenvolveram o primeiro biossensor 

potenciométrico para determinação de uréia, em que os autores imobilizaram a 

enzima urease (Urs) em matriz de poliacrilamida sobre um eletrodo de vidro sensível 

a cátions amônio. 

A partir destes trabalhos muitos biossensores foram desenvolvidos 

para os mais diversos fins, sendo utilizados no monitoramento de analitos distintos 

com interesse ambiental, biológico, farmacêutico, industrial e tecnológico1,8,9. 

1.2 Classificação dos biossensores 

Os biossensores podem ser classificados como de primeira, segunda 

ou de terceira geração, dependendo do mecanismo utilizado na transferência 

eletrônica. 
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1.2.1 Biossensores de primeira geração 
Os biossensores de primeira geração são aqueles baseados na 

eletroatividade de algum reagente ou produto gerado na reação enzimática entre o 

substrato e a enzima. Desta maneira, o sinal analítico é produzido pela oxidação ou 

redução de um reagente ou produto sobre a superficie do eletrodo. O biossensor 

proposto por CLARK e LYONS5 é um exemplo clássico desse tipo de biossensor, 

sendo possível monitorar o consumo de oxigênio ou a produção de peróxido de 

hidrogênio (Equação 1). Na FIGURA 1.2 é apresentado um esquema de 

funcionamento de um biossensor de primeira geração. 

Esses biossensores apresentam algumas desvantagens, a saber: é 

primordial um controle cuidadoso da concentração de O2, caso contrário a 

diminuição da concentração de O2 não será proporcional à concentração do analito. 

Além disso, é necessário se aplicar um alto potencial de trabalho ao eletrodo para se 

determinar a corrente de oxigênio ou peróxido de hidrogênio, o que pode causar 

interferência na resposta analítica se espécies gasosas eletroativas permearem pela 

membrana do eletrodo de oxigênio. 

 

 
FIGURA 1.2 – Esquema de funcionamento de um biossensor de primeira geração. 

 

1.2.2 Biossensores de segunda geração 
Os biossensores de segunda geração são aqueles fundamentados na 

eletroatividade de mediadores de elétrons (livre em solução ou imobilizados 

juntamente com a enzima no sensor base) atuando na transferência eletrônica entre 
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o sítio ativo da enzima e a superfície do eletrodo, com o objetivo de diminuir o 

potencial de trabalho aplicado (potencial de detecção), reduzindo assim a 

interferência causada por outros compostos presentes em solução que possam 

sofrer reações eletródicas3. Na FIGURA 1.3 é apresentado um esquema de 

funcionamento de um biossensor de segunda geração. 

Os mediadores de elétrons geralmente são cátions de metais de 

transição e seus complexos. Os mais comuns são complexos de íons ferro, tais 

como hexacianoferrato (III) ([Fe(CN)6]3−) e ferroceno ([Fe(C5H5)2]+)3. 

As desvantagens apresentadas por esses biossensores são: os 

mediadores de elétrons podem facilitar também a transferência de elétrons de 

reações paralelas à reação entre enzima e substrato, levando a interferências na 

medida, além da dificuldade de imobilização do mediador juntamente com a enzima 

no sensor base. Por outro lado, o emprego do mediador de elétrons em solução 

possui a desvantagem de ter que empregar a solução de mediador apenas uma ou 

poucas vezes, não oferecendo vantagem adicional. 

 

 
FIGURA 1.3 – Esquema de funcionamento de um biossensor de segunda geração. 

Mox: Mediador oxidado, Mred: Mediador reduzido. 
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1.2.3 Biossensores de terceira geração 
Os biossensores de terceira geração são aqueles baseados na transferência direta 

de elétrons entre o centro ativo da enzima e a superfície do eletrodo sem o emprego 

de mediadores de elétrons, atuando em baixos potenciais. A transferência eletrônica 

está associada a transformação catalítica do substrato para produto, promovida pelo 

centro ativo da enzima. Na FIGURA 1.4 é apresentado um esquema de 

funcionamento de um biossensor de terceira geração. 

A grande vantagem apresentada por estes biossensores é uma melhor 

seletividade, pois os processos ocorrem em menores potenciais, o que diminui a 

possibilidade de outros compostos presentes em solução interferirem na medida. 

 

 
FIGURA 1.4 – Esquema de funcionamento de um biossensor de terceira geração.  

CAox: Centro ativo oxidado, CAred: Centro ativo reduzido. 

 

1.3 Métodos de imobilização enzimática 
O modo de imobilização da enzima em um determinado suporte é uma 

etapa crítica no desenvolvimento dos biossensores, pois ao ser imobilizada a enzima 

deve manter sua atividade biológica, ou seja, o centro ativo da enzima não deve se 

desnaturar ou sofrer modificações com a imobilização. A grande utilidade da 

imobilização enzimática é evitar o uso destes materiais na forma solúvel, sem 

exigência de retirá-los do meio reacional para subsequente aplicação; isso faz com 

que se tenha uma diminuição do custo por análise e um aumento da rapidez e 

exatidão do processo1,10. 
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Existem diversos métodos de imobilização enzimática, dentre eles 

adsorção física, oclusão em gel, encapsulação, ligação covalente e ligação 

covalente cruzada1,4,11,12, sendo que cada um apresenta suas vantagens e 

desvantagens dependendo da aplicação e do transdutor utilizado. 

 

1.3.1 Adsorção física 
O método de adsorção física, é o método mais simples de imobilização 

enzimática, é baseado na adsorção da enzima sobre o substrato através de 

interações de Van der Waals, ligações covalentes e/ou ligações de hidrogênio. 

Diversos materiais podem ser utilizados como substrato para adsorção de enzimas, 

tais como, alumina, carvão, grafite, resinas de troca-iônica, sílica-gel, vidro, entre 

outros. As principais vantagens desse método são a simplicidade de execução, 

baixo custo e grande variedade de suportes que podem ser utilizados. Entretanto, 

apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de um maior controle de 

diversos fatores (força iônica, pH, temperatura, e solvente) – importantes em 

qualquer processo em que se trabalhe com enzimas –  para que a enzima se 

mantenha fixa ao substrato (sensor base) e não ocorra sua lixiviação 

(desprendimento) durante a medida. 

 

1.3.2 Oclusão em gel 
Este método baseia-se no confinamento do material biológico dentro 

dos interstícios de um gel, em que o biomaterial é misturado com uma solução de 

um monômero e em seguida ocorre a polimerização. Diversos materiais podem ser 

utilizados para obtenção dos géis, como poliacrilamida, Nylon®, álcool polivinílico, 

borracha de silicone, entre outros. A vantagem deste método é o fato da 

imobilização por oclusão não alterar a estrutura da enzima, fazendo com que a 

reação entre substrato e enzima não sofra modificação. No entanto, este método 

pode dar origem a diferentes tamanhos de poros, ocasionando dificuldade ou 

mesmo o impedimento de difusão de moléculas maiores do substrato. Além disso, 

pode ocorrer a perda da enzima (por lixiviação) através dos poros do gel. 

 

1.3.3 Microencapsulação 
Este método fundamenta-se no confinamento das enzimas em 

microcápsulas de membranas semipermeáveis fixadas sobre o eletrodo. As 
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microcápsulas possuem porosidade controlada, o que propicia a difusão do 

substrato e dos produtos da reação enzimática. Diversas membranas como acetato 

de celulose, policarbonatos, Nylon®, quitosana e colágeno são utilizadas para este 

fim. As vantagens apresentadas são a possibilidade de se imobilizar várias enzimas 

em uma única etapa e a manutenção da atividade enzimática. Como desvantagens, 

tem-se a dificuldade de fixação das microcápsulas nos eletrodos e restrição à 

chegada do substrato na camada enzimática.  

 

1.3.4 Ligação covalente em suportes 
O método de ligação covalente é um dos mais utilizados e se baseia na 

formação de ligações entre os grupos não ativos da enzima (não essenciais para 

atividade catalítica) com grupos reativos específicos presentes no suporte tais como, 

hidroxilas (–OH), carbonilas (–C(=O)), aminas (–NH2), imidazólicos (C3H4N2) e 

tiólicos (–SH). Como vantagens do método podem ser destacadas uma menor 

lixiviação e maior estabilidade entre enzima-suporte frente a variações de pH, força 

iônica e solventes. A desvantagem está na possibilidade de diminuição da atividade 

enzimática por alterações da estrutura dos sítios ativos enzimáticos, ou ainda, por 

reação dos grupos funcionais ativos com o reagente de ligação. Alguns reagentes 

utilizados no desenvovimento de biossensores por ligação covalente em suportes 

são o glutaraldeído (GA), epicloridrina, glioxal, aminotióis, 1etil-3-[3-

dimetilaminopropil] carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS). 

 

1.3.5 Ligação covalente cruzada 
O princípio deste método é a formação de ligações covalentes 

cruzadas (crosslinking) entre as moléculas das enzimas, por meio de reagentes 

bifuncionais levando a formação de uma rede rígida. Diversos reagentes podem ser 

utilizados para este fim, sendo que o mais utilizado é o glutaraldeído (GA)13-16. Como 

principais vantagens destacam-se a simplicidade e menor tempo de execução, além 

deste método gerar uma forte interação enzima-enzima, o que minimiza a lixiviação 

da mesma e leva a uma maior estabilidade do biossensor. Em contrapartida, existem 

algumas desvantagens, como dificultar o processo difusional pela introdução de 

barreiras, o que leva a um aumento no tempo de resposta do biossensor. Além 

disso, pode ocorrer a diminuição da atividade enzimática por mudanças 
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conformacionais no centro ativo da enzima, podendo diminuir o sinal analítico e 

aumentar o tempo de resposta do biossensor. 

 

1.4 Nanotubos de Carbono 
Os nanotubos de carbono (CNTs) se tornaram foco de intensa 

pesquisa, principalmente no desenvolvimento de sensores e biossensores para 

diversas aplicações em eletroanálise17-22. Isso se deve às suas propriedades físicas 

e químicas interessantes, tais como elevada área superficial, alta resistência 

mecânica, excelente condutividade elétrica e térmica, facilidade para promover a 

transferência eletrônica e diminuição do potencial de trabalho (eletrocatálise), além 

da possibilidade de funcionalização para se ancorar enzimas, por exemplo, para uso 

em biossensores eletroquímicos enzimáticos23,24. 

Os nanotubos de carbono (CNTs) podem ser considerados como uma 

folha de grafeno enrolada entre si formando um cilindro, o qual é fechado como uma 

espécie de abóboda de carbono18. Esta é uma maneira simples e fácil de descrevê-

los, no entanto, sabe-se que os CNTs são sintetizados de maneiras distintas. Este 

assunto será abordado novamente na Seção 1.4.1.  

Os CNTs são classificados quanto ao número de paredes, existem 

diversos tipos: nanotubos de carbono de parede simples (em inglês, Single-Walled 

Carbon Nanotubes – SWCNTs), nanotubos de carbono de paredes duplas (em 

inglês, Double-Walled Carbon Nanotubes – DWCNTs) e nanotubos de carbono de 

paredes múltiplas (em inglês, Multi-Walled Carbon Nanotubes – MWCNTs) que 

apresentam três ou mais paredes. Os CNTs podem apresentar diâmetros variáveis 

entre 1 a 2 nm (SWCNTs) chegando até 2 a 100 nm (MWCNTs). Na FIGURA 1.5 

são apresentas as duas principais formas de CNTs. 

 

           
FIGURA 1.5 – Representação esquemática das principais formas de CNTs: (A) 

SWCNTs e (B) MWCNTs. 
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Uma das características que fazem com que os CNTs sejam 

amplamente empregados na modificação de eletrodos é a capacidade que este 

material possui em promover a transferência eletrônica com grande habilidade, o 

que leva a uma melhora nas propriedades de detecção dos dispositivos 

eletroquímicos: como diminuição do potencial de trabalho para uma vasta gama de 

substratos eletroativos e aumento de sinal analítico18,21, este efeito é chamado de 

eletrocatalítico.  

O efeito eletrocatalítico implica em um aumento da seletividade do 

(bios)sensor, pois há uma diminuição na possibilidade de se atingir os potenciais de 

eletrólise de espécies interferentes17,19, o que contribui para o melhor desempenho 

dos eletrodos modificados (EMs) com CNTs frente aos eletrodos de carbono 

convencionais. Além disso, os EMs com CNTs apresentam faixa de potencial de 

trabalho relativamente ampla e são quimicamente inertes em diversos eletrólitos 

suporte21. 

A propriedade eletrocatalítica dos CNTs é atribuída ao mecanismo de 

transporte de elétrons, podendo apresentar características de metal ou semicondutor 

dependendo da sua estrutura. Para compreender as diferentes estruturas dos CNTs, 

deve-se imaginar uma folha de grafeno enrolada de modo a formar um cilindro (de 

forma determinada). É então definido um vetor quiral (ܥ௛ሬሬሬሬԦ), que caracteriza o CNT. 

Esse vetor (ܥ௛ሬሬሬሬԦ) é função de duas componentes, os vetores unitários da rede 

hexagonal, ܽଵሬሬሬሬԦ e ܽଶሬሬሬሬԦ, e os índices de Hamada (n,m), dois números inteiros25. Desta 

maneira, o vetor quiral ܥ௛ሬሬሬሬԦ é definido como ܥ௛ሬሬሬሬԦ ൌ ݊ܽଵሬሬሬሬԦ ൅ ݉ܽଶሬሬሬሬԦ, conforme apresentado 

na FIGURA 1.6. A direção de enrolamento da folha de grafeno é definida pelo vetor 

quiral ܥ௛ሬሬሬሬԦ e pelo ângulo quiral 26ߠ. 
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FIGURA 1.6 – Esquema da representação dos vetores unitários (ܽଵሬሬሬሬԦ) e (ܽଶሬሬሬሬԦ), vetor 

quiral (ܥ௛ሬሬሬሬԦ) e vetor de translação ( ሬܶԦ) sobre uma folha de grafeno. Figura retirada da 

dissertação de QUINTERO27. 

 

Os CNTs são classificados quanto à quiralidade, de acordo com os 

valores de n e m, além do ângulo quiral (ߠ), que varia entre 0° e 30°. As estruturas 

possíveis estão apresentadas na FIGURA 1.7, são elas: zigzag (n ≠ m = 0; 30° = ߠ), 

armchair (n = m; 0° = ߠ) e quiral (n ≠ m ≠ 0; 0°< 30°> ߠ). 

 

                     
FIGURA 1.7 – Representação de SWCNTs exibindo diferentes quiralidades:  

(A) zig-zag (30° = ߠ), (B) armchair (0° = ߠ) e (C) quiral (0°< 30°> ߠ). 

 

Baseado na quiralidade, os CNTs podem apresentar propriedades 

metálicas ou de semicondutor. Assim, quando os índices de Hamada (n,m) são 

múltiplos de três os CNTs apresentam propriedades metálicas, do contrário, exibem 

propriedades de semicondutor. Desta maneira, os CNTs do tipo armchair 

apresentam propriedades metálicas, os do tipo zig-zag propriedades de 
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semicondutor e os do tipo quiral podem mostrar propriedades metálicas ou de 

semicondutores. 

 

1.4.1 Síntese dos nanotubos de carbono 
Existem diversos métodos para sintetizar CNTs, os mais empregados 

são ablação a laser (vaporização a laser), pirólise em arco voltaico e deposição 

química em fase vapor (CVD). Todos esses métodos apresentam dois problemas, 

deixam resíduos dos catalisadores e geram carbono amorfo conjuntamente aos 

CNTs. 

A síntese por ablação a laser baseia-se em vaporizar um material de 

carbono em altas temperaturas (1200 °C) geradas por um laser mantendo-se a 

pressão controlada. Utiliza-se um gás inerte, hélio ou argônio, para se resfriar o 

carbono vaporizado. Os CNTs são depositados em um tubo refrigerado localizado 

fora do forno. Utilizam-se materiais catalíticos como ferro (Fe) e cobalto (Co) para 

dopar previamente o material carbonáceo, obtendo-se assim SWCNTs após a 

vaporização28. 

O princípio da descarga por arco voltaico é a geração de um arco 

elétrico entre dois eletrodos de grafite separados por cerca de 1 mm, em atmosfera 

de gás inerte (hélio ou argônio) e pressão reduzida. A alta corrente que passa entre 

os eletrodos (entre 50 e 120 A) em um potencial de 30 V, leva a formação de um 

plasma de alta temperatura (> 3000 °C). Assim, o carbono é sublimado e 

condensado rapidamente formando os CNTs29. Está técnica pode ser utilizada para 

síntese de SWCNTs e MWCNTs separadamente. Para produção de SWCNTs, 

utiliza-se o grafite dopado com diversos metais, tais como ferro (Fe), cobalto (Co), 

níquel (Ni), e ítrio (Y). Este método foi utilizado por IIJIMA em 1991 quando ele 

sintetizou os MWCNTs pela primeira vez30. 

Já o método de deposição química em fase vapor (CVD) é o mais 

utilizado atualmente e compreende em aquecer um substrato (entre 800–1100 °C) 

modificado com partículas metálicas catalíticas, em atmosfera inerte, para decompor 

o gás precursor (que possui átomos de carbono). No reator dois gases são 

misturados, hidrogênio (H2), nitrogênio (N2) ou amônia (NH3) com um gás precursor: 

metano (CH4), etileno (C2H4) ou acetileno (C2H2). Assim, as ligações covalentes dos 

gases precursores são rompidas e os átomos liberados se dirigem para as bordas 

das partículas metálicas, em que os CNTs são crescidos. Diversos metais são 
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utilizados para a modificação do substrato, entre eles partículas de Fe, Co, Ni ou 

misturas desses metais31. A grande vantagem do método CVD é a possiblidade de 

se controlar melhor as variáveis de síntese, desta maneira, há eficiência na 

obtenção de grandes quantidades de CNTs de boa qualidade com menor teor de 

impurezas32. 

 

1.4.2 Tratamento dos nanotubos de carbono 
A utilização de CNTs é limitada pela baixa solubilidade em vários 

solventes, entre eles, água, metanol, etanol e isopropanol. Existem diversos 

métodos de tratamento químico ou funcionalização de CNTs, que destinam-se a 

promover o aparecimento de grupos funcionais polares sobre sua superfície, dentre 

eles, exposição ao ozônio33, vapor de água34, dióxido de carbono35, peróxido de 

hidrogênio36, plasma de oxigênio37, ácido nítrico concentrado38, ácido clorídrico 

concentrado38 ou misturas de ácidos nítrico e sulfúrico concentrados38-43. Os 

principais procedimentos empregam os ácidos clorídrico, nítrico e sulfúrico ou suas 

misturas, devido à alta eficiência de funcionalização40. 

A funcionalização de CNTs por ácidos oxidantes concentrados ou 

mistura de ácidos é amplamente utilizada e visa abrir as extremidades dos CNTs, 

eliminar o carbono amorfo e impurezas metálicas provenientes da síntese, bem 

como incorporar grupos funcionais polares como grupos carboxilas (–COOH), 

hidroxilas (–OH), quinonas (–C(=O)), nitros (–NO2), aminas (–NH2) ou sulfônicos (–

SO3H) nas extremidades ou nos defeitos das paredes da estrutura dos CNTs38-43. A 

FIGURA 1.8 ilustra uma representação dos CNTs antes e após tratamento ácido: há 

abertura da extremidade do tubo, aparecimento de defeitos na estrutura e 

incorporação de grupos funcionais. 
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FIGURA 1.8 – Representação da incorporação dos grupos funcionais nos CNTs, 

pelo tratamento químico com mistura de ácidos HNO3 e H2SO4. Figura adaptada da 

dissertação de QUINTERO27. 

 

O aumento da solubilidade e principalmente da velocidade de 

transferência eletrônica são atribuídos à presença dos grupos funcionais que são 

criados nos planos de borda44,45. Esses planos de borda encontram-se justamente 

nos defeitos ao longo dos tubos e nas bordas dos CNTs, os quais surgem após 

tratamento oxidante. A literatura relata que o transporte eletrônico ocorre de forma 

balística (no plano basal)44, ou seja, sem se espalhar ao longo do comprimento do 

tubo, pois os elétrons não se chocam com os átomos da rede, promovendo a 

condução de correntes através de grandes extensões22. Essa integração entre a 

condução balística e a presença dos planos de borda faz com que os CNTs sejam 

excelentes materiais para mediação da transferência de elétrons em reações com 

espécies em solução. 

A presença de grupos funcionais nos CNTs cria um ambiente sucetível 

a interações com enzimas, por adsorção, por ligações covalentes ou até mesmo 

pelo aprisionamento destas moléculas biológicas23,24. Ademais, os CNTs 

apresentam dimensões (em nível molecular) similares aos das enzimas, o que pode 

melhorar a resposta para biossensores que empregam estes materiais17,19. Assim, 

diversos biossensores empregando CNTs são descritos na literatura para as mais 

diversas aplicações15,17,19,46-49, tais como,glicose, frutose, colesterol, compostos 

fenólicos, peróxido de hidrogênio, alcoóis, pesticidas organofosforados, fármacos, 

etc. 
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1.5 Nanopartículas metálicas 
As nanopartículas metálicas (NPs) têm sido alvo de estudos na última 

década para utilização em muitos dispositivos tecnológicos. Diversos métodos de 

síntese para a produção de NPs foram desenvolvidos, a maior parte envolvendo 

uma síntese química, mas existem ainda os métodos físicos, ou processos 

mecânicos50. Em particular, as NPs possuem um tamanho entre 1 e 100 nm, 

exibindo propriedades únicas que não são encontradas para o mesmo material 

enquanto sólido (bulk) e têm sido amplamente estudadas para o emprego em áreas 

distintas: ambiental, farmacêutica, médica, cosmética, energética, entre outras51,52. 

Em geral, existem duas estratégias para preparação de NPs. Os 

métodos físicos de síntese ou também chamados Top down, que consistem em 

quebrar as partículas do estado macro até chegarem à escala nanométrica. Já as 

sínteses químicas ou Botton up, baseiam-se em reações químicas e utilização de 

precursores moleculares ou atômicos53. Na FIGURA 1.9 estão apresentadas as duas 

estratégias de obtenção de NPs. A grande vantagem do método Botton up é o fato 

de ser mais simples e possibilitar maior controle do tamanho e forma, obtendo-se 

assim partículas menores do que aquelas obtidas pelo método Top down. 

 

 
FIGURA 1.9 – Representação esquemática das rotas de síntese Top down e Botton 

up na obtenção de NPs. 

 

O método mais empregado na obtenção de diversas NPs (ouro, prata, 

platina, ródio) é o Método de Turkevich54 ou também chamado de Método do Citrato, 

que consiste em uma reação de óxido-redução (em meio aquoso) entre o citrato e o 

sal metálico (sal solúvel), como um cloreto ácido de ouro(III) (HAuCl4), por exemplo. 

A Equação 4 apresenta a reação de óxido-redução entre o citrato e o sal de ouro: 
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3Cit(red) → 3Cit(oxi) + 3CO2 + 3H+ + 3e−       Eq. 2 
 

AuCl4−(aq) + 3e− → Au0
(s) + 4Cl−        Eq. 3 

 

3Cit(red) + AuCl4−(aq) → 3Cit(oxi) + Au0
(s) + 4Cl− + 3CO2 + 3H+   Eq. 4 

 

Onde Cit(red) =  

−O O−

OH

O−

OO

O e Cit(oxi) = 
−O O−

OO

O  

 

Este procedimento é simples, rápido, reprodutível (capaz de gerar NPs 

com tamanhos de 20 nm aproximadamente), de baixo custo e seguro (reação 

realizada em meio aquoso). Outra importante vantagem do Método de Turkevich é o 

fato do ânion se comportar como redutor do sal metálico e estabilizante das NPs, 

não sendo necessária a adição de substâncias estabilizantes. Além do citrato, outros 

agentes redutores podem ser empregados, dentre eles o ácido ascórbico ou ácido 

tartárico. 

Um método também empregado na síntese de NPs é o da redução 

com borohidreto de sódio54,55 utilizando íons citrato como estabilizante. Pode-se 

também estabilizar as NPs adicionando excesso de borohidreto de sódio. Assim, o 

borohidreto ficará adsorvido na superfície das NPs, que ficarão carregadas 

negativamente, dificultando a agregação das NPs devido a repulsão entre elas.  A 

Equação 5 apresenta como exemplo, a reação de óxido-redução entre o borohidreto 

e o sal de prata na síntese de NPs de prata (AgNPs): 

 

2 AgNO3(aq) + 2 NaBH4(aq) → 2 Ag0
(s) + H2(g) + B2H6(g) + 2 NaNO3(aq)  Eq. 5 

 

Outro método que tem sido muito empregado nos últimos anos na 

obtenção de AuNPs é o Método de Brust55, em que a reação de redução entre o 

AuCl4− e borohidreto de sódio ocorre em meio bifásico (água-tolueno) em presença 

de um alcanotiol. Com este procedimento pode-se obter AuNPs com tamanhos entre 

1 – 3 nm aproximadamente, que se mantêm estáveis (sem se decompor ou agregar) 

por várias semanas. 
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Na eletroanalítica, as NPs metálicas têm sido utilizadas na modificação 

de eletrodos, devido principalmente a algumas vantagens em relação aos chamados 

macroeletrodos, entre elas, grande área de contato, efeito eletrocatalítico e aumento 

do transporte de massa54. Essas vantagens podem propiciar um desempenho 

analítico superior (maior sensibilidade e menores limite de detecção e diminuição do 

potencial de trabalho) em relação aos eletrodos convencionais36,42,46,56-58. Para 

explicar esse melhor desempenho, surgiu o conceito dos chamados nanoeletrodos, 

ou seja, em um arranjo de NPs cada uma funciona como um microeletrodo59. Essa 

redução de um eletrodo para a escala nanométrica melhora consideravelmente o 

transporte de massa devido à contribuição da difusão radial e a diminuição da razão 

sinal/ruído, já que apresenta baixa resistência interna. Assim, diversos eletrodos 

modificados com NPs têm sido desenvolvidos em procedimentos 

eletroanalíticos52,57,60-62. 

A preparação de sensores pode ser realizada com o uso de NPs de 

ouro, paládio, platina entre outras, levando a um aumento da estabilidade e 

permitindo-se trabalhar em menores potenciais de trabalho, causando uma 

diminuição do efeito de possíveis interferentes presentes nas amostras. Outras 

características fomentam o uso das NPs no desenvolvimento de sensores e 

biossensores, dentre elas, resistência mecânica, alta condutividade elétrica, além de 

boa compatibilidade com biomoléculas56,63,64. Sobretudo as AuNPs têm dimensões 

semelhantes às das enzimas, o que pode levar a uma melhora da resposta para 

estes dispositivos (melhor comunicação entre enzima e materiais de eletrodo)60. 

Diversos trabalhos reportados na literatura têm explorado a combinação entre 

AuNPs e biomoléculas no desenvolvimento de novos biossensores para a 

determinação de sulfito em alimentos46, compostos fenólicos em amostras 

ambientais48,62,65, peróxido de hidrogênio61, entre outros. 

 

1.6 Dihexadecil hidrogenofosfato 
Dihexadecil hidrogenofosfato (DHP) ou dicetilfosfato é uma molécula 

com uma cabeça polar e duas longas caudas hidrofóbicas66 (FIGURA 1.10 A). É um 

agente tensoativo (surfactante), que ao ser disperso em água (por agitação 

ultrassônica) em uma concentração adequada (normalmente 1,0 mg/mL), produz um 

filme estável na superfície do eletrodo após evaporação da água. Essa estabilidade 

do filme formado é atribuída provavelmente à formação de ligações de hidrogênio 
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entre as moléculas do DHP, que se polimerizam47 (FIGURA 1.10 B). Desta maneira, 

o DHP tem sido utilizado juntamente com outros materiais (que são aprisionados nos 

interstícios do polímero formado), tais como nanotubos de carbono, nanopartículas 

metálicas e enzimas, no desenvolvimento de sensores61,67 e biossensores47,68-70. 
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FIGURA 1.10 – (A) Estrutura molecular do DHP. (B) Possível forma polimerizada do 

DHP após evaporação do solvente (água). 

 

1.7 Hidrocloreto de polialilamina (PAH) 
O hidrocloreto de polialilamina (PAH) é um polieletrólito catiônico fraco 

que possui vários grupos amino (–NH2) ionizáveis em sua cadeia, estando 

totalmente protonado em soluções neutras e ácidas e totalmente desprotonado em 

soluções ligeiramente básicas (pKa entre 8,5 – 9,67 em solução aquosa)71-74. Assim, 

em pH 8,0, por exemplo, somente uma fração de grupos –NH2 na estrutura do PAH 

está protonado e torna-se –NH3
+. Por outro lado, em pH 4,0 ele está totalmente 

protonado. Na FIGURA 1.11 é apresentada a estrutura molecular do PAH. Esse 

polieletrólito tem sido utilizado juntamente com um polieletrólito aniônico por meio da 

técnica de camadas automontadas (layer-by-layer) no desenvolvimento de sensores 

e biossensores71,74,75. Ademais, é utilizado em química e aplicações biomédicas para 

liberação controlada de fármacos e medicamentos76. 

NH2

n

HCl

 
FIGURA 1.11 – Estrutura molecular do PAH. 
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Além disso, o PAH tem sido empregado em dispersões contendo 

nanotubos de carbono (SWCNTs e MWCNTs)46,73,76-80 por formar uma suspensão 

estável e homogênea em água, permitindo assim a modificação de eletrodos de 

carbono vítreo para diferentes fins. Nosso grupo tem trabalhado com eletrodos de 

carbono vítreo modificado com filmes de MWCNTs e PAH para diversas aplicações 

tais como, determinação de ácido ascórbico78 e sulfito46,73,78 em alimentos e ainda 

ciprofibrato79 e propiltiouracil77 em formulações farmacêuticas. 

 

1.8 Líquidos Iônicos 
Os líquidos iônicos (ILs) são sais, compostos por um cátion orgânico 

volumoso e um ânion orgânico ou inorgânico, estes são líquidos a uma temperatura 

inferior a 100 °C81. TORRIERO e BOND afirmam que essa definição pode ser 

arbitrária para distinguir ILs dos classicamente conhecidos sais fundidos82. Os ILs 

são diferenciados dos típicos sais inorgânicos por sua baixa temperatura de fusão. 

Em contrapartida, os sais inorgânicos típicos possuem uma alta temperatura de 

fusão de cerca de 1000 °C, a qual é atribuída a uma forte atração eletrostática entre 

os íons, refletindo em elevadas energias reticulares. A grande diferença de tamanho 

entre um cátion volumoso e um ânion pequeno (no caso dos ILs) não permite uma 

forte atração eletrostática entre eles, pois sendo os ILs compostos orgânicos, estão 

presentes entre os íons interações de van der Waals (entre as cadeias alifáticas), 

ligações de hidrogênio fracas (entre cátion e ânion) e interações do tipo π–π (entre 

anéis aromáticos) que irá refletir em baixas energias reticulares, fazendo com que os 

íons sejam desorganizados. Como resultado, muito destes sais permanecem no 

estado líquido à temperatura ambiente83-85. Por exemplo, o NaCl tem um ponto de 

fusão em torno de 800 °C, quando o sódio é substituído por 1-butil-3-metil-imidazol 

(BMIM) o ponto de fusão decresce para quase 60 °C86. 

Os cátions mais empregados para a formação dos ILs são derivados 

de imidazol, piridínio, piperidínio, pirrolidínio, amônio, fosfônio e sulfônio, os quais 

podem ser combinados com diversos ânions tais como brometo, cloreto, nitrato, 

tiocianato, tetrafluorborato, hexafluorfosfato, dicianamida, metilsulfato, Bis 

(trifluormetilsulfonil) imida, entre outros, os quais estão apresentados na TABELA 
1.1. 
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TABELA 1.1 – Cátions e ânions mais utilizados na formação de ILs 

Cátions Ânions 

NN
R2R1

 
Imidazol 

NO3

Br

Cl

 

Brometo 

Cloreto 

Nitrato 

 

NN CH3

H3C

 

BMIM S C N  Tiocianato 

N

R1

 

Piridínio B

F

F
F

F

 

Tetrafluorborato 

N

R2R1

 

Piperidínio P
F

F
F F

F
F

 

Hexafluorfosfato 

N
R2R1

 

Pirrolidínio N
CC NN  

Dicianamida 

N

R1

R2
R3

R4

 

Tetraalquilamônio S

O

O
OCH3

O

 

Metilsulfato 

P

R1

R2
R3

R4

 

Tetraalquilfosfônio
N

SS

O
CF3

O

O

O

F3C

 

Bis 
(trifluormetilsulfonil)

imida 
 

S

R1

R2
R3  

Trialquilsulfônio   

R1, R2, R3 e R4 = Grupos alquílicos ou H. 

 

Os ILs podem ser divididos em dois grupos de acordo com sua 

solubilidade em água, sendo classificados como ILs imiscíveis (hidrofóbicos) ou ILs 

miscíveis (hidrofílicos) em água. 
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A miscibilidade de ILs em água é fortemente dependente dos 

ânions87,88. Assim, Cl−, Br−, I−, NO3
−, CH3COO− e CF3COO− são ânions que fazem 

com que o IL seja miscível em água. Já o PF6
− e o Tf2N− deixam o IL imiscível em 

água. Os ânions BF4
− e CF3SO3

− são, em geral, miscíveis em água. Entretanto, essa 

miscibilidade depende da estrutura dos cátions presentes no IL, ela diminui com o 

aumento do comprimento da cadeia catiônica (cadeia alquílica)84. 

Desta maneira, combinando-se cátions e ânions apropriados, é 

possível modificar de maneira controlada as propriedades físico-químicas dos ILs, 

tais como, ponto de fusão, condutividade iônica, constante dielétrica, viscosidade, 

densidade e ainda miscibilidade em água, propriedades de fundamental importância 

em aplicações como, síntese (orgânica, inorgânica), catálise, extração, separação, 

reações enzimáticas, dispositivos eletroquímicos (baterias, capacitores, células a 

combustível, células fotovoltaicas e sensores eletroquímicos) entre outras83-85,89. 

A utilização dos ILs no desenvolvimento de novos métodos 

eletroquímicos tem atraído à atenção de muitos pesquisadores nos últimos anos, 

sendo uma área em grande desenvolvimento. Os ILs têm sido empregados no 

desenvolvimento de sensores para gases, íon-seletivos, voltamétricos e 

biossensores84,90,91. 

Neste contexto, a utilização de ILs em eletroanálise fornece algumas 

características como a estabilidade nas respostas eletroquímicas, condutividade 

iônica elevada e ampla janela de potencial. Nos últimos anos, os ILs têm sido 

utilizados como materiais condutores no desenvolvimento de sensores 

eletroquímicos e biossensores, sobretudo em materiais híbridos de carbono-IL92,93, 

na maioria dos casos incorporando-os em pastas de carbono94 ou em compósitos95. 

O uso de ILs no desenvolvimento de biossensores se mostra interessante, pois 

apresentam boa compatibilidade com biomoléculas e enzimas90,91. Além disso, 

existem alguns trabalhos envolvendo ILs incorporados em filmes na superfície dos 

eletrodos92. Como se sabe, eletrodos de filme são uma boa alternativa para 

aprisionar proteínas e enzimas, já que conservam a sua bioatividade e não 

interferem na resposta eletroquímica. 

 

1.9 Tirosinase 
A tirosinase (Tyr) é uma metaloproteína que possui dois átomos de 

cobre em seu centro ativo, é também conhecida como polifenol oxidase (PPO) ou 
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catecol oxidase. Esta importante enzima catalisa a oxidação de reações, tais como: 

o-hidroxilação de monofenóis a o-diidroxi fenóis e, subsequentemente, oxidação de 

o-diidroxi fenóis a o-quinonas, em presença de oxigênio molecular. As Equações 6 e 

7 apresentam como exemplo, a oxidação de fenol a catecol com posterior oxidação 

a o-quinona, catalisada pela enzima Tyr em presença de oxigênio. 

 

OH

fenol

OH
OH

catecol

+ H2O+ O2 + 3 H+ Tyr

    Eq. 6 

OH
OH

O
O

+ 1/2 O2

catecol o-quinona

+ H2O
Tyr

    Eq. 7 

 

A Tyr tem sido amplamente utilizada na construção de biossensores 

para determinação de fenóis96-99. JANEGITZ e colaboradores propuseram um novo 

biossensor para fenol baseado na transferência direta de elétrons através da 

imobilização direta de Tyr em nanopartículas de ouro eletrodepositados sobre a 

superfície de um eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)62. Em outro trabalho, 

YANG e colaboradores construíram um filme composto por nanopartículas de níquel, 

quitosana e Tyr para a detecção de catecol100. ARECCHI et al. desenvolveram um 

biossensor de Tyr para a detecção amperométrica de compostos fenólicos em 

alimentos, em que a enzima foi imobilizada sobre um eletrodo de carbono vítreo 

coberto por uma membrana de nanofibras de Nylon®101. 

A PPO pode ser encontrada na natureza em diversos tecidos vegetais, 

como por exemplo, abacate, abobrinha, banana, batata doce, batata inglesa, 

berinjela, beterraba, jaca, kiwi, maçã, manga, pêssego, pêra, morango, uva, entre 

outros102. A concentração da enzima nos tecidos vegetais é dependente de alguns 

fatores como, local de plantio, período da colheira e estado de amadurecimento (a 

concentração é menor em frutos e/ou vegetais não amadurecidos102). O uso de 

tecidos vegetais para obtenção de PPO é devido principalmente à simplicidade, 

rapidez e eficiência de extração, bem como pelo baixo custo de frutas e vegetais.  
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Entretanto, o uso de tecidos vegetais como fonte enzimática pode 

apresentar algumas desvantagens, entre elas a multiplicidade de enzimas que pode 

ocasionar uma menor seletividade do biossensor (em alguns casos), além de 

diminuir a atividade enzimática em função do tempo, pois podem ocorrer reações 

entre a enzima (em presença de oxigênio molecular) e os substratos naturais 

presentes nos tecidos vegetais, no caso de soluções de extratos enzimáticos. Para 

diminuir esses efeitos, os extratos podem ser obtidos na presença de alguns 

estabilizadores ou protetores, substâncias que separam os compostos fenólicos 

naturais dos extratos enzimáticos. Um agente protetor muito empregado é o 

polímero polivinilpirrolidona (PVP), que apresenta baixa solubilidade em água e é 

capaz de formar ligações de hidrogênio com os substratos fenólicos. Na FIGURA 

1.12 está apresentada a interação entre o PVP e compostos fenólicos naturais por 

meio de ligações de hidrogênio. 

 

HO
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CH CH2CH2CH CH CH2 CH CH2
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O
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FIGURA 1.12 –  Interação entre o polímero PVP e substratos fenólicos naturais por 

ligações de hidrogênio. 

 

Outros compostos podem ser utilizados como agentes protetores, 

removendo os substratos naturais dos extratos enzimáticos entre eles, resinas de 

troca iônica, policaprolactona e polietileno glicol102. Assim, inúmeros tecidos vegetais 

têm sido utilizados no desenvolvimento de biossensores para inúmeras 

aplicações102, dentre elas ambientais103, farmacêuticas104-106, biológicas94 e 

alimentícias46,107-109. 

A atividade da Tyr pode ser inibida por diversas substâncias como, 

sulfito, ácido ascórbico, tiocianato, azida, além de diversos poluentes (carbamatos, 

organofosforados, ditiocarbamatos, atrazinas, tiuréas, etc)12,104,108,110. Sendo assim, 
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biossensores baseados em Tyr podem ser empregados para se determinar o 

inibidor. Para tanto, trabalha-se com uma concentração fixa de substrato e monitora-

se a diminuição na concentração do oxigênio no meio reacional ou na concentração 

da quinona gerada pela ação enzimática. 

 

1.10 Compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos têm um ou mais grupos hidroxila (–OH) ligados 

ao anel aromático. Esses compostos são um dos principais contaminantes presentes 

em águas residuárias amplamente empregados em diversas indústrias, dentre elas 

madeireira, de tecidos, de herbicidas e pesticidas, farmacêutica, etc62,96,98,111. A 

contaminação de solos e águas superficiais por compostos fenólicos representa um 

grande risco para a fauna e a flora, pois mesmo em baixas concentrações são 

tóxicos, podendo causar diversas doenças, incluindo o câncer112,113. 

Muitos métodos para a determinação analítica de compostos fenólicos 

estão descritos na literatura, incluindo métodos empregando técnicas como a 

cromatografia gasosa114, cromatografia líquida de alta eficiência115,116, 

quimioluminescência117, eletroforese capilar118 e espectrofotometria116. Contudo, 

estes métodos necessitam de pré-tratamento de amostra e requerem maiores 

tempos de análise, além de serem inadequados para um monitoramento in situ das 

amostras.  

O método espectrofotométrico é o método oficial recomendado pelo 

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater119 para 

determinação de compostos fenólicos em águas naturais, de abastecimento, 

residuárias e do mar. Esse método baseia-se na reação entre 4-aminoantipirina e o 

composto fenólico para produzir antipirina detectada em 500 nm. Todavia, este é um 

método moroso, uma vez que há a necessidade de se aguardar 15 min para se fazer 

a leitura da antipirina formada. Portanto, novos métodos têm sido desenvolvidos 

para a determinação de compostos fenólicos em água, sobretudo, métodos 

eletroanalíticos envolvendo sensores66,120,121 e biossensores48,98,99,110,112,113,122-128.  

O desenvolvimento de novos biossensores para a determinação de 

compostos fenólicos apresenta algumas vantagens tais como, rápida resposta, 

menores tempos de análise já que não há necessidade de tratamento sofisticado da 

amostra, baixo custo, simplicidade de preparação, além de elevadas sensibilidade e 
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seletividade, sendo uma boa opção para a determinação de compostos fenólicos de 

forma precisa e exata. 

  

1.11 Sulfito 
Agentes sulfitantes, tais como sulfito de sódio, dióxido de enxofre, 

hidrogenossulfito de sódio e de potássio e metabissulfito de sódio e de potássio, 

entre outros, são utilizados como aditivos (E220-228) em alimentos e bebidas para 

prevenir a deterioração provocada por fungos, bactérias e leveduras em alimentos 

ácidos, e na inibição de reações de escurecimento enzimático e não enzimático 

durante processamento e estocagem129. Todos eles são quimicamente equivalentes 

(SO2, HSO3
−, SO3

2− e S2O5
2−) após incorporação em alimentos ou bebidas a um 

dado pH. Em soluções aquosas73,130,131, pode-se escrever os equilíbrios do dióxido 

de enxofre (Equações 8 – 10), uma vez que o SO2 é um gás bastante solúvel em 

água: 

 

SO2(aq) + H2O(l)  H2SO3(aq)       Eq. 8 

 

H2SO3(aq) + H2O(l)  HSO3
−

(aq) + H3O+
(aq)     Eq. 9 

 

HSO3
−

(aq) + H2O(l)  SO3
2−

(aq) + H3O+
(aq)      Eq. 10 

 

A solubilidade de SO2 em solução aquosa é calculada empregando-se 

a constante de Henry (H), que é igual a 1,242 mol L−1 atm−1 a 25 °C. Os valores dos 

pKas para o ácido sulfuroso são 1,91 (pKa1) e 7,18 (pKa2), característicos de um ácido 

fraco diprótico. A espécie metabissulfito (S2O5
2−) em solução aquosa é convertida a 

hidrogenossulfito (HSO3
−) e está representada na Equação 11: 

 

S2O5
2−

(aq)  + H2O(l)  2 HSO3
−

(aq)       Eq. 11 

 

Na FIGURA 1.13 está apresentada a curva de distribuição das duas 

espécies ionizadas do dióxido de enxofre em diferentes pHs. Entre pH 1,9 e 7,2 a 

espécie predominante é o íon bissulfito ou hidrogeno sulfito (HSO3
−), em valores de 

pHs menores que 1,8 o SO2 molecular prevalece, já para pHs maiores que 7,2 o íon 

sulfito (SO3
2−) predomina. É importante ressaltar que alguns autores131,132 
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apresentaram a distribuição das espécies iônicas para o sulfito, trazendo valores de 

pKas próximos aos citados acima, mas graficamente, o valor de pKa2 foi apresentado 

de maneira errônea (em torno de 5,3), o que altera drasticamente as espécies 

presentes em pH 6,0, por exemplo. 
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FIGURA 1.13 – Distribuição das espécies ionizadas de dióxido de enxofre com o pH. 

 

Em particular, o dióxido de enxofre é largamente utilizado na fabricação 

de vinhos para prevenir a oxidação e inibir o crescimento bacteriano, o que muitas 

vezes conduz à deterioração do vinho. O nível de dióxido de enxofre permitido no 

vinho é de 350 mg L−1. A TABELA 1.2 apresenta os limites máximos permitidos para 

adição de agentes sulfitantes em diversas bebidas, conforme legislação brasileira 

vigente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 1   Introdução 27 
 

   

TABELA 1.2 – Limites máximos permitidos para adição de agentes sulfitantes em 

bebidas, conforme legislação brasileira vigente133 

Bebidas 
Limite máximo (mg/L) 

(expresso em SO2) 

Cervejas 20,0 

Cooler 350 

Licores de frutas 100 

Refrigerantes 40,0 

Saquês 350 

Sidras 350 

Sucos de frutas 200 

Vinhos 350 

Vinhos de frutas 350 

Xarope de glicose 40,0 

 

Esses limites estabelecidos são importantes, pois o SO2 é tóxico para 

algumas pessoas e pode causar reações alérgicas, tais como náuseas, diarréia, 

irritação gástrica, urticária ou inchaço, e principalmente ataques de asma129. A 

ingestão diária aceitável de sulfito (expresso como SO2) é de 0,7 mg/kg peso 

corpóreo, incluindo todas as espécies contendo S(IV). Assim, uma pessoa de 70 kg 

que não possui alergia a sulfito pode ingerir a quantidade máxima de 49 mg de 

sulfito por dia, ou consumir 1,225 L de refrigerante ou 140 mL de vinho diariamente.  

Nesse contexto, o desenvolvimento de um procedimento analítico 

preciso para monitorar a concentração de SO2 em vinhos é requerido na indústria de 

bebidas para verificar se o produto cumpre os requisitos de qualidade. 

Vários métodos para a determinação analítica de sulfito foram 

relatados na literatura, tais como os espectrofotométricos108, de eletroforese 

capilar134 e cromatográficos135. No entanto, estes possuem algumas desvantagens, 

tais como custo elevado, longos tempos de análise, necessidade de pré-tratamento 

da amostra, e em alguns casos baixa sensibilidade, tornando-os impróprios para 

análises de rotina. A titulação iodométrica136 é o método oficial preconizado pela 

Associação Oficial de Química Analítica (AOAC) para determinação de sulfito em 

alimentos e bebidas. O método mais comum e generalizado para análise de sulfito 

foi originalmente desenvolvido por MONIER-WILLIAMS137, mas esta titulação 
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clássica é precedida de destilação da amostra, procedimento bastante moroso que 

requer um analista muito hábil para garantir boa precisão. Uma limitação importante 

dos protocolos que envolvem titulação iodométrica é que são mais adequados para 

amostras incolores, uma vez que o ponto final é detectado pela formação de um 

complexo iodo-amido de coloração azul intensa. Assim, métodos mais simples têm 

sido desenvolvidos atualmente para determinação de sulfito em alimentos e bebidas, 

em especial, procedimentos eletroanalíticos utilizando sensores e biossensores138. 

Os biossensores desenvolvidos para determinação de sulfito são 

geralmente, baseados no monitoramento eletroquímico do oxigênio consumido ou 

de peróxido de hidrogênio produzido durante a reação enzimática catalisada pela 

enzima sulfito oxidase (SOx), que converte sulfito a sulfato139, segundo a Equação 

12: 

 

SO3
2−

(aq) + O2(g) + H2O(l) + SOx  SO4
2−

(aq) + H2O2(aq)    Eq. 12 

 

Assim, o desenvolvimento de novos biossensores para a determinação 

de sulfito é de grande interesse uma vez que levam a determinações rápidas, 

seletivas e precisas, minimizando custos e o tempo gasto em demoradas etapas de 

pré-tratamento de amostras75,107,140-145.  
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2 OBJETIVOS 
O objetivo deste trabalho foi utilizar nanomateriais como os nanotubos 

de carbono e nanopartículas de ouro em filme de dihexadecil hidrogenofosfato 

(DHP) e/ou hidrocloreto de polialilamina (PAH) no desenvolvimento e construção de 

novas arquiteturas de biossensores eletroquímicos enzimáticos para a determinação 

de amostras ambientais e alimentares. O emprego destes nanomateriais tem o 

intuito de melhorar a transferência eletrônica entre o biossensor e o analito, devido 

às propriedades de eletrocatálise que os mesmos podem promover, obtendo-se 

assim, biossensores com maior seletividade, o que implica em menor interferência 

de outras espécies que possam estar presentes na amostra de interesse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

 
 
 
 
 
 
 
BIOSSENSOR DE TIROSINASE BASEADO EM UM ELETRODO DE 
CARBONO VÍTREO MODIFICADO COM NANOTUBOS DE 
CARBONO, 1-BUTIL-3-METIL-IMIDAZOL E DIHEXADECIL 
HIDROGENOFOSFATO PARA A DETERMINAÇÃO DE CATECOL 
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3 Biossensor de tirosinase baseado em um eletrodo de carbono 
vítreo modificado com nanotubos de carbono, 1-butil-3-metil-
imidazol e dihexadecil hidrogenofosfato para a determinação de 
catecol 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
Desenvolver um biossensor modificando a superfície de um eletrodo de 

carbono vítreo (GCE) com a enzima tirosinase (Tyr) imobilizada em nanotubos de 

carbono de paredes múltiplas funcionalizados (MWCNTs) e o líquido iônico 1-butil-3-

metil-imidazol (BMIM) em filme de dihexadecil hidrogenofosfato (DHP) para a 

determinação de catecol. 

 

3.2 PARTE EXPERIMENTAL  
 

3.2.1 Reagentes 
Tirosinase 50 kU extraída de cogumelo (CAS: 9002-10-2), dihexadecil 

hidrogenofosfato (CAS: 2197-63-9), nanotubos de carbono de parades múltiplas (20-

30 nm de diâmetro, espessura da parede 1-2 nm e 0,5-2 μm de comprimento e grau 

de pureza ≥95%) (CAS: 308068-56-6), 1etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida 

(98%) (CAS: 25952-53-8), cloreto de 1-butil-3-metil-imidazol (CAS: 79917-90), N-

hidroxisuccinimida (98%) (CAS: 6066-82-6), catecol (99%) (CAS: 120-80-9) e 4-

aminoantipirina (CAS: 83-07-8) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Todos os outros 

produtos químicos foram de grau analítico. A solução estoque de catecol 0,01 mol 

L−1 foi preparada em solução de tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0), que foi obtido 

utilizando NaH2PO4 e Na2HPO4. Todas as soluções foram preparadas com água 

ultrapura obtida por um sistema Milli-Q (resistividade> 18 M Ωcm). O tampão fosfato 

0,1 mol L−1 (pH 7,0) foi empregado como eletrólito suporte em todas as medidas com 

o biossensor. 

 

3.2.2 Medidas eletroanalíticas 
As medidas eletroanalíticas foram executadas em um 

potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT12 (Utrecht, Holanda) Autolab 

Ecochemie e os dados foram tratados usando o software GPES 4.9.  
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A determinação dos pHs das soluções foi realizada em um pHmetro 

digital ORION, modelo EA 940, conectado a um eletrodo combinado de vidro 

Digimed com um eletrodo de referência de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L−1). 

 

3.2.3 Célula eletroquímica 
Os experimentos eletroquímicos foram realizados em uma célula de 

compartimento único de 50 mL, confeccionada em vidro borossilicato e equipada 

com uma tampa de Teflon®. Uma alíquota de 20 mL de eletrólito suporte foi sempre 

adicionada para a realização das medidas eletroquímicas. Todos os experimentos 

foram realizados à temperatura controlada de 25 ±1 oC. 

 

3.2.4 Eletrodos 
Utilizou-se um sistema de três eletrodos, com o eletrodo de trabalho 

sendo o biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE, uma placa de platina como 

eletrodo auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L−1) como eletrodo de 

referência à qual todos os potenciais foram referidos. 

 

3.2.5 Morfologia 
A caracterização da superfície dos filmes contendo nanotubos de 

carbono e líquido iônico foi realizada empregando-se microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) de alta resolução, utilizando um equipamento modelo Supra 35-VP 

(Carl Zeiss, Alemanha) com feixe de elétrons de 25 keV. Um disco de carbono vítreo 

foi usado para a imobilização da dispersão de BMIM-MWCNTs-DHP e Tir-BMIM-

MWCNTs-DHP, usando o mesmo processo de preparo empregado para a 

preparação dos eletrodos. 

 

3.2.6 Funcionalização dos nanotubos de carbono (tratamento 
ácido) 

Os MWCNTs foram inicialmente purificados com uma solução de HCl 

2,0 mol L−1 para remover impurezas metálicas. Em seguida foram submetidos a um 

pré-tratamento químico utilizando uma mistura de ácido nítrico e ácido sulfúrico 

concentrados 3:1 (v/v) durante 12 h a temperatura ambiente. Após esse período, a 

suspensão foi centrifugada, o sólido foi lavado várias vezes com água ultrapura até 

pH 6,5 – 7,0. A separação entre água e os nanotubos de carbono foi realizada com o 
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auxílio de uma centrífuga. Após a separação por centrifugação a porção de água 

sobrenadante for retirada por bombeamento empregando-se uma bomba 

peristáltica. Finalizando-se o processo, secaram-se os nanotubos funcionalizados 

por 6 h em uma estufa a 120 °C. Como visto na Seção 1.4.2, o tratamento ácido 

promove o aparecimento de grupos polares hidrofílicos na superfície dos nanotubos, 

tais como grupos carboxilas (–COOH), hidroxilas (–OH), quinonas (–C(=O)), nitros (–

NO2), aminas (–NH2) ou sulfônicos (–SO3H) nas extremidades ou nos defeitos das 

paredes da estrutura dos nanotubos38-43. 

 

3.2.7 Preparação do biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE 
Inicialmente, um eletrodo de carbono vítreo (GCE, 5 mm de diâmetro) 

foi cuidadosamente polido com suspensões de micropartículas de alumina de 0,3 e 

0,05 µM respectivamente. Em seguida este foi lavado abundantemente com água 

ultrapura. O CGE foi então sonicado em álcool isopropílico durante três minutos e 

posteriormente com água ultrapura por cerca de cinco minutos. Por fim deixou-se 

secar a temperatura ambiente. 

Uma massa de 1,0 mg de MWCNTs e 1,0 mg de DHP foi adicionada a 

700 μL de uma solução de tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) e a mistura 

submetida a ultrassom durante 30 minutos de modo a formar uma suspensão 

estável de MWCNTs-DHP. Em seguida, 100 μL de uma solução de BMIM 50 mg/mL 

(em tampão fosfato 0,1 mol L−1) foram adicionados e a mistura submetida a 

ultrassom durante mais 30 minutos. Em seguida, uma alíquota de 200 μL de solução 

contendo EDC 1,0 × 10−3 mol L−1 e NHS 2,0 × 10−2 mol L−1 foram adicionados à 

suspensão para reação de acoplamento dos grupos carboxílicos, realizada durante 2 

h sob agitação magnética. Deste modo, obteve-se uma suspensão estável contendo 

1,0 mg de MWCNTs, 1,0 mg de DHP e 5,0 mg de BMIM por mL. Então, uma massa 

de 1,2 mg da enzima Tyr (2000 U) foi adicionada à dispersão de MWCNTs e agitou-

se durante mais 2 h com o auxílio de um agitador mecânico. Durante a mistura, os 

grupos amino (–NH2) da enzima Tyr foram ligados covalentemente sobre a 

superfície dos MWCNTs, através dos grupos carboxílicos (–COOH) pelo 

acoplamento com EDC/NHS. Finalmente, 20 μL da suspensão de Tyr-BMIM-

MWCNTs-DHP foi gotejado sobre a superfície do GCE com o auxílio de uma 

micropipeta e deixou-se secar à temperatura ambiente durante 12 h. Na FIGURA 3.1 

é apresentado o mecanismo de imobilização da enzima Tyr no eletrodo BMIM-
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MWCNTs-DHP/GCE. O biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE foi armazenado 

a 4 °C em refrigerador em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0), quando não em uso. 

 

 
FIGURA 3.1 – Esquema da reação entre BMIM, EDC e NHS com MWCNTs e a 

enzima Tyr, na preparação do biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE. 

 

3.2.8 Preparação das amostras de água fortificadas 
Amostras de água natural (A – C) foram coletadas da represa na 

Universidade Federal de São Carlos (cidade de São Carlos) (GPS A = 

21°59’09.47’’S 47°52’56.07’’W, B = 21°59’10.45’’S 47°52’55.31’’W e C = 

21°59’07.53’’S 47°52’51.01’’W). Uma amostra de água de torneira (D) foi coletada na 

mesma universidade. Uma alíquota fixa de 25 mL de cada uma das amostras foi 

transferida para quatro balões volumétricos de 50 mL. Em seguida, uma alíquota de 

5,0 mL de uma solução padrão de catecol 1,0 × 10−2 mol L−1 foi cuidadosamente 

adicionada a estes balões. O volume final foi completado com as próprias amostras 

de modo a se obter uma concentração de catecol de 1,0 × 10−3 mol L−1. Então, as 

amostras foram agitadas, a fim de homogeneizar as soluções. Todas as soluções 

foram utilizadas sem qualquer pré-tratamento e foram preparadas diariamente para 

as medidas. A concentração de catecol em cada amostra foi determinada pelo 
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método de adição de padrão. Para cada amostra, três determinações foram 

realizadas, e os desvios-padrão foram calculados. 

 

3.2.9 Método de referência 
O método espectrofotométrico119 foi utilizado para comparar os 

resultados obtidos com o método proposto por voltametria de varredura linear (LSV). 

Este método envolve a construção de uma curva analítica pela 

monitoração de antipirina formada pela reação entre 4-aminoantipirina e catecol. A 

solução do branco, das amostras e dos padrões foram tratadas da seguinte maneira: 

um volume de 100 mL foi transferido para um Becker de 250 mL e uma alíquota de 

2,5 mL de uma solução de NH3(aq) 0,5 mol L−1 foi adicionada, e o pH ajustado para 

7,9 com tampão fosfato. Em seguida, 1,0 mL de uma solução de 4-aminoantipirina 

20,0 g L−1 foi adicionada e agitou-se bem, em seguida, adicionou-se 1,0 mL de uma 

solução de K3Fe(CN)6 80,0 g L−1 e homogenizou-se. Após 15 minutos, as 

absorbâncias (branco, amostras e padrões) foram determinadas em relação ao 

branco em 500 nm. 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

3.3.1 Teste de dispersão 
Os CNTs são insolúveis em muitos solventes, sobretudo em água. A 

literatura relata o uso de diversas substâncias para melhorar a dispersibilidade dos 

CNTs em solução aquosa, dentre elas Nafion146, CTAB147 (brometo de acetil 

trimetilamônio), quitosana13,16, DHP47,61 e PAH46,77. 

Foi realizado um ensaio da dispersão dos MWCNTs em tampão fosfato 

0,1 mol L−1 (pH 7,0) e em solução de DHP. São apresentados na FIGURA 3.2 as 

imagens dos frascos contendo: MWCNTs dispersos em tampão fosfato 0,1 mol L−1 

(A), solução de DHP em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) (B) e MWCNTs 

dispersos em solução de DHP  em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) (C). Observa-

se que os MWCNTs dispersos em tampão fosfato foram para o fundo do frasco após 

repouso da solução. 

Ao se dispersar os MWCNTs com DHP observou-se a formação de 

uma dispersão estável e homogênea de MWCNTs-DHP, em meio de tampão fosfato 

0,1 mol L−1 (pH 7,0). 
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FIGURA 3.2 – Imagens de frascos contendo MWCNTs 1 mg mL−1 dispersos em 

água (A), solução de DHP 1 mg mL−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) (B) e 

MWCNTs  1 mg mL−1 dispersos em solução de DHP 1 mg mL−1 em tampão fosfato 

0,1 mol L−1 (pH 7,0) (C), levados ao ultrassom durante 30 minutos e após repouso 

de dez minutos. 

 

3.3.2 Caracterização eletroquímica do eletrodo modificado BMIM-
MWCNTs-DHP/GCE 

Os eletrodos BMIM-MWCNTs-DHP/GCE foram caracterizados 

eletroquimicamente. A combinação entre os MWCNTs funcionalizados e BMIM 

resulta em um nanocompósito com boa condutividade e biocompatibilidade90, 

características essas que são de grande interesse, principalmente no 

desenvolvimento de biossensores já que promovem um aumento da resposta 

eletroquímica. Além disso, o filme proposto pode aumentar a área eletroativa do 

eletrodo, como mostrado abaixo.  

As áreas eletroativas dos eletrodos GCE, DHP/GCE, BMIM-DHP/GCE, 

MWCNTs-DHP/GCE e BMIM-MWCNTs-DHP/GCE foram estimadas em solução de 

KCl 0,1 mol L−1 em presença de hexacianoferrato (II) de potássio  1,0 mmol L−1, 

aplicando-se a equação de Randles-Sevcik148,149 (Equação 13) para um processo 

reversível: 

 

௣௔ܫ ൌ 2,69 ൈ 10ହ݊ଷ ଶ⁄ ଵܦܣ ଶ⁄ ଵݒܥ ଶ⁄        Eq. 13 
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onde Ipa é a corrente de pico anódica (A), n é o número de elétrons envolvidos 

na reação redox, A é a área eletroativa (cm2), D é o coeficiente de difusão de 

[Fe(CN)6]4− em solução de KCl 0,1 mol L−1 (6,2 × 10−6 cm2 s−1)150, v é a velocidade 

de varredura de potencial (V s−1) e C é a concentração de  [Fe(CN)6]4− em solução 

(mol cm−3). Os coeficientes angulares dos gráficos de Ipa vs. v 1/2 para o processo de 

oxidação (dados não apresentados) foram: 4,77 × 10−5; 2,29 × 10−5; 3,11 × 10−5; 

7,44 × 10−5 e 11,0 × 10−5 A V−1/2 s1/2 para GCE, DHP/GCE, BMIM-DHP/GCE, 

MWCNTs-DHP/GCE e BMIM-MWCNTs-DHP/GCE, respectivamente. As áreas 

eletroativas foram estimadas em 0,071; 0,034; 0,046; 0,111 e 0,164 cm2 para GCE, 

DHP/GCE, BMIM-DHP/GCE, MWCNTs-DHP/GCE e BMIM-MWCNTs-DHP/GCE, 

respectivamente (TABELA 3.1). Na FIGURA 3.3 são apresentados os 

voltamogramas cíclicos para GCE, DHP/GCE, BMIM-DHP/GCE, MWCNTs-

DHP/GCE e BMIM-MWCNTs-DHP/GCE, respectivamente para uma solução de 

[Fe(CN)6]4− 1,0 × 10−3 mol L−1 em KCl 0,1 mol L−1 como eletrólito suporte e 

velocidade de varredura de 100 mV s−1. O GCE apresentou uma área eletroativa 2,1 

vezes maior do que o eletrodo modificado com DHP (DHP/GCE), o que aponta que 

a presença do DHP leva a um bloqueio parcial da superfície ativa do GCE, 

dificultando a transferência eletrônica e causando uma diminuição do sinal analítico. 

A combinação dos MWCNTs com o BMIM (BMIM-MWCNTs-DHP/GCE) aumentou a 

área ativa do eletrodo em 2,3 vezes em comparação ao GCE. Esse aumento pode 

ser atribuído ao desenovelamento dos MWCNTs promovido pelo BMIM através de 

interações ‘cátions-π’ entre o cátion imidazol do BMIM e os elétrons-π da superfície 

dos MWCNTs, aumentando assim, a área superficial eletroativa devido ao aumento 

de sítios eletroativos expostos dos MWCNTs49,92,151. 

 

TABELA 3.1 – Área eletroativa de diferentes eletrodos em meio de [Fe(CN)6]4−  

1,0 × 10−3 mol L−1 em KCl 0,1 mol L−1 como eletrólito suporte 

Eletrodo Área ativa (cm2) 

GCE 0,071 

DHP/GCE 0,034 

BMIM-DHP/GCE 0,046 

MWCNTs-DHP/GCE 0,111 

BMIM-MWCNTs-DHP/GCE 0,164 

Área geométrica = 0,196 cm2  
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FIGURA 3.3 – Voltamogramas cíclicos, após subtração do branco, para os eletrodos 

GCE (–), DHP/GCE (–), BMIM-DHP/GCE (–), MWCNTs-DHP/GCE (–) e BMIM-

MWCNTs-DHP/GCE (–) para uma solução de [Fe(CN)6]4− 1,0 × 10−3 mol L−1 em KCl 

0,1 mol L−1 como eletrólito suporte e v = 100 mV s−1. 

 

3.3.3 Efeito da concentração de BMIM 
A influência da concentração de BMIM no filme foi avaliada na faixa de 

3,0 a 10 mg mL−1, para uma concentração fixa de MWCNTs e DHP de 1,0 mg mL−1. 

A concentração de MWCNTs e DHP foram mantidas nessa mesma razão com base 

nos trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa47,67. Neste estudo, utilizou-se 

[Fe(CN)6]4− 1,0 × 10−3 mmol L−1, em solução de KCl 0,1 mol L−1 como eletrólito 

suporte e velocidade de varredura de 100 mV s−1. A corrente de pico aumentou com 

o aumento da concentração de BMIM até 5,0 mg mL−1, conforme apresentado na 

FIGURA 3.4. Quando a concentração de BMIM foi superior a 5,0 mg mL−1 a corrente 

de pico diminui de forma significativa. Assim, adotou-se uma concentração de BMIM 

de 5,0 mg mL−1 para estudos posteriores. 
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FIGURA 3.4 – Efeito da concentração de BMIM (mg mL−1) utilizada no filme em 

relação ao sinal analítico. 

 

Verificou-se a estabilidade do filme BMIM-MWCNTs-DHP, já que o IL 

utilizado é hidrofílico, ou seja, miscível em água. Então, o BMIM-MWCNTs-

DHP/GCE foi colocado em uma célula eletroquímica contendo [Fe(CN)6]4− 1,0 × 10−3 

mol L−1 e KCl 0,1 mol L−1 e foram realizados 50 ciclos sucessivos na faixa de 

potencial de trabalho de −0,2 a 0,6 V a 100 mV s−1 usando-se voltametria cíclica. 

Observou-se que o filme de BMIM-MWCNTs-DHP se mostrou bastante estável na 

superfície do GCE por diversas medidas, conforme apresentado na FIGURA 3.5. A 

resposta voltamétrica (corrente e potencial de pico) obtida no BMIM-MWCNTs-

DHP/GCE para o par redox [Fe(CN)6]4− / [Fe(CN)6]3− ficou praticamente inalterada 

após 50 ciclos de potencial. Esses resultados concordam com o trabalho de YU e 

colaboradores152 que estudaram o comportamento de filmes formados por ILs 

miscíveis em água sobre a superfície de GCE. Apesar do IL ser miscível com a 

água, ele ficou imobilizado no eletrodo provavelmente por atração eletrostática como 

mostrado na FIGURA 3.1. 
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FIGURA 3.5 – Voltamogramas cíclicos obtidos, após subtração do branco, para o 

eletrodo BMIM-MWCNTs-DHP/GCE, na presença de [Fe(CN)6]4− 1,0 × 10−3 mol L−1 

em KCl 0,1 mol L−1 como eletrólito suporte e v = 100 mV s−1. 

 

3.3.4 Caracterização eletroquímica do biossensor Tyr-BMIM-
MWCNTs-DHP/GCE 

A enzima Tyr foi imobilizada ao filme BMIM-MWCNTs-DHP usando 

1etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) 

conforme descrito anteriormente. Conforme descrito por JANEGITZ e 

colaboradores47, o EDC promove a formação de ligações amida, formando um 

complexo estável com grupos aminoácidos expostos. Adiciona-se NHS às reações 

EDC para aumentar a estabilidade do intermediário ativo, levando a um aumento do 

número de ligações de moléculas carboxiladas com grupos amino expostos das 

enzimas. Na FIGURA 3.6 são apresentadas as imagens de MEV do BMIM-

MWCNTs-DHP (A) e Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP (B) na superfície do GCE. Pode ser 

observado que os MWCNTs estão distribuídos uniformemente no filme 

nanocompósito BMIM-MWCNTs-DHP (FIGURA 3.6 A), e que a Tyr imobilizada na 

superfície do filme de BMIM-MWCNTs-DHP pode ser observada como um material 

aglomerado (FIGURA 3.6 B). 
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FIGURA 3.6 – Imagens obtidas por MEV da superfície do: (A) BMIM-MWCNTs-

DHP/GCE e (B) Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE. 

 

O comportamento eletroquímco do catecol foi avaliado utilizando o 

biossensor proposto. Na FIGURA 3.7 são apresentados os voltamogramas cíclicos 

(CVs), obtidos para os biossensores Tyr-MWCNTs-DHP/GCE e Tyr-BMIM-

MWCNTs-DHP/GCE, após trinta ciclos, em solução de tampão fosfato 0,1 mol L−1 

(pH 7,0) na presença de catecol 1,0 × 10−4 mol L−1 a uma velocidade de varredura de 

100 mV s−1. Como pode-se observar, a presença de BMIM no biossensor leva a um 

aumento considerável na resposta eletroquímica. Nas mesmas condições, o Tyr-

BMIM-MWCNTs-DHP/GCE (FIGURA 3.7 (–)), apresenta uma resposta voltamétrica 

mais elevada (maiores correntes de pico anódica e catódica) do que o biossensor na 

ausência de BMIM (FIGURA 3.7 (–)). Assim, a corrente de pico catódica aumentou 

de −3,8 µA no Tyr-MWCNTs-DHP/GCE para −7,6 µA no Tyr-BMIM-MWCNTs-

DHP/GCE e a corrente de pico anódica foi de 2,9 µA para 7,7 µA para o biossensor 

contendo BMIM. Os voltamogramas cíclicos se mostraram similares para o eletrodo 

modificado na ausência da Tyr, BMIM-MWCNTs-DHP/GCE (FIGURA 3.7 (–)), no 

entanto, as correntes de oxidação e redução são cerca de 30% menores, uma vez 

que não ocorre um efeito adicional da conversão enzimática de catecol a o-quinona 

(que pode ser reduzida e então re-oxidada). 

O biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE apresentou correntes de 

pico anódica e catódica bem definidas, com magnitudes similares e quase simétricas 

em 0,300 e 0,040 V (velocidade de varredura de 100 mV s−1), respectivamente, com 

uma razão de Ipa/Ipc igual a um, potencial formal de 170 mV e separação entre os 

picos (ΔEp) de 260 mV. A presença de BMIM no biossensor mostrou uma melhora 
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na reversibilidade do sistema, quando comparado ao biossensor na ausência de 

BMIM, o qual apresentou um ΔEp de 383 mV. 
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FIGURA 3.7 – Voltamogramas cíclicos, após subtração do branco, do biossensor 

Tyr-MWCNTs-DHP/GCE (–), do biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE (–) e do 

sensor BMIM-MWCNTs-DHP/GCE (–) após 30 ciclos, na presença de catecol 1,0 × 

10−4 mol L−1 e tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) como eletrólito suporte e v = 100 

mV s−1. 

 

Estes resultados mostram um efeito sinérgico devido a união do BMIM 

e os MWCNTs, que combinam a elevada condutividade do líquido iônico com a 

atividade eletrocatalítica e/ou aumento do sinal analítico promovido pelos MWCNTs. 

 

3.3.5 Efeito da velocidade de varredura 
O efeito da velocidade de varredura na resposta analítica do 

biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE foi avaliado na presença de catecol 1,0 × 

10−4 mol L−1 e tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0). Houve um deslocamento nos 

potenciais de pico redox e um aumento da separação pico-a-pico com o aumento da 

velocidade de varredura (FIGURA 3.8). A dependência das correntes de pico 

anódica e catódica com a velocidade de varredura de 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 

150 e 200 mV s−1 e mostrou uma relação linear (FIGURA 3.8 – inserida) indicando 

que o processo é controlado pela monocamada redox contendo a Tyr imobilizada e 

pode ser tratado utilizando as equações de Laviron153,154 (Equações 14 – 16): 
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୮ୡܧ ൌ °ܧ ൅ ଶ.ଷோ்
ఈ௡ி

ቄlog ఈ௡ி
ோ்௞ೞ

൅  logݒቅ       Eq. 14 

୮ୟܧ ൌ °ܧ െ  ଶ.ଷோ்
ሺଵିఈሻ௡ி

ቄlog ሺଵିఈሻ௡ி
ோ்௞ೞ

൅  logݒቅ      Eq. 15 

୮ܧ∆ ൌ
ଶ.ଷோ்

ఈሺଵିఈሻ௡ி
ቄߙ logሺ1 െ ሻߙ ൅ ሺ1 െ ሻlogαߙ െ log ோ்௞ೞ

௡ி
൅  logݒቅ Eq. 16 

 

onde Epa e Epc são os potenciais de pico anódico e catódico, respectivamente, ΔEp = 

Epa − Epc, α é o coeficiente de transferência de carga, v é a velocidade de varredura 

de potencial (V s−1), ks é a constante de transferência heterogênea de elétrons (s−1), 

R é a constante universal dos gases ideais (8,314 J mol−1 K−1), F é a constante de 

Faraday (96485 C mol−1) e T é a temperatura em Kelvin (298,15 K). 

A partir do coeficiente angular do gráfico de potencial de pico anódico e 

catódico vs. o logaritmo da velocidade de varredura (FIGURA 3.9 – inserida), o valor 

calculado para αan foi de 0,92 e αcn = 1,08 o que sugere fortemente que n = 2, 

verificado a seguir. O valor de ks estimado foi de 35,1 ± 0,8 s−1,  calculado a partir do 

gráfico de  ΔEp vs. o logaritmo da velocidade de varredura (FIGURA 3.9). Este valor 

é cerca de dez vezes maior do que o relatado anteriormente por WANG e 

colaboradores120 para o eletrodo de carbono vítreo modificado com grafeno e 

poli(cloreto de dialildimetilamônio) funcionalizado (ks = 3,85 s−1). Este alto valor 

obtido indica a grande capacidade do biossensor proposto para promover a 

transferência de elétrons entre a o-quinona e a superfície do eletrodo, e pode ser 

atribuído à estrutura dos MWCNTs funcionalizados que têm um grande número de 

defeitos, bem como o efeito sinérgico entre os MWCNTs e o BMIM, em promover a 

eletrocatálise da o-quinona. 
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FIGURA 3.8 – CVs, após subtração do branco, do biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-

DHP/GCE em várias velocidades de varredura de 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150 e 

200 mV s−1, na presença de catecol 1,0 × 10−4 mol L−1 e tampão fosfato 0,1 mol L−1 

(pH 7,0). Inserido: Correntes de pico anódica e catódica versus a velocidade de 

varredura. 
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FIGURA 3.9 – ΔEp versus logaritmo da velocidade de varredura (log v). Inserido: 

Potenciais de pico (Ep) anódico e catódico versus logaritmo da velocidade de 

varredura (log v). 
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3.3.6 Efeito do pH 
A influência do pH da solução (concentração hidrogeniônica) sobre a 

corrente de pico catódica do biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE foi avaliada 

em presença de solução de catecol 1,0 × 10−4 mol L−1 tampão fosfato 0,1 mol L−1 

com velocidade de varredura de 100 mV s−1. A literatura reporta que a enzima Tyr 

perde sua atividade irreversivelmente abaixo de pH 4,5 e acima de pH 9,3122,155,156, 

então a faixa de pH selecionada neste estudo variou de 5,5 a 8,0. As correntes de 

pico catódica aumentaram com o aumento do pH até 7,0, como se observa na 

FIGURA 3.10 A (inserida). Acima de pH 7,0 as correntes de pico diminuiram. 

Portanto, uma solução tampão fosfato pH 7,0 foi selecionada como eletrólito suporte 

para estudos posteriores. 

O efeito do pH da solução sobre os potenciais de pico anódico e 

catódico do biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE também foi avaliado. Como 

pode ser observado na FIGURA 3.10, um aumento de pH provoca um deslocamento 

para potenciais de pico menores. A FIGURA 3.10 B (inserida) apresenta um gráfico 

de potencial formal (E°' = (Epa + Epc) / 2) em função do pH. Neste estudo, o potencial 

formal apresentou uma dependência linear com o pH segundo a equação E°'(V) = 

0,554 − 0,054 pH com um coeficiente de correlação de 0,996. 
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FIGURA 3.10 – CVs do biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE em presença de 

catecol 1,0 × 10−4 mol L−1 e tampão fosfato 0,1 mol L−1, pHs de 5,5 até 8,0. 

Velocidade de varredura 100 mV s−1. Inserido: (A) Influência do pH  na corrente de 

pico catódica. (B) Dependência do Eo' versus pH. 
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O valor do coeficiente angular obtido de −54 mV pH−1 em consonância 

com o valor teórico de −59,2 mV pH−1 a 25 °C, para um processo reversível, indica a 

participação do mesmo número de prótons e elétrons121,124 e corrobora com as 

reações enzimática (Equação 17) e eletroquímica (Equação 18) em que a o-quinona 

produzida na reação enzimática é reduzida eletroquimicamente a catecol na 

superfície do eletrodo. 

 

catecol + Tyr (O2) → o-quinona + H2O      Eq. 17 

 

o-quinona + 2H+ + 2e− → catecol (na superfície do eletrodo)  Eq. 18 

 

Uma representação esquemática destes processos é mostrada na 

FIGURA 3.11. 
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FIGURA 3.11 – Representação esquemática da redução da o-quinona produzida na 

reação enzimática catalisada pela enzima Tyr na presença de oxigênio no 

biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE. Oxid: forma oxidada e Red: forma 

reduzida. 

 

3.3.7 Determinação de catecol por voltametria de varredura linear 
A dependência da corrente de pico catódica para a redução de o-

quinona a catecol com a velocidade de varredura em LSV foi avaliada no intervalo 
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de 10 a 150 mV s−1 na presença de catecol 5,0 × 10−5 mol L−1 em tampão fosfato 0,1 

mol L−1 (pH 7,0). Observou-se um aumento linear da magnitude da corrente de pico, 

com o aumento da velocidade de varredura até 100 mV s−1 (dados não 

apresentados). Assim, esta velocidade de varredura foi escolhida para a construção 

da curva analítica. Na FIGURA 3.12 são apresentados os voltamogramas de 

varredura linear obtidos e a curva analítica (inserida) obtida para o catecol usando o 

biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE proposto. 

O biossensor proposto utilizando a técnica de LSV apresentou uma 

resposta linear para catecol no intervalo de concentração de 4,9 × 10−6 a 1,1 × 10−3 

mol L−1, segundo a equação ∆Ipc (µA) = 0,69 + 3,28 × 104 C (mol L−1) com 

coeficiente de correlação de 0,998. O limite de detecção obtido (calculado a partir da 

relação: três vezes o desvio padrão para a solução do branco (n = 10), dividido pelo 

coeficiente angular da equação da curva analítica) foi de 5,8 × 10−7 mol L−1.  
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FIGURA 3.12 – Voltamogramas de varredura linear obtidos com o biossensor Tyr-

BMIM-MWCNTs-DHP/GCE em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) contendo 

diferentes concentrações de catecol: (a) 4,9 × 10−6, (b) 2,2 × 10−5, (c) 4,7 × 10−5, (d) 

9,8 × 10−5, (e) 2,4 × 10−4, (f) 4,7 × 10−4, (g) 6,9 × 10−4, (h) 9,0 × 10−4 e (i) 1,1 × 10−3 

mol L−1. Inserido: Curva analítica obtida para o catecol. 

 

3.3.8 Determinação de catecol por voltametria de pulso diferencial 
Além de se empregar a LSV, a técnica de DPV também foi utilizada 

para a construção da curva analíca para o catecol. 
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Desta forma, um estudo sistemático dos parâmetros experimentais que 

influenciam a resposta por DPV foi realizado na presença de catecol 5,0 × 10−5 mol 

L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0). A velocidade de varredura (v) foi avaliada 

no intervalo de 1 a 25 mV s−1, a amplitude de pulso de potencial (a) na faixa de 10 a 

150 mV e o tempo de modulação (t) no intervalo de 5 a 50 ms. Os valores ótimos 

encontrados para estes parâmetros, empregados para a construção da curva 

analítica foram: v = 15 mV s−1, a = 90 mV, e t = 20 ms. Os melhores resultados 

levaram em conta reprodutibilidade, a estabilidade da linha de base, precisão e 

sensibilidade do Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE para a determinação de catecol. Na 

FIGURA 3.13 são apresentados os voltamogramas de pulso diferencial e a curva 

analítica (inserida) obtidos para catecol usando o biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-

DHP/GCE proposto. 

O biossensor proposto utilizando a técnica de DPV apresentou uma 

resposta linear para catecol na faixa de concentração de 5,1 × 10−6 a 1,0 × 10−4 mol 

L−1, segundo a equação ∆Ipc (µA) = 0,24 + 6,95 × 104 C (mol L−1) com coeficiente de 

correlação de 0,994. O limite de detecção obtido (calculado a partir da relação: três 

vezes o desvio padrão para a solução do branco (n = 10), dividido pelo coeficiente 

angular da curva analítica) foi de 7,2 × 10−7 mol L−1. 
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FIGURA 3.13 – Voltamogramas de pulso diferencial, obtidos com o biossensor Tyr-

BMIM-MWCNTs-DHP/GCE em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) contendo 

diferentes concentrações de catecol: (a) 5,1 × 10−6, (b) 7,6 × 10−6, (c) 1,0 × 10−5, (d) 

2,3 × 10−5, (e) 3,5 × 10−5, (f) 4,8 × 10−5, (g) 6,1 × 10−5, (h) 7,3 × 10−5, (i) 8,6 × 10−5 e 

(j) 1,0 × 10−4 mol L−1. Inserido: Curva analítica obtida para catecol. 

 

Após a otimização dos parâmetros relacionados às duas técnicas 

empregadas e a construção das curvas analíticas para a determinação de catecol, 

foi possível realizar uma comparação entre os resultados obtidos. Na TABELA 3.2 

são apresentados os dados obtidos empregando-se as técnicas LSV e DPV, nos 

procedimentos propostos para a determinação de catecol com o biossensor Tyr-

BMIM-MWCNTs-DHP/GCE. 

 

TABELA 3.2 – Comparação entre as técnicas utilizadas na determinação de catecol 

empregando o biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE 

Condições Analíticas LSV DPV 

Equação da reta (µA) ∆Ipc = 0,69 + 3,28 × 104 C ∆Ipc = 0,24 + 6,95 × 104 C 

LD (mol L−1) 5,8 × 10 −7 7,2 × 10−7 

Faixa linear (mol L−1) 4,9 × 10−6 a 1,1 × 10−3 5,1 × 10−6 a 1,0 × 10−4 

Sensibilidade 

(µA mol−1 L) 
3,28 × 104 6,95 × 104 
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O procedimento proposto empregando a técnica de LSV apresentou 

maior faixa linear (uma década maior) e melhor limite de detecção. Por esta razão foi 

empregada na determinação de catecol em amostras de águas naturais. Os 

parâmetros analíticos do procedimento proposto (LSV) foram comparados aos 

métodos já descritos na literatura usando diferentes biossensores de Tyr para 

determinação de catecol (TABELA 3.3). 
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TABELA 3.3 – Comparação dos parâmetros analíticos obtidos usando diferentes biossensores de tirosinase para determinação de 

catecol 

Eletrodo 
Faixa linear 
(µmol L−1) 

Limite de 
detecção 
(µmol L−1) 

Sensibilidade 
(mA mol−1 L) 

Estabilidade Referência 

Tyr-DNA/CP 1,0 – 50 1,0 – Tempo de prateleira: 2 meses 110 

Tyr-PAPCP/ITO 1,6 – 140 1,2 3,5 80% após 120 dias 112 

Tyr/SPPtE – 1,7 – 50-60% após 150 medidas 123 

Tyr-Oscomplexo-funcionalizado/Pt – 0,01 6,1 – 113 

Tyr-Agarose-guar gum/GCE 60 – 800 6,0 – Tempo de prateleira: 2 meses 125 

Tyr-MWCNT-PPy/GCE 3,0 – 50 0,67 8,0 85% após 70 dias 126 

Tyr/MWCNTs/AuNPs/AEP/Au 1,0 – 500 0,8 150 80% após 42 dias 127 

Tyr-MWCNTs-MNP/SPE 10 – 80 7,6 4,8 Tempo de prateleira: 1 mês 48 

Tyr-PO4–PPy/Pt 10 – 120 0,84 47 80% após 30 dias 99 

Tyr-PANI/Pt 5,0 – 140 0,05 – 90% após 120 dias 122 

Tyr-HTLc/GCE 3,0 – 300 0,1 – 72% após 30 dias 128 

Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE 4,9 – 1100 0,58 32,8 *95% após 30 dias Este trabalho 

CP: Pasta de carbono; PAPCP: Poli (N-3-aminopropil pirrol-co-pirrol); ITO: Óxido de índio-estanho; SPPtE: Eletrodo impresso de 

platina; Os: Ósmio; Pt: Eletrodo de platina; PPy: Polipirrol; AuNPs: Nanopartículas de ouro; AEP: Acetona extraída de própolis; Au: 

Eletrodo de ouro; MNP: Nanopartículas magnéticas; PANI: polianilina; HTLc: Mg–Al–CO3 hidrotalcita. *190 determinações. 
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Observa-se que o procedimento proposto empregando o biossensor 

Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE apresentou uma ampla faixa linear, de quase três 

décadas, maior do que as relatadas em outros procedimentos com biossensores 

para catecol48,99,110,112,113,122,123,125-128. O limite de detecção obtido neste trabalho 

também se apresentou inferior aos obtidos com os biossensores48,99,110,112,123,125-127 e 

superior aos obtidos com os biossensores113,122,128. A sensibilidade do método 

voltamétrico proposto foi maior do que as obtidas na maioria dos métodos da 

literatura48,112,113,126. Além disso, o biossensor proposto apresentou uma boa 

estabilidade com diminuição de sua atividade de apenas 5% após 30 dias.  

A constante cinética aparente de Michaelis-Menten (ܭM
ୟ୮୮) fornece 

informação importante sobre a atividade catalítica e afinidade entre enzima e o 

substrato. O valor de ܭM
ୟ୮୮ é inversamente proporcional à probabilidade de formação 

do produto por ligação entre o centro ativo da enzima e o substrato. É possível 

estimá-lo a partir da equação de Lineweaver-Burk62,125 (Equação 19): 

 

ଵ
ூ౩
ൌ   ଵ

ூౣá౮
൅ ௄M

౗౦౦

ூౣá౮

ଵ
ሾୡୟ୲ୣୡ୭୪ሿ

        Eq. 19 

 

onde Is é a corrente no estado estacionário medida para produto enzimático e Imáx, é 

a corrente máxima sob condição de saturação do substrato (catecol). 

Os coeficientes angular e linear do gráfico de 1/Is versus 1/[catecol], 

são iguais a ܭM
ୟ୮୮/Imáx e 1/Imáx, respectivamente. Então, ܭM

ୟ୮୮ é obtida multiplicando o 

slope por Imáx. 

O gráfico de Lineweaver-Burk para o biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-

DHP/GCE foi obtido seguindo a equação 1/Is = 0,203 + 38,61 × 1/[catecol] 

(coeficiente de correlação de 0,995). A TABELA 3.4 apresenta os valores de ܭM
ୟ୮୮ 

relatados na literatura para diferentes biossensores de tirosinase, utilizando catecol 

como substrato. O valor de ܭM
ୟ୮୮ obtido neste trabalho foi de 0,19 mmol L−1, que está 

de acordo com os valores previamente reportados para biossensores contendo 

MWCNTs e nanopartículas magnéticas48, monocamadas auto-montadas em eletrodo 

de ouro157, eletrodos à base de grafite158 e carbono vítreo reticulado com resina 

epóxi159. Maiores valores de ܭM
ୟ୮୮ do que o obtido neste trabalho foram reportados 

por CAMPUZANO et al. para Tyr imobilizada em monocamadas auto-montadas160, 

por KIRALP e colaboradores para Tyr imobilizada em polipirrol161 e por outros 
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autores para Tyr livre161-164. Isto sugere que a enzima imobilizada em BMIM-

MWCNTs, tem uma elevada afinidade pelo catecol, devido a um aumento na 

transferência eletrônica. 

 

TABELA 3.4 – Valores de ܭM
ୟ୮୮ para diferentes biossensores de Tyr empregados na 

determinação de catecol 

Biossensor ۻࡷ
mmol L−1/ܘܘ܉ Reference 

Tyr-MWCNTs-MNP/SPE 0,18 48  

Tyr-SAMs/Au 0,18 157 

Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE 0,19 Este trabalho 

Tyr/GE 0,19 158 

Tyr/RVC-ER 0,20 159 

Tyr livre 0,28 162 

Tyr-MPA-SAMs/Au 0,33 160 

Tyr livre 0,44 163 

Tyr livre 4,0 164 

Tyr-PPy/Pt 100 161 

Tyr-PPy-MM/Pt 200 161 

SPE: Eletrodo impresso; MNP: Nanopartículas magnéticas; Au: Eletrodo de ouro; 

SAMs: Monocamadas auto-montadas; GE: Eletrodo de grafite; RVC-ER: Carbono 

vítreo reticulado com resina epóxi; MPA: Ácido 3-mercaptopropiônico; PPy: Polipirrol; 

MM: metil monômero. 

 

A repetibilidade (n = 10) de um biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-

DHP/GCE foi avaliada em presença de catecol 5,0 × 10−5 mol L−1 e tampão fosfato 

0,1 mol L−1 (pH 7,0). O valor do desvio padrão relativo (RSD) obtido para 

repetibilidade intra-dias foi de 1,16% e repetibilidade inter-dia foi de 2,94%, 

indicando uma boa estabilidade do filme. Ademais, a repetibilidade da fabricação de 

cinco biossensores Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE diferentes na presença de 

catecol de 5,0 × 10−5 mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) foi também 

objeto de estudo nesta tese. O desvio padrão relativo (RSD) foi de 4,86%, indicando 

uma boa repetibilidade do preparo dos biossensores. 
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3.3.9 Efeito de interferentes em potencial 
A interferência em potencial de espécies como os cátions metálicos 

sódio, potássio, magnésio, cálcio, aluminio, ferro (III) e ânions carbonato, cloreto, 

fosfato, sulfato, brometo, iodeto, além de ácidos húmicos, na determinação de 

catecol foi avaliada por LSV em solução tampão de fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) 

contendo catecol 5,0 × 10−5 mol L−1 fortificada concomitantemente com cada 

interferente (5,0 × 10−3 mol L−1). Os sinais de corrente foram comparados com 

aqueles obtidos na ausência de cada interferente. Os resultados mostraram que, 

para todas as espécies testadas uma variação inferior a 5,0% na resposta do sinal 

analítico foi observada, indicando assim ausência de interferência significativa 

daqueles concomitantes na determinação de catecol pelo biossensor proposto na 

concentração avaliada. 

 

3.3.10 Aplicação do método proposto na determinação de catecol 
em amostras de águas naturais 

O biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE foi aplicado na 

determinação da concentração de catecol em quatro amostras de água (três 

amostras de águas naturais, A – C, e uma amostra de água da torneira, D), 

utilizando o método de adição de padrão. Como não foi encontrado catecol nas 

amostras, alíquotas de 1,0 mL das amostras fortificadas (procedimento descrito 

anteriormente) foram adicionados à célula eletroquímica contendo 20 mL de tampão 

fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) a fim de se obter uma concentração de catecol de 5,0 × 

10−5 mol L−1. Para cada amostra três determinações foram realizadas, e os desvios-

padrão foram calculados. O estudo de adição e recuperação de catecol nas 

amostras de água foi realizado e as recuperações ficaram entre 96,9% a 108,6%, 

indicando que não houve interferência significativa da matriz das amostras na 

determinação de catecol pelo procedimento analítico proposto. 

A TABELA 3.5 apresenta as concentrações de catecol determinadas 

em amostras de água empregando o método LSV proposto e o método 

espectrofotométrico119. Após aplicar o teste t-pareado165 para os resultados obtidos, 

o valor de t calculado foi de 2,468 o qual é menor do que o valor crítico (3,182, α = 

0,05). Pode-se concluir então que não há diferença significativa entre os resultados 

obtidos, empregando-se os dois métodos analíticos, em um nível de confiança de 

95%. Os resultados ilustram que o biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE 
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proposto é adequado para a determinação de catecol em amostras de águas 

naturais. Outras vantagens do método eletroquímico são a facilidade de preparação, 

o custo relativamente baixo, a estabilidade e a vida útil do biossensor. 

 
TABELA 3.5 – Determinação de catecol em amostras de água por LSV usando o 

biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE e pelo método espectrofotométrico de 

referência119 

Amostras 
                           Catecol (10−6 mol L−1) 

Método referência* Método proposto Erro relativo** 

A 50,9 ± 0,2 51,2 ± 0,4 +0,6 

B 49,0 ± 0,4 53,8 ± 0,6 +9,8 

C 49,1 ± 0,2 51,0 ± 0,3 +3,9 

D 51,4 ± 0,6 49,2 ± 0,5 −4,3 

* Método espectrofotométrico − média de 3 medidas. 

** [(Método proposto − método de referência) × 100] / método de referência. 

 

A estabilidade do biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE foi 

avaliada pela monitoração da resposta para uma solução de catecol de 5,0 × 10−5 

mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) durante 30 dias (190 determinações 

neste período). A resposta de corrente catódica diminuiu apenas 5,0% após esse 

tempo. Esta estabilidade é devida a dois fatores principais, o processo de 

imobilização, que proporciona uma boa imobilização da enzima Tyr no filme BMIM-

MWCNT-DHP e a biocompatibilidade entre os MWCNTs e a enzima Tyr. 

 

3.4 CONCLUSÕES 
Neste trabalho a enzima Tyr foi imobilizada com sucesso no BMIM-

MWCNTs-DHP/GCE. O uso de MWCNTs e BMIM proporcionou um efeito sinérgico 

ao combinar a alta condutividade e biocompatibilidade do líquido iônico com a 

atividade electrocatalítica e/ou aumento do sinal analítico promovido pelos 

MWCNTs. O biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE foi utilizado na 

determinação de catecol por LSV com respostas lineares na faixa de concentração 

de 4,9 × 10−6 a 1,1 × 10−3 mol L−1 e limite de detecção de 5,8 × 10−7 mol L−1, além de 

apresentar boa repetibilidade intra e inter-dia. O biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-

DHP/GCE foi aplicado para a determinação de catecol em amostras de água, com 
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bons resultados, apresentando estabilidade e tempo de vida elevados. Além disso, a 

utilização desta arquitetura de biossensor pode ser uma boa alternativa para a 

imobilização de outras enzimas ou proteínas. 
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4 Biossensor de tirosinase baseado em um eletrodo de carbono 
vítreo modificado com nanopartículas de ouro e dihexadecil 
hidrogenofosfato para a determinação de catecol 

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
Desenvolver um biossensor modificando a superfície de um eletrodo de 

carbono vítreo (GCE) com a enzima tirosinase (Tyr) imobilizada em nanopartículas 

de ouro (AuNPs) e em filme de dihexadecil hidrogenofosfato (DHP) para a 

determinação de catecol. 

 

4.2 PARTE EXPERIMENTAL  
 

4.2.1 Reagentes 
Tirosinase 50 kU extraída de cogumelo (CAS: 9002-10-2), catecol 

(99%) (CAS: 120-80-9), dihexadecil hidrogenofosfato (CAS: 2197-63-9), ácido 

tetracloroáurico (III) (HAuCl4) (CAS: 27988-77-8), citrato de sódio (CAS: 6132-04-3), 

cistamina (CAS: 312619-54-8), glutaraldeído 25% v/v (CAS: 111-30-8) e 4-

aminoantipirina (CAS: 83-07-8) foram adquiridos da Sigma–Aldrich. Os sais 

NaH2PO4 e Na2HPO4 utilizados para preparar o eletrólito suporte, tampão fosfato 0,1 

mol L−1 (pH 7,0), foram adquiridos da Merck. Todos os outros produtos químicos 

foram de grau analítico. Todas as soluções foram preparadas com água ultrapura 

obtida por um sistema Milli-Q (resistividade > 18 MΩ cm). O tampão fosfato 0,1 mol 

L−1 (pH 6,0) foi empregado como eletrólito suporte em todas as medidas com o 

biossensor. A solução estoque de catecol 0,01 mol L−1 foi preparada diariamente em 

tampão fostato 0,1 mol L−1 (pH 6,0).  

 

4.2.2 Medidas eletroanalíticas 
As medidas eletroanalíticas foram executadas em um 

potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT12 (Utrecht, Holanda) Autolab 

Ecochemie e os dados foram tratados usando o software GPES 4.9.  

A determinação dos pHs das soluções foi realizada em um pHmetro 

digital ORION, modelo EA 940, conectado a um eletrodo combinado de vidro 

Digimed com um eletrodo de referência de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L−1). 
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4.2.3 Célula eletroquímica 
Os experimentos eletroquímicos foram realizados em uma célula de 

compartimento único de 50 mL, confeccionada em vidro borossilicato e equipada 

com uma tampa de Teflon®. Uma alíquota de 20 mL de eletrólito suporte foi sempre 

adicionada para a realização das medidas eletroquímicas. Todos os experimentos 

foram realizados à temperatura controlada de 25 ±1 oC. 

 

4.2.4 Eletrodos 
Utilizou-se um sistema de três eletrodos, com o eletrodo de trabalho 

sendo o biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE, uma placa de platina como eletrodo 

auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L−1) como eletrodo de referência à 25 

°C, ao qual todos os potenciais foram referidos. 

 

4.2.5 Morfologia 
A superfície do filme contendo nanopartículas de ouro foi analisada por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV) de alta resolução, utilizando um 

equipamento modelo Supra 35-VP (Carl Zeiss, Alemanha) com feixe de elétrons de 

25 keV. Um disco de carbono vítreo foi usado para a imobilização da dispersão de 

AuNPs-DHP, usando o mesmo processo de preparo empregado para a preparação 

dos eletrodos. 

 

4.2.6 Síntese das nanopartículas de ouro 
As nanopartículas de ouro (AuNPs) foram obtidas pelo método de 

Turkevich54. Assim, as AuNPs foram obtidas adicionando-se 4,0 mL de uma solução 

aquosa de HAuCl4 0,05 mol L−1 em 200 mL de água destilada a 85 oC, sob agitação. 

Em seguida, a esta solução foram adicionados 2,0 mL de solução de citrato de sódio 

0,3 mol L−1. Essa mistura foi mantida sob constante agitação durante 4 minutos. A 

cor da solução mudou de amarelo claro para vermelho escuro, obtendo-se dessa 

forma a dispersão coloidal das AuNPs. Em seguida, o meio reacional foi 

rapidamente resfriado em banho de gelo até a temperatura ambiente. As AuNPs 

foram transferidas para um frasco âmbar e armazenadas em temperatura ambiente. 
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A FIGURA 4.1 mostra uma fotografia de um frasco contendo as 

nanopartículas de ouro obtidas após a reação de HAuCl4 com citrato de sódio e 

posterior resfriamento. 

 

 
FIGURA 4.1 – Imagem de um frasco contendo uma dispersão coloidal de 

nanopartículas de ouro.  

 

4.2.7 Preparação do biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE 
Inicialmente, um eletrodo de carbono vítreo (GCE, 5 mm de diâmetro) 

foi cuidadosamente polido com suspensões de micropartículas de alumina de 0,3 e 

0,05 µM, respectivamente. Em seguida, este foi lavado abundantemente com água 

ultrapura. O CGE foi então sonicado em álcool isopropílico durante três minutos e 

posteriormente com água ultrapura por cerca de cinco minutos. Por fim, deixou-se 

secar à temperatura ambiente. 

Uma massa de 1,0 mg de DHP foi adicionada a 1,0 mL de uma solução 

de AuNPs e a mistura submetida a ultrassom durante 30 minutos de modo a formar 

uma suspensão estável de AuNPs-DHP. Essa suspensão foi armazenada à 4 °C em 

refrigerador, quando não estava em uso. Em seguida, adicionou-se 20 μL da 

suspensão de AuNPs-DHP sobre a superfície do GCE com o auxílio de uma 

micropipeta e deixou-se secar à temperatura ambiente durante 2 horas. Então, o 

GCE modificado foi colocado em uma célula eletroquímica contendo KCl 0,1 mol L−1 

e foram aplicados vinte ciclos na faixa de potencial de trabalho −0,3 a 0,7 V a 100 

mV s−1 usando-se voltametria cíclica. O eletrodo foi lavado cuidadosamente com 
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água, deixando-se secar à temperatura ambiente. Subsequentemente, 20 μL de 

solução de cistamina 1,0 × 10−2 mol L−1 foram adicionados na superfície do GCE 

modificado com AuNPs-DHP e deixou-se secar. O eletrodo foi novamente lavado 

cuidadosamente com água, deixando-se secar à temperatura ambiente. Então, 

adicionou-se 20 μL de solução de glutaraldeído 2,5% (v/v) em tampão fosfato 0,1 

mol L−1 (pH 6,0) e deixou-se secar por uma hora. O eletrodo foi lavado 

cuidadosamente com tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 6,0), deixando-se secar à 

temperatura ambiente. Finalmente, adicionou-se 20 μL de Tyr (2000 U) no eletrodo e 

deixou-se secar por mais uma hora. O biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE foi 

armazenado a 4 °C em refrigerador em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 6,0), quando 

não estava em uso. O processo de imobilização da enzima Tyr no eletrodo AuNPs-

DHP/GCE é apresentado na FIGURA 4.2. 

 

 
FIGURA 4.2 – Representação esquemática da preparação do biossensor Tyr-

AuNPs-DHP/GCE. 

 

4.2.8 Preparação das amostras de água fortificadas 
As amostras de água foram preparadas conforme procedimento 

descrito na Seção 3.2.8. Os pontos de coleta das amostras de água natural (A – C) 

da represa na Universidade Federal de São Carlos, são descritos pelas 

coordenadas: GPS A = 21°59’08.06’’S 47°52’55.13’’O, B = 21°59’10.96’’S 

47°52’52.16’’O e C = 21°59’11.54’’S 47°52’42.63’’O.  

 

4.2.9 Método de referência 
O método espectrofotométrico119 foi utilizado para comparar os 

resultados obtidos com o método proposto empregando a amperometria. O 

procedimento empregado para o método espectrofotométrico está descrito na Seção 

3.2.9. 
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.3.1 Caracterização eletroquímica do eletrodo modificado AuNPs-
DHP/GCE 

A utilização das AuNPs é interessante uma vez que permite o 

desenvolvimento de um biossensor baseado na imobilização da enzima Tyr, 

utilizando cistamina e glutaraldeído. Assim, 1 mL da dispersão coloidal das AuNPs 

foram levadas ao ultrassom juntamente com  1 mg  de DHP para a formação de uma 

suspensão de AuNPs-DHP. A incorporação de DHP às AuNPs leva a formação de 

um filme com boa aderência na superfície do GCE. Na FIGURA 4.3 são 

apresentadas fotografias de frascos contendo dispersão coloidal de AuNPs (A), 

suspensão de DHP em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) (B) e dispersão coloidal 

de  AuNPs com DHP  1 mg mL−1 (C). 

 

 
FIGURA 4.3 – Imagens de frascos contendo dispersão coloidal de AuNPs (A), 

solução de DHP 1 mg mL−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) (B) e 1 mL de 

dispersão coloidal de AuNPs em suspensão de DHP 1 mg mL−1 (C), levados ao 

ultrassom durante 2 h e após repouso de dez minutos. 

 

Para a caracterização da superfície do GCE e do GCE modificado com 

AuNPs utilizou-se a técnica de microscopia eletrônica de varredura (MEV) de alta 

resolução. Na FIGURA 4.4 são apresentadas as imagens de MEV das superfícies do 

GCE (A) e AuNPs/GCE (B). Observa-se uma grande homogeneidade na distribuição 
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das AuNPs na superfície do GCE (FIGURA 4.4 (B)), com tamanho uniforme e 

diâmetro médio de 29 nm. 

 

        
FIGURA 4.4 – Imagens obtidas por MEV da superfície do: (A) GCE e do (B) GCE 

modificado com AuNPs. 

 

O sensor AuNPs-DHP/GCE foi caracterizado por voltametria cíclica em 

solução de H2SO4 0,5 mol L−1 a uma velocidade de varredura de 50 mV s−1. Pode-se 

observar na FIGURA 4.5, que o AuNPs-DHP/GCE demonstrou perfil característico 

da reação redox do ouro nesse meio, com picos de oxidação (em 1,30 V) e redução 

do óxido de ouro (em 0,84 V), o que comprova a presença das AuNPs no filme com 

DHP. As Equações 20 – 22 apresentam as espécies de óxido de ouro formadas166 

na superfície do eletrodo em meio de ácido sulfúrico: 

 

Au–(H2O)ads  → Au–OH + H+ + e−      Eq. 20 

 

Au–OH → Au=OH + H+ + e−       Eq. 21 

 

Au=OH + H2O → O=Au–(H2O)ads       Eq. 22 
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FIGURA 4.5 – Voltamograma cíclico do AuNPs-DHP/GCE em H2SO4 0,5 mol L−1, 

com velocidade de varredura de 50 mV s−1. 

 

As áreas eletroativas dos eletrodos GCE, DHP/GCE e AuNPs-

DHP/GCE GCE foram estimadas empregando-se a equação de Randles-

Sevcik148,149 (Equação 13, apresentada na Seção 3.3.1) para um processo 

reversível, para uma solução de hexacianoferrato (II) de potássio 1,0 × 10−3 mol L−1  

em solução de KCl 0,1 mol L−1. 

As áreas eletroativas obtidas foram 0,071; 0,034 e 0,034 cm2 para 

GCE, DHP/GCE e AuNPs-DHP/GCE, respectivamente (TABELA 4.1). Na FIGURA 

4.6 são apresentados os voltamogramas cíclicos para GCE, DHP/GCE e AuNPs-

DHP/GCE, respectivamente para uma solução de [Fe(CN)6]4− 1,0 × 10−3 mol L−1 em 

KCl 0,1 mol L−1 como eletrólito suporte e velocidade de varredura de 100 mV s−1.  

 

TABELA 4.1 – Área eletroativa de diferentes eletrodos em meio de [Fe(CN)6]4−  

1,0 × 10−3 mol L−1 em KCl 0,1 mol L−1 como eletrólito suporte 

Eletrodo Área ativa (cm2) 

GCE 0,071 

DHP/GCE 0,034 

AuNPs-DHP/GCE 0,034 

Área geométrica = 0,196 cm2  
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FIGURA 4.6 – Voltamogramas cíclicos, após subtração do branco, para os eletrodos 

GCE (–), DHP/GCE (–) e AuNPs-DHP/GCE (–) para uma solução de [Fe(CN)6]4− 1,0 

× 10−3 mol L−1 em KCl 0,1 mol L−1 como eletrólito suporte e v = 100 mV s−1. 

 

O GCE apresentou uma área eletroativa maior do que os eletrodos 

modificados, o que indica que a presença do DHP leva a um bloqueio parcial da 

superfície ativa do GCE, dificultando a transferência eletrônica e causando uma 

diminuição do sinal analítico. Não houve diferença entre as áreas eletroativas do 

DHP/GCE e AuNPs-DHP/GCE. Esses resultados estão em concordância com os 

recentes trabalhos de JANEGITZ e colaboradores62 e de CHIKAE e colaboradores57 

em que foram utilizados eletrodos modificados com AuNPs. 

 

4.3.2 Caracterização eletroquímica do biossensor Tyr-AuNPs-
DHP/GCE 

A enzima Tyr foi imobilizada no filme AuNPs-DHP usando cistamina e 

glutaraldeído conforme descrito anteriormente. Os átomos de enxofre da cistamina 

(2,2-diaminoetildissulfeto) se ligam às superfícies das NPs de ouro, assim, 

grupamentos amino (do lado oposto aos sulfetos) são indroduzidos. Então, usa-se o 

glutaraldeído para se fazer a ligação covalente entre os grupos amino da cistamina e 

da enzima, conferindo boa estabilidade a variações de pH, força iônica e 

temperatura1,16. Assim, o comportamento eletroquímico de catecol foi investigado 

utilizando o biossensor proposto. Na FIGURA 4.7 são apresentados os 

voltamogramas cíclicos obtidos para os eletrodos AuNPs-DHP/GCE e Tyr-AuNPs-
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DHP/GCE em solução de tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) na presença de 

catecol 1,0 × 10−4 mol L−1 a uma velocidade de varredura de 100 mV s−1. 

Pode-se observar que o AuNPs-DHP/GCE apresentou um par de picos 

redox de intensidades semelhantes (FIGURA 4.7 (–)). Nas mesmas condições, o 

Tyr-AuNPs-DHP/GCE (FIGURA 4.7 (–)), apresentou uma diminuição de corrente do 

pico de oxidação e um aumento de corrente no pico de redução de −3,3 µA no 

AuNPs-DHP/GCE para −10,9 µA no Tyr-AuNPs-DHP/GCE. Ademais, também 

ocorreu um deslocamento do potencial de redução para valores mais negativos, de 

−11,0 mV no AuNPs-DHP/GCE para −110 mV no biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE. 
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FIGURA 4.7 – Voltamogramas cíclicos, após subtração do branco, do AuNPs-

DHP/GCE (–) e do biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE (–) em presença de catecol 1,0 

× 10−4 mol L−1 e tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) como eletrólito suporte e 

velocidade de varredura de 100 mV s−1. 

 

No biossensor, a Tyr imobilizada no filme de AuNPs-DHP catalisa a 

oxidação de catecol para o-quinona na presença de oxigênio molecular. A o-quinona 

produzida é então reduzida regenerando o catecol na superfície do biossensor em 

−0,10 V, aumentando desta maneira o sinal analítico. As Equações 17 e 18 

apresentadas na Seção 3.3.5 descrevem esses processos. 

Esse comportamento do Tyr-AuNPs-DHP/GCE (FIGURA 4.7 (–)) é 

atribuído à redução da o-quinona produzida na reação catalisada pela enzima sobre 

a superfície do eletrodo167. Assim, há um aumento da concentração de o-quinona a 

partir da reação enzimática, levando a um aumento da corrente de redução. Isso 
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ocorre devido a presença da enzima imobilizada nas AuNPs, que resulta em uma 

melhora na cinética de transferência eletrônica e aumento da corrente de redução de 

o-quinona, que pode ser atribuído à maior área superficial e a condutividade elétrica 

promovida pelas AuNPs.  

 

4.3.3 Efeito da velocidade de varredura 
O efeito da velocidade de varredura foi avaliado para a resposta 

analítica do biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE na presença de catecol 1,0 × 10−4 mol 

L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0). Houve um ligeiro deslocamento nos 

potenciais de pico catódico com o aumento da velocidade de varredura  

(FIGURA 4.8). A dependência da corrente de pico catódica com a velocidade de 

varredura de 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150 e 200 mV s−1 mostrou uma relação 

linear (FIGURA 4.8 – inserida) indicando que a reação do eletrodo ocorre na 

monocamada redox47,68,148,167. 
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FIGURA 4.8 – CVs, após subtração do branco, do biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE 

em várias velocidades de varredura de 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150 e 200 mV s−1 

e na presença de catecol 1,0 × 10−4 mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0). 

Inserido: Corrente de pico catódica vs. a velocidade de varredura. 

 

4.3.4 Efeito do pH 
A influência do pH da solução sobre a corrente de pico catódica do 

biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE foi avaliada em presença de solução de catecol 
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1,0 × 10−4 mol L−1 em soluções de tampão fosfato 0,1 mol L−1 com diferentes pHs, e 

uma velocidade de varredura de 100 mV s−1. Os pHs foram estudados na faixa de 

5,0 a 7,0. Observa-se na FIGURA 4.9 A (inserida) que com a diminuição do pH, 

houve um aumento de corrente catódica até pH 5,5. Apesar do pH 5,5 apresentar 

maior intensidade de corrente, o pH 6,0 foi selecionado por apresentar bom sinal 

analítico e a resposta voltamétrica ser mais reprodutível. 

A dependência do potencial de pico catódico em função do pH da 

solução também foi avaliada. Como pode ser visto na FIGURA 4.9, um aumento do 

pH da solução tampão causa um deslocamento para potenciais mais negativos no 

potencial de pico catódico. A FIGURA 4.9 B (inserida) mostra a relação do potencial 

de pico catódico em função do pH. Nesse estudo, o potencial catódico apresentou 

uma dependência linear com o aumento do valor do pH da solução tampão, 

conforme a equação Epc (V) = 0,220 – 0,035 pH com coeficiente de correlação de 

0,977. O valor da inclinação da reta foi de −35 mV pH−1, valor este próximo ao valor 

teórico (−29,6 mV pH−1), a 25ºC para um processo reversível de transferência 

eletrônica envolvendo o mesmo número de prótons e elétrons. Esses resultados 

estão de acordo com trabalhos reportados na literatura121,124. 
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FIGURA 4.9 – CVs do biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE na presença de catecol 1,0 

× 10−4 mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1, pHs de 5,0 à 7,0. Velocidade de 

varredura 100 mV s−1. Inserido: (A) Influência do pH  sobre a corrente de pico 

catódica de catecol. (B) Dependência do Epc vs. pH. 
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4.3.5 Efeito do potencial de trabalho 
A influência do potencial de trabalho aplicado foi investigada na faixa 

entre 0,15 V a −0,35 V vs. Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L−1) em solução de tampão fosfato 

0,1 mol L−1 (pH 6,0) na presença de catecol 5,0 × 10−5 mol L−1 e velocidade de 

agitação da solução de 1100 rpm. Os resultados obtidos estão apresentados na 

FIGURA 4.10. Houve um aumento de corrente catódica até o potencial de −0,10 V e 

a partir de potenciais mais negativos não houve aumento significativo na resposta de 

corrente, nos quais os valores de corrente praticamente se mantiveram constantes. 

Desta forma, para obter melhores resultados no desempenho analítico do 

biossensor, o potencial de trabalho de −0,10 V foi escolhido para construção da 

curva analítica. 
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FIGURA 4.10 – Estudo da influência do potencial aplicado na redução de catecol na 

superfície do Tyr-AuNPs-DHP/GCE. Concentração de catecol 5,0 × 10−5 mol L−1. 

Eletrólito suporte: tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 6,0. 

 

4.3.6 Determinação de catecol por amperometria 
Após a otimização dos parâmetros experimentais para a determinação 

de catecol por amperometria utilizando-se o biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE, foram 

feitas adições sucessivas de catecol para a obtenção do amperograma 

correspondente e a construção da curva analítica, mantendo-se constante a 

agitação da solução em 1100 rpm. 

O procedimento desenvolvido empregando a amperometria apresentou 
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uma curva analítica linear para catecol na faixa de concentração de 2,5 × 10−6 à 9,5 

× 10−5 mol L−1, cuja equação correspondente foi Ic (µA) = −1,67 × 10−8 + 1,15 × 105 

[catecol] (mol L−1)  com coeficiente de correlação de 0,999. O limite de detecção 

obtido (calculado a partir da relação: três vezes o desvio padrão para a solução do 

branco (n = 10), dividido pelo coeficiente angular da curva analítica) foi de 1,7 × 10−7 

mol L−1. Na FIGURA 4.11 está apresentado o amperograma obtido e a curva 

analítica (inserida) para catecol usando o biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE 

proposto. 

 

0 200 400 600 800 1000
-12

-10

-8

-6

-4

-2

0

100 200 300

-0,8

-0,4

0,0

 

I /
 μ

A
t / s

0 2 4 6 8 10
0

4

8

12
 

 

ΔI
 / 

μA

[catecol] × 10−5 mol L−1

I /
 μ

A

t / s

1
2

3
4

5

6
7

8
9

10
11

12
13

14
15

16
17

18

 
FIGURA 4.11 – Amperograma obtido com o biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE em 

tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 6,0), Ec = −0,10 V,  para diferentes concentrações de 

catecol: 2,5 × 10−6 (1),  3,7 × 10−6 (2), 5,0 × 10−6 (3), 6,2 × 10−6 (4), 7,4 × 10−6 (5), 1,5 

× 10−5 (6), 2,2 × 10−5 (7), 2,9 × 10−5 (8), 3,6 × 10−5 (9), 4,3 × 10−5 (10), 5,0 × 10−5 

(11), 5,7 × 10−5 (12), 6,3 × 10−5 (13), 7,0 × 10−5 (14), 7,6 × 10−5 (15), 8,3 × 10−5 (16), 

8,8 × 10−5 (17) e 9,5 × 10−5 (18) mol L−1. Velocidade de agitação da solução: 1100 

rpm. Inserida: Curva analítica obtida para o catecol.  

 

Na TABELA 4.2 estão apresentados os parâmetros analíticos do 

procedimento proposto (amperométrico) comparados a diversos métodos já 

descritos na literatura usando diferentes biossensores de Tyr para a determinação 

de catecol. 
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TABELA 4.2 – Comparação dos parâmetros analíticos obtidos usando diferentes biossensores de tirosinase para determinação de 

catecol 

Eletrodo 
Faixa linear 
(µmol L−1) 

Limite de 
detecção 
(µmol L−1) 

Sensibilidade 
(mA mol−1 L) 

Estabilidade Referência 

Tyr-DNA/CP 1,0 – 50 1,0 – Tempo de prateleira: 2 meses 110 

Tyr-PAPCP/ITO 1,6 – 140 1,2 3,5 80% após 120 dias 112 

Tyr/SPPtE – 1,7 – 50-60% após 150 medidas 123 

Tyr-Oscomplexo-funcionalizado/Pt – 0,01 6,1 – 113 

Tyr-Agarose-guar gum/GCE 60 – 800 6,0 – Tempo de prateleira: 2 meses 125 

Tyr-MWCNT-PPy/GCE 3,0 – 50 0,67 8,0 85% após 70 dias 126 

Tyr/MWCNTs/AuNPs/AEP/Au 1,0 – 500 0,8 150 80% após 42 dias 127 

Tyr-MWCNTs-MNP/SPE 10 – 80 7,6 4,8 Tempo de prateleira: 1 mês 48 

Tyr-PO4–PPy/Pt 10 – 120 0,84 47 80% após 30 dias 99 

Tyr-PANI/Pt 5,0 – 140 0,05 – 90% após 120 dias 122 

Tyr-HTLc/GCE 3,0 – 300 0,1 – 72% após 30 dias 128 

Tyr-AuNPs-DHP/GCE 2,5 – 95 0,17 115 *93% após 30 dias Este trabalho 

CP: Pasta de carbono; PAPCP: Poli (N-3-aminopropil pirrol-co-pirrol); ITO: Óxido de índio-estanho; SPPtE: Eletrodo impresso de 

platina; Os: Ósmio; Pt: Eletrodo de platina; PPy: Polipirrol; AuNPs: Nanopartículas de ouro; AEP: Acetona extraída de própolis; Au: 

Eletrodo de ouro; MNP: Nanopartículas magnéticas; PANI: polianilina; HTLc: Mg–Al–CO3 hidrotalcita. *240 determinações. 
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Nota-se que o procedimento proposto empregando o biossensor Tyr-

AuNPs-DHP/GCE apresentou um limite de detecção inferior aos obtidos com os 

biossensores apresentados em diversos artigos48,99,110,112,123,125-127 e ligeiramente 

superior aos obtidos empregando-se os biossensores descritos113,122,128. A 

sensibilidade do método amperométrico proposto foi maior do que as obtidas na 

maioria dos métodos da literatura48,99,112,113,126. Ademais, o biossensor proposto 

apresentou uma grande estabilidade com diminuição de sua atividade de apenas 7% 

após 30 dias. 

A constante aparente de Michaelis-Menten (ܭM
ୟ୮୮) que expressa a 

afinidade entre a enzima e o substrato, foi estimada empregando-se a equação de 

Lineweaver-Burk62,125 (Equação 19), apresentada na Seção 3.3.8. 

O gráfico de Lineweaver-Burk para o biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE 

foi obtido seguindo a equação 1/Is = 0,0504 + 10,08 × 1/[catecol] (coeficiente de 

correlação de 0,998). O valor de ܭM
ୟ୮୮ obtido neste trabalho foi de 0,20 mmol L−1 

para catecol. Na TABELA 4.3 são apresentados os valores de ܭM
ୟ୮୮ relatados na 

literatura para diferentes biossensores contendo a Tyr, usados para determinação de 

catecol. O valor ܭM
ୟ୮୮ obtido neste trabalho concorda com os valores anteriormente 

reportados, indicando uma alta afinidade entre o catecol (substrato) e a enzima 

imobilizada no biosensor. 
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TABELA 4.3 – Valores de ܭM
ୟ୮୮ para diferentes biossensores de Tyr  empregados na 

determinação de catecol 

Biossensor ۻࡷ
mmol L−1/ܘܘ܉ Referência 

Tyr-MWCNTs-MNP/SPE 0,18 48 

Tyr-SAMs/Au 0,18 157 

Tyr/GE 0,19 158 

Tyr-AuNPs-DHP/GCE 0,20 Este trabalho 

Tyr/RVC-ER 0,20 159 

Tyr livre 0,28 162 

Tyr-MPA-SAMs/Au 0,33 160 

Tyr livre 0,44 163 

Tyr livre 4,0 164 

Tyr-PPy/Pt 100 161 

Tyr-PPy-MM/Pt 200 161 

SPE: Eletrodo impresso; MNP: Nanopartículas magnéticas; Au: Eletrodo de ouro; 

SAMs: Monocamadas auto-montadas; GE: Eletrodo de grafite; RVC-ER: Carbono 

vítreo reticulado com resina epóxi; MPA: Ácido 3-mercaptopropiônico; PPy: Polipirrol; 

MM: metil monômero. 

 

A repetibilidade (n = 10) do biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE foi 

avaliada em presença de catecol 5,0 × 10−5 mol L−1 e tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 

6,0). O valor do desvio padrão relativo (RSD) obtido para repetibilidade intra-dias foi 

de 0,48% e repetibilidade inter-dia foi de 1,46%, indicando uma boa estabilidade do 

filme. Ademais, a repetibilidade da fabricação de três biossensores Tyr-AuNPs-

DHP/GCE diferentes na presença de catecol 5,0 × 10−5 mol L−1 em tampão fosfato 

0,1 mol L−1 (pH 6,0) foi também estimada. O desvio padrão relativo encontrado foi de 

3,81%, apontando uma ótima repetibilidade do preparo dos biossensores. 

 

4.3.7 Efeito de interferentes em potencial 
A interferência em potencial de espécies como cátions metálicos sódio, 

potássio, magnésio, cálcio, aluminio, ferro (III) e ânions carbonato, cloreto, fosfato, 

sulfato, brometo, iodeto, além de ácidos húmicos, na determinação de catecol foi 

avaliada por amperometria em solução tampão de fosfato 0,1 mol L−1 (pH 6,0) 

contendo catecol 5,0 × 10−5 mol L−1 enriquecida concomitantemente com cada 
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interferente (5,0 × 10−3 mol L−1). Os sinais de corrente foram comparados com 

aqueles obtidos na ausência de cada interferente. Os resultados mostraram que, 

para todas as espécies testadas uma variação inferior a 5% na resposta do sinal 

analítico foi observada, indicando assim ausência de interferência significativa 

daqueles concomitantes na determinação de catecol pelo biossensor proposto na 

concentração avaliada. 

 

4.3.8 Aplicação do método proposto na determinação de catecol 
em amostras de águas naturais 

O biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE foi aplicado na determinação da 

concentração de catecol em quatro amostras de água (três amostras de águas 

naturais, A – C, e uma amostra de água da torneira, D), utilizando o método de 

adição de padrão. Como não foi encontrado catecol nas amostras, alíquotas de 1,0 

mL das amostras fortificadas (procedimento descrito anteriormente) foram 

adicionados à célula eletroquímica contendo 20 mL de tampão fosfato 0,1 mol L−1 

(pH 6,0) a fim de se obter uma concentração de catecol de 5,0 × 10−5 mol L−1. Para 

cada amostra três determinações foram realizadas, e os desvios-padrão foram 

calculados. O estudo de adição e recuperação de catecol nas amostras de água foi 

realizado e as recuperações variaram entre 99,0% a 102,2%, indicando que não 

houve interferência significativa da matriz das amostras na determinação de catecol 

pelo procedimento analítico proposto. 

Os resultados obtidos empregando-se o método proposto e o método 

de referência119 estão apresentados na TABELA 4.4. As amostras A, B e C, 

compreendem águas naturais e a amostra D, água de torneira. Após aplicar o teste t 

pareado165 para os resultados obtidos, o valor de t calculado foi de 2,176, menor do 

que o valor crítico (3,182, α = 0,05), indicando que não há diferença significativa 

entre os resultados obtidos, empregando-se os dois métodos analíticos, em um nível 

de confiança de 95%. Esses resultados demonstram que o biossensor Tyr-AuNPs-

DHP/GCE proposto é apropriado para a determinação de catecol em amostras de 

águas naturais. 
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TABELA 4.4 – Determinação de catecol em amostras de água por amperometria 

usando o biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE e pelo método espectrofotométrico de 

referência119 

Amostras 
                           Catecol (10−6 mol L−1) 

Método referência* Método proposto Erro relativo** 

A 49,1 ± 0,3 50,8 ± 0,3 +3,5 

B 47,4 ± 0,4 49,5 ± 0,2 +4,4 

C 48,7 ± 0,2 51,1 ± 0,4 +4,9 

D 51,0 ± 0,2 50,5 ± 0,1 −1,0 

* Método espectrofotométrico − média de 3 medidas. 

** [(Método proposto − método de referência) × 100] / método de referência. 

 

A estabilidade do biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE foi avaliada pela 

monitoração da resposta para uma solução de catecol de 5,0 × 10−5 mol L−1 em 

tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 6,0) durante um mês (ou 240 determinações neste 

período). A resposta de corrente catódica diminuiu apenas 7,4% após esse tempo. 

Esta estabilidade está relacionada a dois fatores principais, o processo de 

imobilização, que proporciona uma boa imobilização da enzima Tyr no filme AuNPs-

DHP e uma biocompatibilidade entre as AuNPs e a enzima Tyr. 

 

4.4 CONCLUSÕES 
Neste trabalho a enzima Tyr foi imobilizada com sucesso na superfície 

do GCE por meio de ligações covalentes com as AuNPs. A técnica de amperometria 

mostrou-se sensível para a determinação de catecol utilizando o biossensor 

proposto apresentando um baixo limite de detecção comparado a outros trabalhos 

descritos na literatura. Os resultados demonstraram que o uso das AuNPs podem 

oferecer vantagens, como o aumento do sinal analítico e biocompatibilidade com a 

enzima estudada. O biossensor proposto pôde ser aplicado para a determinação de 

catecol em amostras de águas naturais e água de torneira (água de distribuição) 

apresentando baixo erro relativo em relação ao método espectrofotométrico de 

referência. 
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5 Biossensor de polifenol oxidase baseado em um eletrodo de 
carbono vítreo modificado com nanotubos de carbono, 
nanopartículas de ouro e hidrocloreto de polialilamina para a 
determinação de sulfito 

 

5.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
Desenvolver um biossensor modificando a superfície de um eletrodo de 

carbono vítreo (GCE) com a enzima polifenol oxidase (PPO) imobilizada em 

nanopartículas de ouro (AuNPs) e nanotubos de carbono de paredes múltiplas 

(MWCNTs) funcionalizados em filme de hidrocloreto de polialilamina (PAH) para a 

determinação de sulfito. 

 

5.2 PARTE EXPERIMENTAL  
 

5.2.1 Reagentes 
Sulfito de sódio (CAS: 7757-83-7), catecol (99%) (CAS: 120-80-9), 

hidrocloreto de polialilamina (CAS: 71550-12-4), nanotubos de carbono de parades 

múltiplas (20-30 nm de diâmetro, espessura da parede 1-2 nm e 0,5-2 μm de 

comprimento e grau de pureza ≥95%) (CAS: 308068-56-6), ácido tetracloroáurico 

(III) (HAuCl4) (CAS: 27988-77-8), cistamina (CAS: 312619-54-8), polivinilpirrolidona 

(CAS: 9003-39-8) e glutaraldeído 25% v/v (CAS: 111-30-8) foram adquiridos da 

Sigma–Aldrich. Os sais NaH2PO4 e Na2HPO4 utilizados para preparar o eletrólito 

suporte, tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0), foram adquiridos da Merck. Todos os 

outros produtos químicos foram de grau analítico. Todas as soluções foram 

preparadas com água ultrapura obtida por um sistema Milli-Q (resistividade > 18 MΩ 

cm). O tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) foi empregado como eletrólito suporte em 

todas as medidas com o biossensor. A solução estoque de sulfito 0,1 mol L−1 foi 

preparada diariamente em tampão fostato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) e padronizada por 

iodometria136 antes do uso. As soluções padrão de sulfito foram preparadas em 

tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) à partir da solução estoque e borbulhadas com 

gás N2 ultrapuro para prevenir a oxidação química. 

As batatas-doces e as amostras de vinho foram adquiridas no comércio 

local, em supermercados na cidade de São Carlos – SP. 
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5.2.2 Equipamentos 
As medidas eletroanalíticas foram executadas em um 

potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT12 (Utrecht, Holanda) Autolab 

Ecochemie e os dados foram tratados usando o software GPES 4.9.  

A determinação dos pHs das soluções foi realizada em um pHmetro 

digital ORION, modelo EA 940, conectado a um eletrodo combinado de vidro 

Digimed com um eletrodo de referência de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L−1).  

Para centrifugação do homogenato, utilizou-se uma centrífuga Du Pont 

Instruments sorval, modelo RC-5B. 

As medidas espectrofotométricas para a determinação da atividade da 

enzima PPO foram realizadas com auxílio de um espectrofotômetro da Femto 

(modelo 435, Brasil), empregando uma cubeta de quartzo (caminho óptico, 1,0 cm). 

 

5.2.3 Célula eletroquímica 
Os experimentos eletroquímicos foram realizados em uma célula de 

compartimento único de 50 mL, confeccionada em vidro borossilicato e equipada 

com uma tampa de Teflon®, contendo orifícios para a desoxigenação da amostra 

com nitrogênio. Uma alíquota de 20 mL de eletrólito suporte foi sempre adicionada 

para a realização das medidas eletroquímicas. Todos os experimentos foram 

realizados à temperatura controlada de 25 ±1 oC. 

 

5.2.4 Eletrodos 
Utilizou-se um sistema de três eletrodos, com o eletrodo de trabalho 

sendo o biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE, uma placa de platina como 

eletrodo auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L−1) como eletrodo de 

referência à 25 °C, à qual todos os potenciais foram referidos. 

 

5.2.5 Morfologia 
A superfície dos filmes contendo nanotubos de carbono e 

nanopartículas de ouro foi analisada por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

de alta resolução, utilizando um equipamento modelo Supra 35-VP (Carl Zeiss, 

Alemanha) com feixe de elétrons de 25 keV. Um disco de carbono vítreo foi usado 
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para a imobilização da dispersão de MWCNTs-PAH e AuNPs-MWCNTs-PAH, 

usando o mesmo processo de preparo empregado para a preparação dos eletrodos. 

 

5.2.6 Funcionalização dos nanotubos de carbono (tratamento 
ácido) 

Os nanotubos de carbono de paredes múltiplas foram purificados 

conforme descrito na Seção 3.2.6. 

 

5.2.7 Síntese das nanopartículas de ouro 
As nanopartículas de ouro (AuNPs) foram obtidas conforme descrito na 

Seção 4.2.6. 

 

5.2.8 Preparação do extrato bruto de batata doce 
A enzima polifenol oxidase (PPO) foi obtida de batatas-doces, 

conforme procedimento descrito anteriormente108, e o extrato bruto obtido foi usado 

como fonte enzimática. Batatas-doces (Ipomoea batatas (L.) Lam.) foram lavadas, 

descascadas e picadas. Em seguida, 25,0 g de batatas-doces foram 

homogeneizadas em um liquidificador com 100 mL de tampão fosfato 0,1 mol L−1 

(pH 7,0) contendo 2,5 g de polivinilpirrolidona, durante 2 minutos a 4 oC. 

Posteriormente, o homogenato foi filtrado em quatro camadas de gaze e 

centrifugado a 18000 rpm durante 30 minutos a 4 oC. A solução sobrenadante foi 

armazenada em refrigerador a 4 oC e utilizado como fonte enzimática de PPO. A 

atividade da PPO foi determinada como descrito anteriormente108, medindo-se a 

absorbância da o-quinona gerada na reação entre PPO (contida no extrato bruto) e 

solução de catecol em 410 nm. A concentração de proteína total foi determinada em 

triplicata pelo método de LOWRY et al.168 usando albumina de soro bovino como 

padrão. 

 

5.2.9 Preparação do biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE 
Inicialmente, um eletrodo de carbono vítreo (GCE, 5 mm de diâmetro) 

foi cuidadosamente polido com suspensões de micropartículas de alumina de 0,3 e 

0,05 µM respectivamente. Em seguida este foi lavado abundantemente com água 

ultrapura. O CGE foi então sonicado em álcool isopropílico e posteriormente com 

água ultrapura por cerca de 5 min. Por fim, deixou-se secar à temperatura ambiente. 
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Uma massa de 1,0 mg de MWCNTs e 1,0 mg de PAH foi adicionada a 

500 μL de uma solução de AuNPs e a mistura submetida a ultrassom durante 10 

minutos de modo a formar uma suspensão estável de AuNPs-MWCNTs-PAH. Essa 

suspensão foi armazenada a 4 °C em refrigerador, quando não estava em uso. Em 

seguida, adicionou-se 20 μL da suspensão de AuNPs-MWCNTs-PAH sobre a 

superfície do GCE com o auxílio de uma micropipeta e deixou-se secar a 

temperatura ambiente durante 2 horas. Então, o GCE modificado foi colocado em 

uma célula eletroquímica contendo KCl 0,1 mol L−1 e foram aplicados vinte ciclos na 

faixa de potencial de trabalho −0,3 a 0,7 V a uma velocidade de 100 mV s−1 usando-

se voltametria cíclica. O eletrodo foi lavado cuidadosamente com água, deixando-se 

secar à temperatura ambiente. Subsequentemente, 20 μL de uma solução de 

cistamina 10 mmol L−1 foram adicionados na superfície do GCE modificado com 

AuNPs-MWCNTs-PAH e deixou-se secar. Em sequência, o eletrodo foi 

cuidadosamente lavado com água, deixando-se secar à temperatura ambiente. 

Então, adicionou-se 20 μL de uma solução de glutaraldeído 2,5% (v/v) em tampão 

fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) e deixou-se secar por uma hora. Após este tempo, o 

eletrodo foi lavado com solução de tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0), deixando-se 

secar à temperatura ambiente. Finalmente, adicionou-se 20 μL do extrato bruto 

contendo a PPO no eletrodo e deixou-se secar por mais uma hora. O biossensor 

PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE foi armazenado à 4 °C em refrigerador em tampão 

fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0), quando não estava em uso. O processo de imobilização 

da enzima PPO no eletrodo AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE é apresentado na FIGURA 

5.1. 

 

 
FIGURA 5.1 – Representação esquemática da preparação do biossensor PPO-

AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE. 
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5.2.10 Amostras 
Amostras de vinhos foram utilizadas sem tratamento prévio, assim, 

uma alíquota de cada amostra foi adicionada diretamente à célula eletroquímica 

contendo 50 µL de catecol 5,0 × 10−5 mol L−1 em 10 mL de tampão fosfato 0,1 mol 

L−1 (pH 7,0), e em seguida os voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos. A 

concentração de sulfito em cada amostra foi determinada pelo método de adição de 

padrão. Para cada amostra três determinações foram realizadas, e os desvios-

padrão foram calculados. 

 

5.2.11 Método de referência 
A titulação iodométrica136 foi empregada para comparar os resultados 

obtidos com o método proposto por voltametria de pulso diferencial (DPV). Uma 

alíquota de 20 mL de cada amostra contendo sulfito foi transferida para um béquer e 

o pH ajustado para 4,6. Então a solução da amostra foi transferida para um 

erlenmeyer e adicionou-se 5,0 mL de solução padrão de iodo. O excesso de iodo foi 

titulado com solução padrão de tiossulfato de sódio, usando amido como indicador. 

Estas titulações foram realizadas o mais rápido possível, e o ponto final foi indicado 

por uma cor azul intensa devido a formação do complexo iodo-amido. 

 

5.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.3.1 Determinação da atividade da PPO 
Inicialmente, a atividade da enzima PPO, o teor de proteína total e a 

atividade específica do extrato bruto de batata-doce foram determinados de acordo 

com procedimento estabelecido na literatura108. Os valores da atividade da PPO e 

do teor de proteína total foram 1305 unidades de PPO por mL (U mL−1) e 0,442 mg 

mL−1, respectivamente. A atividade específica da PPO de 2952 U mg−1 foi calculada 

pela razão entre a atividade da PPO e a concentração de proteína total. 

 

5.3.2 Caracterização eletroquímica do eletrodo modificado AuNPs-
MWCNTs-PAH 

Quando as AuNPs e os MWCNTs foram levados ao banho ultrassônico 

durante 10 minutos, foi observado a formação de uma suspensão estável e 
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homogênea devido a interação eletrostática entre os grupos carboxílicos na 

superfície dos MWCNTs funcionalizados e as cadeias de polieletrólito. As AuNPs 

foram ancoradas na superfície dos nanotubos através de interações eletrostáticas 

entre o polieletrólito e as nanopartículas, conforme reportado por JIANG et al.58. 

A integração entre os MWCNTs funcionalizados e o filme AuNPs-PAH 

permite uma melhor distribuição das AuNPs no filme obtido, com elevada área 

eletroativa, como será exibido a seguir. 

Na FIGURA 5.2 são apresentadas as imagens de MEV do GCE (a), 

AuNPs-PAH/GCE (b), e AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE (c). É observada uma nítida 

diferença em relação à rugosidade da superfície destes diferentes eletrodos. Na 

FIGURA 5.2(c), pode-se observar que um filme denso foi formado e a superfície do 

GCE foi completamente coberta pelos MWCNTs, quando comparado ao GCE sem 

modificação (FIGURA 5.2(a)). Ainda na FIGURA 5.2(c), obervou-se que as AuNPs 

estão distribuídas homogeneamente sobre os MWCNTs e possuem tamanho 

uniforme, com diâmetro médio de 29 nm. Além disso, as AuNPs se dispersam bem 

nos MWCNTs funcionalizados, quando comparado com AuNPs-PAH/GCE (FIGURA 

5.2(b)). 

 

 

 
FIGURA 5.2 – Imagens obtidas por MEV da superfície do: (a) GCE , (b) AuNPs-

PAH/GCE e (c) AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE. 
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Outra caracterização das AuNPs foi a obtenção de um voltamograma 

cíclico do AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE em H2SO4 0,5 mol L−1, com velocidade de 

varredura de 50 mV s−1. Conforme apresentado na FIGURA 5.3, o eletrodo 

apresentou o perfil característico da reação redox do ouro nesse meio, com picos de 

oxidação (em 1,05 V) e redução do óxido de ouro (em 0,56 V), Equações descritas 

na Seção 4.3.1. Esse resultado indica a presença das AuNPs no filme MWCNTs-

PAH. 
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FIGURA 5.3 – Voltamograma cíclico do AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE em H2SO4 0,5 

mol L−1, com v = 50 mV s−1. 

 

As áreas eletroativas dos eletrodos GCE, PAH/GCE, AuNPs-PAH/GCE 

e AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE foram estimadas em solução de KCl 0,1 mol L−1 em 

presença de hexacianoferrato (II) de potássio  1,0 × 10−3 mol L−1, aplicando-se a 

equação de Randles-Sevcik148,149 (Equação 13, apresentada na Seção 3.3.1) para 

um processo reversível. 

Os coeficientes angulares dos gráficos de Ipa vs. v 1/2 para o processo 

de oxidação (dados não apresentados) foram: 1,09 × 10−4; 1,24 × 10−4; 1,34 × 10−4 e 

4,72 × 10−4 A V−1/2 s1/2 para GCE, PAH/GCE, AuNPs-PAH/GCE e AuNPs-MWCNTs-

PAH/GCE, respectivamente. As áreas eletroativas obtidas foram 0,162; 0,185; 0,201 

e 0,705 cm2 para GCE, PAH/GCE, AuNPs-PAH/GCE e AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE, 

respectivamente (TABELA 5.1). É importante destacar que o GCE usado neste 
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procedimento não foi o mesmo dos dois procedimentos anteriores (Capítulos 3 e 4). 

A integração entre os MWCNTs e as AuNPs levaram a um aumento da área ativa do 

eletrodo (AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE) em 4,3 vezes em comparação ao GCE.  

 

TABELA 5.1 – Área eletroativa de diferentes eletrodos em meio de [Fe(CN)6]4−  

1,0 × 10−3 mol L−1 em KCl 0,1 mol L−1 como eletrólito suporte 

Eletrodo Área ativa (cm2) 

GCE 0,162 

PAH/GCE 0,185 

AuNPs-PAH/GCE 0,201 

AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE 0,705 

Área geométrica = 0,196 cm2  

 

5.3.3 Resposta eletroquímica de catecol no AuNPs-MWCNTs-
PAH/GCE 

O comportamento eletroquímico do catecol no AuNPs-MWCNTs-

PAH/GCE foi investigado por voltametria cíclica (VC) e sua resposta comparada ao 

GCE, PAH/GCE e AuNPs-PAH/GCE. Na FIGURA 5.4 são apresentados os 

voltamogramas cíclicos para GCE (–), PAH/GCE (–), AuNPs-PAH/GCE (–) e AuNPs-

MWCNTs-PAH/GCE (–), respectivamente, em  solução de tampão fosfato 0,1 mol 

L−1 (pH 7,5) na presença de catecol 1,0 × 10−3 mol L−1 a uma velocidade de 

varredura de 100 mV s−1.  
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FIGURA 5.4 – Voltamogramas cíclicos, após subtração do branco, para catecol 1,0 × 

10−3 mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,5) empregando-se GCE (–), 

PAH/GCE (–), AuNPs-PAH/GCE (–) e AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE (–), com 

velocidade de varredura: 100 mV s−1. 

 

Como pode ser observado, no GCE (FIGURA 5.4(–)), o catecol exibe 

um pico de oxidação em cerca de 0,380 V e o correspondente produto de oxidação 

(o-quinona) exibe um pico catódico em aproximadamente 0,004 V. A separação 

entre os potenciais de pico (ΔEp) (diferença entre o potencial de pico anódico (Epa) e 

o potencial de pico catódico (Epc)), é de 0,376 V, o que indica que catecol exibe um 

comportamento eletroquímico irreversível no GCE. Respostas semelhantes ao GCE 

foram observadas com PAH/GCE (FIGURA 5.4(–)) e AuNPs-PAH/GCE (FIGURA 

5.4(–)). Por outro lado, no AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE (FIGURA 5.4(–)), a 

reversibilidade eletroquímica do catecol é melhorada, pois houve uma redução do 

∆Ep e aumento da corrente de pico associada a esse eletrodo, o que mostra uma 

atividade catalítica desse eletrodo para oxidação de catecol. A corrente de pico de 

redução aumentou de −44,5 µA no GCE para −55,8 µA no AuNPs-MWCNTs-

PAH/GCE, enquanto que o ∆Ep diminuiu de 0,376 V no GCE para 0,155 V no 

AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE. Estes resultados demonstram que existe uma melhora 

significativa na resposta do eletrodo quando os MWCNTs são incorporado no filme 

de AuNPs-PAH, indicando que a modificação do GCE com AuNPs-MWCNTs-PAH 

pode melhorar significativamente a taxa de transferência de elétrons. 
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5.3.4 Oxidação eletroquímica de catecol no biossensor PPO-
AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE na ausência e presença de sulfito 

A enzima PPO foi imobilizada no filme de AuNPs-MWCNTs-PAH 

usando cistamina e glutaraldeído conforme descrito na Seção 4.2.7. O biossensor 

proposto foi então utilizado para avaliar o comportamento de catecol. Além disso, a 

inibição da atividade da PPO pelo sulfito foi investigada para determinação indireta 

de sulfito em amostras de vinho. O sulfito de sódio, bem como outros compostos que 

possuem átomos de enxofre (grupo sulfidrila ou tiol), têm grande afinidade pelos 

átomos de cobre do centro ativo da PPO e ao se ligarem com este, levam a uma 

forte inibição. Procedimentos baseados na inibição de uma enzima normalmente 

oferecem alta sensibilidade e/ou seletividade. Vários estudos baseados na inibição 

de enzimas oxirredutase tais como polifenol oxidase103,104,108,109, peroxidase105,169 e 

lacase170 foram relatados na literatura.  

Na FIGURA 5.5 é apresentada a diferença nas respostas voltamétricas 

entre AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE e o biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE 

proposto sob condições experimentais idênticas. Como pode ser observado, quando 

a enzima PPO foi imobilizada na superfície do AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE, houve 

um aumento considerável na magnitude de resposta das correntes. O biossensor 

(FIGURA 5.5(–)) apresenta uma resposta voltamétrica mais elevada (maior corrente 

de pico anódica e catódica) do que o AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE (FIGURA 5.5(–)) 

em presença de catecol 1,0 × 10−3 mol L−1 e tampão de fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,5) 

como eletrólito suporte e velocidade de varredura de 100 mV s−1. Isso ocorre devido 

a oxidação de catecol para o-quinona na reação enzimática em presença de 

oxigênio e subsequente redução eletroquímica da o-quinona para catecol na 

superfície do eletrodo em 0,08 V. 
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FIGURA 5.5 – Voltamogramas cíclicos, após subtração do branco, do PPO-AuNPs-

MWCNTs-PAH/GCE (–) e AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE (–) na presença de catecol 

1,0 × 10−3 mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,5) como eletrólito suporte e 

velocidade de varredura de 100 mV s−1. 

 

O efeito da adição de sulfito no comportamento eletroquímico de 

catecol foi avaliado utilizando o biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE em 

tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,5), conforme apresentado na FIGURA 5.6. Como 

pode-se observar, o voltamograma cíclico do PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE em 

eletrólito suporte, não apresenta picos anódicos ou catódicos. Na FIGURA 5.6 (–), o 

catecol é oxidado pela PPO em presença de oxigênio molecular, para o-quinona e 

este produto é em seguida reduzido eletroquimicamente a catecol. Por outro lado, 

quando se adiciona sulfito nas concentrações de 2,0 × 10−4 mol L−1 (–); 4,0 × 10−4 

mol L−1  (–); 6,0 × 10−4 mol L−1 (–) e 8,0 × 10−4 mol L−1 (–) à solução de catecol, há 

uma diminuição das correntes de pico anódica e catódica. 
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FIGURA 5.6 – Voltamogramas cíclicos obtidos utilizando o biossensor PPO-AuNPs-

MWCNTs-PAH/GCE, em solução tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,5) (–); catecol 1,0 

× 10−3 mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,5) (–) e na presença de sulfito 

2,0 × 10−4 mol L−1 (–); 4,0 × 10−4 mol L−1  (–); 6,0 × 10−4 mol L−1 (–) e 8,0 × 10−4 mol 

L−1 (–) em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,5) com velocidade de varredura de 100 

mV s−1. 

 

Um diagrama esquemático da reação catalítica entre catecol e sulfito 

que ocorre na superfície do biossensor é apresentado na FIGURA 5.7. De acordo 

com trabalhos anteriores reportados na literatura109,171,172, o sulfito pode atuar na 

inibição direta da enzima PPO, na reação de redução de o-quinona a catecol e/ou 

pode reagir com a o-quinona formando um composto o-quinona-sulfito, pois o sulfito 

é um nucleófilo forte108,171. 

Estudos de voltametria cíclica foram realizados com o biossensor PPO-

AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE para uma solução contendo apenas sulfito, na mesma 

faixa de potencial de trabalho (sob as mesmas condições) e não apresentaram 

resposta eletroquímica para esse analito na faixa de potencial investigada. 
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FIGURA 5.7 – Representação esquemática da reação enzimática entre catecol, o-

quinona, enzima PPO e o sulfito no biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE. 

Oxid: forma oxidada e Red: forma reduzida. Figura adaptada da tese de  VIEIRA173. 

 

5.3.5 Efeito do pH 
O pH é um parâmetro crítico na determinação da atividade enzimática. 

Assim, o efeito do pH na resposta analítica do biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-

PAH/GCE foi avaliado na faixa de pH de 5,0 a 8,0 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 

utlizando voltametria cíclica, na presença de solução de catecol 1,0 × 10−3 mol L−1. O 

gráfico de corrente de pico catódica vs. pH é mostrado na FIGURA 5.8. Pode-se 

observar que com o aumento do valor do pH, há um aumento no valor do pico de 

corrente catódica até pH 7,0. Assim, este pH foi selecionado para experimentos 

posteriores. 
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FIGURA 5.8 – Efeito do pH na resposta analítica de catecol 1,0 × 10−3 mol L−1 em 

tampão fosfato 0,1 mol L−1 com o pH, empregando-se o biossensor PPO-AuNPs-

MWCNTs-PAH/GCE, com velocidade de varredura de 100 mV s−1.  

 

5.3.6 Efeito da velocidade de varredura 
O efeito da velocidade de varredura foi avaliado na resposta analítica 

do biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE na presença de catecol 1,0 × 10−3 

mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0). Os voltamogramas cíclicos foram 

obtidos em diferentes velocidades de varredura (5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150 e 

200 mV s−1). Com o aumento da velocidade de varredura, ocorreu um deslocamento 

gradual nos potenciais de pico redox com aumento da separação pico-a-pico (dados 

não apresentados). A dependência das correntes de pico anódico com a raiz 

quadrada da velocidade de varredura de potenciais exibiu uma relação linear 

indicando que o transporte de massa é controlado por difusão das espécies153 sobre 

a superfície do biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE. Ademais, o gráfico do 

logaritmo da corrente de pico versus o logaritmo da velocidade de varredura 

apresentou comportamento linear com inclinação de 0,62, valor próximo do previsto 

na literatura (0,5) para o transporte de massa controlado pela difusão de espécies. 

 

5.3.7 Determinação indireta de sulfito por voltametria de pulso 
diferencial 

Os voltamogramas de pulso diferencial obtidos utilizando o biossensor 

PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE apresentaram características semelhantes às 
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obtidas inicialmente por voltametria cíclica. A otimização dos parâmetros 

experimentais que influenciam a resposta por DPV foi realizada na presença de 

catecol 5,0 × 10−4 mol L−1 em solução de tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0). 

Avaliou-se a velocidade de varredura (v) no intervalo de 1 a 7 mV s−1, a amplitude de 

pulso de potencial (a) entre 10 a 75 mV e o tempo de modulação (t) na faixa de 5 a 

85 ms. Os valores ótimos obtidos para esses parâmetros foram: v = 1 mV s−1, a = 50 

mV e t = 75 ms. Os parâmetros experimentais otimizados anteriormente levaram em 

conta reprodutibilidade, estabilidade da linha base, precisão, sensibilidade, sendo 

assim utilizados na construção da curva analítica para sulfito utilizando o biossensor 

PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE. Ao estabilizar a resposta de catecol 5,0 × 10−5 

mol L−1 em solução de tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0), os voltamogramas de 

pulso diferencial foram obtidos em presença de várias concentrações de sulfito. 

Verificou-se que a corrente decresce com o aumento da concentração de sulfito. O 

biossensor proposto utilizando a técnica de DPV apresentou uma resposta linear 

para sulfito na faixa de concentração de 5,0 × 10−7 a 2,2 × 10−5 mol L−1, com a 

correspondente equação Ipa (µA) = 6,34 × 10−8 + 0,122 C (mol L−1) com coeficiente 

de correlação de 0,996. O limite de detecção obtido (calculado a partir da relação: 

três vezes o desvio padrão para a solução do branco (n = 10), dividido pelo 

coeficiente angular da curva analítica) foi de 4,0 × 10−7 mol L−1, baixo suficiente para 

a determinação de sulfito em amostras de vinho. Na FIGURA 5.9 são mostrados os 

voltamogramas de pulso diferencial obtidos e a curva analítica (inserida) para sulfito 

usando o biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE proposto. 
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FIGURA 5.9 – Voltamogramas de pulso diferencial, obtidos com o biossensor PPO-

AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) contendo 

catecol 5,0 × 10−5 mol L−1 (a) e diferentes concentrações de sulfito: 5,0 × 10−7 (b), 

1,0 × 10−6 (c), 2,0 × 10−6 (d), 4,0 × 10−6 (e), 6,0 × 10−6 (f), 8,0 × 10−6 (g), 1,0 × 10−5 

(h), 1,2 × 10−5 (i), 1,5 × 10−5 (j), 1,7 × 10−5 (k), 2,0 × 10−5 (l) e 2,2 × 10−5 mol L−1 (m). 

Inserida: Curva analítica obtida para sulfito. 

 

O resultado da determinação analítica de sulfito pelo método proposto 

apresentou baixo limite de detecção, significativamente menor do que os obtidos 

pelos métodos previamente desenvolvidos baseados na determinação direta 

utilizando biossensores75,107,140-144, como mostrado na TABELA 5.2, ou utilizando 

outros eletrodos quimicamente modificados174-176. Considerando-se as vantagens do 

biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE tais como simplicidade de preparação 

e utilização, baixo custo, estabilidade e tempo de vida, este pode ser utilizado para a 

determinação indireta de sulfito em amostras de vinho. 
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TABELA 5.2 – Comparação dos parâmetros analíticos obtidos usando diferentes 

biossensores para a determinação de sulfito 

Eletrodo 
Faixa linear 
(µmol L−1) 

Limite de 
detecção 
(µmol L−1) 

Referência 

SO-citc/eletrodo impresso 40 – 5900 40 177 

SO-politiramina/GCE platinizado 2,0 – 300 1,0 140 

SO-membrana de Teflon/sonda de oxigênio 200 – 1800 200 107 

SO/eletrodo de pasta de carbono 10 – 1000 10 141 

SO-polipirrol/eletrodo de disco de platina 0,9 – 400 0,9 142 

SO-filme fino de mercúrio/GCE 200 – 2800 200 143 

SO-polianilina/eletrodo de alumínio 6,0 – 5000 2,0 144 

SO-citc-SAMs/eletrodo de fio de ouro 1,0 – 60 1,0 75 

SDH/citc-SAMS/eletrodo de ouro 0,5 – 5,5 4,4 × 10−5 145 

PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE 0,5 – 22 0,4 Este trabalho 

SO: sulfito oxidase; Citc: Citocromo c; SAMs: camadas automontadas;  

SDH: sulfito desidrogenase. 

 

A repetibilidade (n = 10) de um biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-

PAH/GCE foi avaliada para uma solução de sulfito 8,0 × 10−6 mol L−1 em tampão 

fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) contendo catecol 5,0 × 10−5 mol L−1. O desvio padrão 

relativo obtido (RSD) para repetibilidade intra-dias foi de 1,4% e repetibilidade inter-

dia foi de 2,4%, indicando assim uma boa estabilidade do filme. Além disso, a 

repetibilidade da fabricação de cinco biossensores PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE 

diferentes na presença de sulfito 8,0 × 10−6 mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 

(pH 7,0) contendo catecol 5,0 × 10−5 mol L−1 foi avaliada. O desvio padrão relativo foi 

de 3,9%, apontando uma elevada repetibilidade do preparo dos biossensores. 

 

5.3.8 Efeito de interferentes em potencial 
O efeito de interferentes em potencial foi investigado por adição destes 

compostos em uma solução padrão de catecol 5,0 × 10−5 mol L−1 em tampão fosfato 

0,1 mol L−1 (pH 7,0). Foram testados ácido ascórbico, sorbato de sódio, etanol e 

sacarose, já que são comumente encontrados em amostras de vinho e as 

proporções testadas (solução padrão: composto interferente) foram 10:1, 1:1 e 1:10. 
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Os sinais de corrente foram comparados com aqueles obtidos na ausência de cada 

interferente.  

Para o ácido ascórbico, a concentração de 1:10 causou uma 

interferência de −10% no sinal analítico, isso porque é um agente redutor e compete 

com sulfito na reação enzimática entre catecol e enzima PPO. No entanto, as 

amostras de vinho analisadas não possuíam ácido ascórbico em sua composição, e 

por isso não houve qualquer efeito de interferência na determinação de sulfito. Para 

amostras que contenham ácido ascórbico, pode-se removê-lo passando-se a 

amostra através de uma coluna empacotada com pepino, como relatado 

anteriormente por FATIBELLO-FILHO e VIEIRA108. O ácido ascórbico é oxidado a 

ácido dehidroascórbico pela enzima ascorbato oxidase, presente em grande 

quantidade no pepino. 

Para as demais espécies testadas uma variação inferior a 5,0% na 

resposta do sinal analítico foi observada, indicando assim ausência de interferência 

significativa daqueles concomitantes na determinação de sulfito pelo biossensor 

proposto nas concentrações avaliadas. 

 

5.3.9 Aplicação do método proposto na determinação indireta de 
sulfito em amostras de vinho 

O biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE foi aplicado para a 

determinação indireta de sulfito em seis amostras de vinho, sendo quatro vinhos 

brancos e dois tintos. O método de adição de padrão foi empregado para se 

determinar a concentração de sulfito em cada amostra de vinho. Não houve 

interferência de outras espécies eletroativas nas amostras de vinho analisadas. Para 

cada amostra três determinações foram realizadas, e os desvios-padrão foram 

calculados. O estudo de adição e recuperação do sulfito nas amostras de vinho foi 

realizado, com recuperações entre 91,8% a 108,2%, indicando que não houve 

interferência significativa da matriz das amostras na determinação do sulfito pelo 

procedimento analítico proposto. 

Na TABELA 5.3 estão apresentadas as concentrações de sulfito 

determinadas em amostras de vinho empregando o método proposto (DPV) e o 

método de referência136. As amostras A-D compreendem vinhos brancos e amostras 

E-F vinhos tintos. Nota-se que não foram observadas diferenças significativas entre 

a concentração de sulfito encontrada nas amostras de vinho empregando-se os 
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métodos proposto (DPV) e de referência (titulação iodométrica). Aplicando-se o teste 

t-pareado165 para os resultados obtidos, o valor de t calculado (0,654) foi menor do 

que o valor crítico (2,571, α = 0,05). Conclue-se então que, não há diferença 

significativa entre os resultados obtidos, empregando-se os dois métodos analíticos, 

em um nível de confiança de 95%. As vantagens do método eletroquímico são 

menor tempo de análise e a cor da amostra que não apresenta nenhuma influência 

na análise. Os resultados mostram que o biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-

PAH/GCE desenvolvido é adequado para a determinação de sulfito em amostras de 

vinho. 

 

TABELA 5.3 – Determinação de sulfito em amostras de vinho por DPV usando o 

biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE e pelo método iodométrico de 

referência136 

Amostras 
                           Sulfito (mg L−1) 

Método referência* Método proposto Erro relativo** 

A 175 ± 4 176 ± 2   0,6 

B 168 ± 5 166 ± 5 −1,2 

C 124 ± 6 129 ± 3   4,0 

D 230 ± 5 227 ± 4 −1,3 

E 229 ± 6 226 ± 3 −1,3 

F 188 ± 7 184 ± 4 −2,1 

* Método iodométrico − média de 3 medidas. 

** [(Método proposto − método de referência) × 100] / método de referência. 

 

A estabilidade da dispersão AuNPs-MWCNTs-PAH foi estudada ao 

longo de duas semanas. Em cada determinação, um GCE foi preparado e a 

resposta analítica determinada para uma solução padrão de catecol 1,0 × 10−3 mol 

L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0). Não foi observada redução significativa 

nos picos de oxidação ou redução. A resposta de corrente catódica diminuiu cerca 

de 10%, ao longo deste período, indicando a boa estabilidade da suspensão AuNPs-

MWCNTs-PAH que pode ser atribuída principalmente à interação eletrostática entre 

os grupos carboxílicos dos MWCNTs funcionalizados, as AuNPs carregadas 

negativamente e o polieletrólito catiônico (PAH) que contém cargas positivas (grupos 

amino)58. 
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A estabilidade do biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE foi 

avaliada monitorando-se a resposta em solução de catecol 1,0 × 10−3 mol L−1 em 

tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0) durante quatro semanas. Após cada medida, o 

biossensor foi lavado e armazenado à 4 °C em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 7,0). 

A resposta de corrente catódica diminuiu apenas 11% após 30 dias, o que indica 

que o procedimento de imobilização da enzima PPO proporciona um efeito positivo 

na estabilidade do biossensor a longo prazo. 

 

5.4 CONCLUSÕES 
Neste trabalho a enzima PPO foi imobilizada no AuNPs-MWCNTs-

PAH/GCE para construção de um biossensor. Usando este biossensor, um aumento 

do sinal eletroquímico de catecol foi obtido em relação ao AuNPs-MWCNTs-

PAH/GCE. A resposta analítica estável do biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-

PAH/GCE para catecol é uma característica interessante para a determinação 

indireta de sulfito utilizando o método de DPV. Resultados satisfatórios foram 

obtidos nos estudos de adição e recuperação, exibindo valores semelhantes aos 

encontrados pelo método iodométrico. Este biossensor exibiu boas propriedades 

analíticas, tais como resposta rápida, alta estabilidade e uma boa faixa de detecção 

para sulfito, além de ser adequado para análises de rotina, evitando a utilização de 

equipamentos caros ou morosos procedimentos de preparo de amostras. Além 

disso, o uso do filme AuNPs-MWCNTs-PAH pode ser interessante para se imobilizar 

outras biomoléculas em trabalhos futuros. 
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6 CONCLUSÕES GERAIS E SUGESTÕES DE TRABALHOS 
FUTUROS 

 

6.1 CONCLUSÕES GERAIS 
Novas arquiteturas de biossensores eletroquímicos enzimáticos foram 

desenvolvidas com êxito baseando-se em nanomateriais como nanotubos de 

carbono de paredes múltiplas e/ou nanopartículas de ouro. As enzimas empregadas 

foram tirosinase (comercial) e polifenol oxidase (obtida de batatas-doces). Os 

biossensores foram utilizados na determinação de catecol em amostras de águas 

naturais e de sulfito em amostras de vinho. 

A incorporação do líquido iônico 1-butil-3-metil-imidazol no filme de 

nanotubos de carbono de paredes múltiplas e dihexadecil hidrogenofosfato levou a 

um aumento da resposta analítica e diminuição do potencial de trabalho devido o 

efeito sinérgico entre BMIM e MWCNTs. 

O biossensor Tyr-BMIM-MWCNTs-DHP/GCE apresentou uma faixa 

linear de 4,9 × 10−6 a 1,1 × 10−3 mol L−1 e limite de detecção de 5,8 × 10−7 mol L−1 

para catecol utilizando a voltametria linear de varredura. Decorridos 30 dias (ou 190 

determinações), a resposta do biossensor foi 95,0 % da resposta inicial. A constante 

aparente de Michaelis-Menten (ܭM
ୟ୮୮) calculada foi de 0,19 mmol L−1. 

O filme de nanopartículas de ouro e dihexadecil hidrogenofosfato se 

mostrou uma alternativa interessante para imobilização de enzimas com uso de 

cistamina e glutaraldeído. 

O biossensor Tyr-AuNPs-DHP/GCE foi linear para a concentração de 

catecol em um intervalo de concentração de 2,5 × 10−6 a 9,5 × 10−5 mol L−1 e limite 

de detecção de 1,7 × 10−7 mol L−1 para catecol utilizando a amperometria. Após 30 

dias (ou 240 determinações), a resposta do biossensor caiu 7,4% da resposta inicial. 

O filme de nanotubos de carbono de paredes múltiplas, nanopartículas 

de ouro e hidrocloreto de polialilamina se mostrou uma alternativa interessante para 

imobilização enzimática, devido a grande estabilidade do filme gerado através das 

interações eletrostáticas entre os grupos funcionais dos MWCNTs, as AuNPs e o 

PAH. 

O biossensor PPO-AuNPs-MWCNTs-PAH/GCE apresentou uma faixa 

linear de 5,0 × 10−7 a 2,2 × 10−5 mol L−1 e um limite de detecção de 4,0 × 10−7 mol 
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L−1 para sulfito.  Passados 30 dias, a resposta do biossensor diminuiu para 89,0% do 

valor inicial.  

 

6.2 SUGESTÕES DE TRABALHOS FUTUROS 
Propor novos biossensores a partir de outros materiais 

nanoestruturados, como por exemplo, nanoparticulas metálicas (Pt, Ag, Bi), grafeno 

e/ou negro de fumo.  

Aplicar os biossensores desenvolvidos para a determinação de 

amostras com interesse farmacêutico e alimentícios, como dopamina, adrenalina, 

cafeína, catequinas entre outros. 

Utilizar outros surfactantes e/ou polieletrólitos para emprego em novos 

filmes. 

Estudar outros líquidos iônicos para o desenvolvimento de sensores 

e/ou biossensores eletroquímicos. 
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