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RESUMO 

 
O presente trabalho tem como objetivo a abordagem eletroanalítica de 

nanopartículas de ouro sintetizadas pelo método bifásico, o qual é dividido em três 
partes: i) síntese e caracterização de um nanocompósito entre nanopartículas de ouro 
(NPAu) e nanotubos de carbono (NTC) pelo método bifásico e a construção de um 
sensor eletroquímico para a determinação de dopamina. Nesta parte, os NTCs foram 
funcionalizados por oxidação química por rota ácida para promover melhor dispersão 
das NPAu sobre os NTCs. A efetividade da funcionalização química foi avaliada por 
espectroscopia RAMAN e titulações potenciométricas, indicaram a introdução de 
grupos oxigenados na estrutura dos NTCs. Após isso, o NTC funcionalizado foi 
utilizado como suporte para o crescimento de NPAu, utilizando uma rota inédita para 
a sua obtenção. Após caracterização, o material foi utilizado como sensor 
eletroquímico para a determinação de dopamina na presença de ácido ascórbico e 
ácido úrico por meio da voltametria de onda quadrada. Posterior à otimização dos 
parâmetros analíticos, a faixa linear encontrada foi de 0,48 a 5,7 μmol L─1 de 
dopamina, com limite de detecção e quantificação de 0,071 a 0,24 μmol L─1 
respectivamente; ii) aplicação do nanocompósito NTC-NPAu na construção de um 
biossensor: Eletrodos impressos modificados com NTC-NPAu foram utilizados como 
suporte para a imobilização da enzima tirosinase e este biossensor foi acoplado a um 
sistema microfluídico de baixo custo constituídos de fios de algodão como microcanais 
de fluxo de solução. O sistema foi aplicado para a determinação de fenol e, após a 
otimização dos parâmetros analíticos, o limite de detecção e quantificação foram de 
2,91 nmol L─1 e 8,92 nmol L─1 respectivamente. O sistema foi aplicado no estudo de 
adição e recuperação de fenol em água potável, obtendo recuperações entre 89 e 
110%; iii) desenvolvimento de tintas a base de NPAu passivadas por dodecanotiol e 
construção de eletrodos impressos. Neste estudo, as NPAu foram utilizadas na 
formulação de tintas para a produção de eletrodos utilizando a tecnologia jato de tinta 
de impressão (JTI). A produção de eletrodos foi avaliada na construção de um 
dispositivo de multidetecção onde os desvios padrão elativos de repetibilidade e 
reprodutibilidade encontrados foram de 2,7% e 10%, indicando a potencialidade 
analítica do sistema.  
 

Palavras-chave: Química eletroanalítica. Biossensores. Nanopartículas de Ouro. 
Inkjet.  

 

  



 

ABSTRACT 

 

This work aims to electroanalytical approach of gold nanoparticles synthesized 
by biphasic method, which is divided into three parts: i) synthesis and characterization 
of nanocomposite between gold nanoparticles (NPAu) and carbon nanotubes (NTC) 
by biphasic method and construction of electrochemical sensor for dopamine 
determination. In this section, NCTs were functionalized by adicic chemical oxidation 
to promote better NPAu dispersion onto CNTs, the effectiveness of chemical 
functionalization was evaluated by RAMAN spectroscopy and potentiometric titrations 
indicating the introduction of oxygenated groups on the CNTs surface occurred. 
Thereafter, the functionalized NTC was applied as support for NPAu growth by a new 
synthetic route. After structural characterization, the material was used as 
electrochemical sensor for the determination of dopamine in presence of ascorbic acid 
and uric acid using a square wave voltammetry. Thereafter, optimization of analytical 
parameters was carried out and the linear range was found from 0.48 × to 5.7 μmol 
L─1 with limit of detection and quantification 0.07 and 0.24 μmol L─1, respectively; ii) 
application of the NTC-NPAu nanocomposite for biosensor construction. Screen 
printed electrodes modified NTC-NPAu were used as support for immobilizing 
tyrosinase enzyme, and the biosensor was coupled to microfluidic low-cost system 
consisting of cotton thread as solution flow microchannels. The system was evaluated 
for phenol quantification after optimized analytical parameters of limit of detection and 
limit of quantification were found 2,9 nmol L─1 and 8,9 nmol L─1 respectively. The 
system was applied on phenol addition and recovery studies in tap water, obtaining 
recoveries rates between 89 and 110%; iii) development NPAu-dodecanethiol capped-
based inks and construction of printed electrodes. In this study, NPAu were used in ink 
formulations for producing electrodes using inkjet printing technology. After 
optimization of ink composition and printing parameters, the electrodes were 
characterized by electrochemical techniques.The printing process was evaluated in a 
multidetection device where repeatability and reproducibility standard deviation values 
were found 2.7% and 10 %, indicating good analytical performance. 
 

Keywords: Electroanalytical chemistry. Biosensors. Gold Nanoparticles. Inkjet. 
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1 INTRODUÇÃO 

Por ser uma ciência que estuda os fenômenos de interface, o 

desenvolvimento de métodos eletroanalíticos para a identificação e quantificação 

de uma determinada espécie passa pela busca de novos materiais que possam 

proporcionar simplicidade operacional, sensibilidade, seletividade, robustez, 

bem como baixos limites de detecção e quantificação, e quando possível baixo 

custo (Wang, J., 1994). Analisando a linha temporal de construção do 

conhecimento e desenvolvimento da química eletroanalítica, dois fatores 

possuem relevância: primeiramente o aprimoramento das técnicas 

eletroquímicas, como por exemplo, a passagem da amostragem de corrente do 

modo contínuo para o pulsado (Zuman, 1992), e também pela estreita ligação 

com a síntese e caracterização de novos materiais.  

Pode-se citar o ano de 1924 como o primeiro de grande relevância nesta 

linha do tempo, no qual o químico Jaroslav Heyrovisky publicou o artigo em que 

descreve a deposição de metais em um eletrodo de gota de mercúrio. Tal linha 

de pesquisa, além de datar o início das técnicas polarográficas, levara o cientista 

tcheco a receber o prêmio Nobel de Química posteriormente, em 1959. Nesta 

mesma época, Adams e colaboradores (Adams, 1958) desenvolveram o eletrodo 

de pasta de carbono (EPC), em um trabalho que inicialmente buscava a 

preparação de eletrodos gotejantes alternativos ao mercúrio. Este estudo deu 

início a uma gama de trabalhos envolvendo a modificação química de EPCs e 

possibilitando a aplicação em diversos sistemas. Os anos seguintes, décadas de 

60 e 70, foram marcados pelos estudos de eletrodos constituídos de metais 

nobres como ouro e platina (Rosen e Schuldiner, 1973; Climent e Feliu, 2011), 

bem como modificação superficial e formação de ligações do tipo covalente 

(Untereker et al., 1977). Já os anos 80, são lembrados pelos avanços na química 

de coordenação, em que complexos inorgânicos foram aplicados como 

mediadores redox para diversas determinações analíticas, como a formação e 

emprego de filmes azul da Prússia (Neff, 1978), por exemplo. O desenvolvimento 

da química de polímeros também trouxe uma nova classe de eletrodos 

químicamente modificados e os materiais mais amplamente utilizados foram o 

polipirrol e polianilina (Diaz et al., 1981; Macdiarmid, 1997), além de eletrodos 
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modificados com membranas trocadoras como o Nafion®, que permitiram maior 

seletividade nas análises (Rubinstein e Bard, 1980). 

O início dos anos 2000 consolidou a síntese e caracterização de 

nanomateriais, refletindo diretamente nas aplicações em eletroanálise. A alta 

área superficial, possibilidade de funcionalização química, relativo baixo custo, 

aumento da sensibilidade e seletividade através de processos eletrocatalíticos 

(Welch e Compton, 2006; Campbell e Compton, 2010) são características 

relevantes justificadas para a aplicação desta classe de materiais emergentes. 

Certamente os mais relevantes na construção de sensores eletroquímicos são 

os NTCs (Gao et al., 2012), o grafeno (Ambrosi et al., 2014) e as nanopartículas 

metálicas (Kleijn et al., 2014), os quais compreendem maior tópico de pesquisa 

no desenvolvimento e aprimoramento de métodos eletroanalíticos.  

Nesta tese de doutorado, a síntese, caracterização e aplicação de 

nanomateriais no desenvolvimento de (bio)sensores eletroquímicos foram 

investigados. O tema central dos estudos aqui descrito compreende a síntese de 

nanopartículas de ouro (NPAu) obtidas pela rota bifásica e a sua aplicação em 

duas situações (i) obtenção de nanocompósitos entre NTC e NPAu através da 

rota bifásica, bem como a investigação de sua potencialidade eletroanalítica na 

detecção de dopamina e como suporte na construção de um biossensor 

contendo tirosinase para a detecção de fenol ii) desenvolvimento de tinta para a 

impressão de eletrodos de ouro pela tecnologia de impressão por jato de tinta 

(IJT).  

1.1 NANOPARTÍCULAS DE OURO  

O primeiro registro da síntese de ouro coloidal foi descrito por Faraday e 

colaboradores (Faraday, 1857), onde foi descrita a redução de um sal precursor 

na presença de fósforo. Praticamente cem anos mais tarde, a síntese de NPAu 

voltou a ser objeto de estudo com o trabalho publicador por Turkevich e 

colaboradores (Turkevich et al., 1951), em que NPAu são geradas a partir de um 

refluxo do precursor metálico em meio aquoso na presença de íons citrato. 

Posteriormente, tal trabalho teve um aprimoramento no quesito de distribuição 

de tamanho médio de partículas, através da variação da relação Au/citrato 

proposta por Frenz e colaboradores (Frenz, 1973). Na década de 90, Brust e 
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colaboradores (Brust et al., 1994) apresentaram a síntese de NPAu utilizando 

uma rota bifásica, em que a reação ocorre em um sistema contendo uma mistura 

água/tolueno, o precursor metálico, geralmente o ácido tetraclóroaurico, é 

reduzido na presença de borohidreto de sódio. O crescimento das 

nanopartículas é regulado pela adição de um agente passivante, que, por meio 

de efeito estérico, o qual cessa a incorporação de novos núcleos de ouro 

metálico às nanopartículas já formadas, onde o reagente mais utilizado é o 

dodecanotiol (DT, R12SH = C12H26S). Tal metodologia tornou-se amplamente 

utilizada por apresentar diversas vantagens como a simplicidade na execução, 

temperatura ambiente de síntese, nanopartículas com estreita distribuição de 

tamanho e alta estabilidade, podendo ser submetida à secagem e redispersão 

sem coalescência. A rota bifásica pode ser considerada um grande 

acontecimento na síntese de nanopartículas, onde a produção de clusters 

passivados por monocamadas se tornou um tópico relevante dentro da 

nanoquímica e suas aplicações (Liz-Marzan, 2013), inspirando a síntese de 

outras nanopartículas metálicas, como prata (Brust e Kiely, 2002; Oliveira, M. M. 

et al., 2005) e platina (Castro et al., 2010). 

O mecanismo de formação pela rota bifásica ainda não é consenso 

(Perala e Kumar, 2013) sendo composto por várias etapas. A primeira delas, 

descrita na Equação (1), refere-se à transferência do precursor metálico, Au (III), 

da fase aquosa para a fase orgânica na presença de um agente de transferência 

de fase, normalmente brometo de tetraoctilamônio (BTOA, R8 = C8H17). As 

reações a seguir estão simplificadas de modo a focar na síntese dos produtos 

relevantes e levar à fácil compreensão:  

 

[𝐴𝑢𝐶𝑙4]
−(𝑎𝑞) + (𝑅8)4𝑁

+ (𝑜𝑟𝑔) →  (𝑅8)4𝑁
+ [𝐴𝑢𝐶𝑙4]

− (𝑜𝑟𝑔)  (1) 

 

Estudos indicam que uma porção de íons Au(III) na presença de 

alcanotióis são reduzidos para Au(I) e formam uma espécie de polímero de 

coordenação, alcanotiolato de ouro (I) (Corbierre e Lennox, 2005). Também 

ocorre o desproporcionamento de parte dos alcanotióis formando 

dialquildissulfeto, como pode ser observado na Equação (2): 
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(𝑅8)4𝑁
+ [𝐴𝑢𝐶𝑙4]

− (𝑜𝑟𝑔) +  3 𝑅12𝑆𝐻 →  (𝐴𝑢𝑆𝑅12)𝑛 (𝑜𝑟𝑔) + 𝑅12𝑆 − 𝑆𝑅12 (𝑜𝑟𝑔) +

 (𝑅8)4𝑁
+ (𝑜𝑟𝑔) +  4 𝐶𝑙− (𝑜𝑟𝑔)       (2) 

Nesse estágio, a fase orgânica é composta por uma mistura de Au (III), 

um polímero de coordenação contendo íons Au (I), BTOA e dialquildissulfeto 

proveniente da redução de DT. No momento em que o borohidreto de sódio é 

introduzido na mistura reacional, ocorre a redução das espécies de Au(III) e Au(I) 

para ouro metálico. Por muito tempo acreditou-se que a reação de redução dos 

precursores metálicos ocorresse na interface água/tolueno. Porém, se a 

afirmativa fosse verdadeira, o resultado final teria relação direta com os 

parâmetros relevantes para reações interfaciais como velocidade de agitação, 

área de contato entre as fases, entre outros fatores. No entanto, a síntese de 

NPAu pelo método bifásico mostra-se robusta e o tamanho/forma das partículas 

não é alterada por esses fatores. Assim, o mecanismo deve envolver a 

transferência de fase do borohidreto para a fase orgânica, como pode ser visto 

nas equações (3 e 4). O produto final desta etapa é a redução das espécies que 

gera núcleos de ouro-tiolato e serão cruciais para a posterior passivação das 

nanopartículas geradas.  

  

(𝐴𝑢𝑆𝑅12)𝑛 ( 𝑜𝑟𝑔) + 𝐵𝐻4
− ( 𝑜𝑟𝑔) + 𝑅12𝑆𝐻 ( 𝑜𝑟𝑔) + 𝑅12𝑆 − 𝑆𝑅12( 𝑜𝑟𝑔) →

𝐴𝑢𝑥𝑆𝑅12( 𝑜𝑟𝑔)     (3) 

 

(𝑅8)4𝑁
+ [𝐴𝑢𝐶𝑙4]

− ( 𝑜𝑟𝑔) + 𝐵𝐻4
− ( 𝑜𝑟𝑔) + 𝑅12𝑆𝐻 ( 𝑜𝑟𝑔) + 𝑅12𝑆 − 𝑆𝑅12 ( 𝑜𝑟𝑔) →

 𝐴𝑢𝑥𝑆𝑅12( 𝑜𝑟𝑔)      (4) 

 

Para a parcela de precursores que não sofre reação com o DT, a 

redução gera os núcleos de ouro metálico e o processo simplificado está descrito 

na Equação (5). 

 

[𝐴𝑢𝐶𝑙4]
− ( 𝑜𝑟𝑔) +  3𝑒− → 𝐴𝑢 (𝑠) +  4 𝐶𝑙− (𝑜𝑟𝑔)   (5) 

 

Após a formação dos núcleos gerados pela reação descrita na Equação 

(5), os processos de crescimento e passivação ocorrem de forma relativamente 

rápida. A adição de partículas contendo dodecanotiol aos núcleos de ouro 
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bloqueia a adição de outros núcleos de ouro naquela região por efeito de 

impedimento estérico e, quando toda superfície está recoberta de agentes 

passivantes, o crescimento e a coalescência das partículas é evitado. Na 

FIGURA 1 encontra-se ilustrada a rota resumida de síntese de NPAu pelo 

método bifásico, indicando as etapas de formação. 

FIGURA 1 - ESQUEMA DE FORMAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS DE OURO PELA ROTA 
BIFÁSICA 

 

 

FONTE: Adaptado de(Perala e Kumar, 2013) 

 

Torna-se quase intuitivo imaginar que a quantidade de agente 

passivante tem papel fundamental no tamanho e estabilidade destas 

nanopartículas. Deste modo, o controle da razão Au/alcanotiol pode ser utilizado 

como regulador do tamanho de partícula. Altas razões tendem a formar 

partículas maiores e menos uniformes, enquanto menores valores levam a 

formação de partículas menores e mais estáveis, devido à efetiva passivação no 

início do processo de nucleação (Hostetler et al., 1998). A quantidade de agente 

passivante na superfície da NPAu também influencia diretamente em suas 

propriedades eletroquímicas (Hostetler et al., 1998; Gevaerd et al., 2015). 

Além da simplicidade de preparação, a possibilidade de utilização de 

alcanotióis com diferentes grupos terminais (Sardar e Shumaker-Parry, 2009) 

apresenta uma alternativa para a síntese de NPAu direcionadas às mais diversas 

aplicações como catálise (Corma e Garcia, 2008), fotoquímica (Kamat, 2007) e 
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bionanotecnologia principalmente na produção de biossensores (Yeh et al., 

2012). 

1.2 NANOTUBOS DE CARBONO 

1.2.1 Conceitos e propriedades 

A era do estudo, preparação e aplicação de nanoestruturas de carbono 

teve seu início em meados da década de 80, a qual foi marcada por descobertas 

de novas formas de carbono. Com o intuito de entender o processo de formação 

de longas cadeias de carbono no espaço interestelar, cientistas da Universidade 

de Houston sintetizaram formas alotrópicas de carbono com estruturas finitas 

variando de 44 a 90 átomos, chamados fulerenos (Kroto et al., 1985). A 

descoberta destes compostos gerou grande empolgação na comunidade 

científica pelo “mundo” de aplicações e possibilidades que apresentavam em 

diversas áreas (Popov et al., 2013). Em 1991, o físico japonês Sumio Iijima 

publicou o primeiro artigo relatando tubos de carbono, intitulado “Helicoidal 

microtubules of graphitic carbon” no qual através da utilização da mesma técnica 

de síntese de fulerenos, Iijima relatou a presença de partículas de carbono 

submicrométricas em formato de agulha (Iijima, 1991) Desde então, a síntese, 

caracterização, modificação e aplicação de tais materiais vem sendo objeto de 

estudo de diversos de grupos de pesquisa pelo mundo.   

No que se refere à definição e classificação, os nanotubos de carbono 

(NTC) são formas alotrópicas do carbono com hibridização sp2 e dispostos em 

arranjos hexagonais cilíndricos, que podem ser concebidos como materiais 

resultantes do enrolamento de uma ou mais folhas grafeno. A FIGURA 2 ilustra 

as diferentes estruturas de carbono que foram isoladas nos últimos 30 anos, 

todas originárias da mesma estrutura primitiva. 
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FIGURA 2 - ALÓTROPOS DE CARBONO DE ESTRUTURA sp2: A) FULERENO B) 
NANOTUBO DE CARBONO C) GRAFENO 

 

FONTE: (Geim e Novoselov, 2007) 

 

Com relação ao número de folhas concêntricas de grafeno, duas 

configurações de NTCs são possíveis: os nanotubos de carbono de única parede 

(do inglês, single walled carbon nanotubes, SWCNTs) ou nanotubos de múltiplas 

paredes (do inglês, multi walled carbon nanotubes, MWCNTs), os quais estão 

ilustrados na FIGURA 3. Seu diâmetro pode variar de 5 a 100 nm enquanto seu 

comprimento pode chegar à centena de micrômetros (Thostenson et al., 2001) 

e, por causa de tal comportamento, são classificados como materiais 1D devido 

à sua alta razão de aspecto (relação comprimento/largura). 

FIGURA 3 - NANOTUBOS DE CARBONO A) PAREDE ÚNICA E B) MÚLTIPLAS PAREDES 

 

FONTE: (Prasek et al., 2011) 

1.2.2 Síntese de nanotubos de carbono 

A síntese dos NTCs pode ser realizada por diversas técnicas como 

ablação a laser, descarga por arco elétrico, sonoquímica, deposição catalítica de 

hidrocarbonetos (do inglês chemical vapour deposition, CVD), hidrotermal 
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(Prasek et al., 2011). Todas as rotas de preparação apresentam vantagens e 

desvantagens que podem ser relacionadas à produção de impurezas, geração 

de subprodutos como fulerenos, grafite, carbono amorfo e óxidos metálicos. 

Dentre as metodologias existentes, a síntese por CVD é a mais amplamente 

utilizada por apresentar algumas vantagens pela aplicação de temperaturas de 

síntese relativamente baixas (na faixa de 700 ºC em comparação com as 

temperaturas superiores a 1700 oC no método de ablação a laser), baixo custo 

de síntese, além de possibilitar o crescimento dos NTCs diretamente sobre um 

substrato para aplicações específicas. Essencialmente, a síntese consiste na 

decomposição de hidrocarbonetos (metano, benzeno, xileno, etc.) na presença 

de um catalisador metálico como ferro, níquel ou cobre em condições adequadas 

de temperatura pela aplicação de uma rampa de aquecimento. Na FIGURA 4 

encontra-se ilustrado o processo de crescimento de NTCs sobre uma NP 

metálica genérica. Organometálicos como ferrocenos também podem ser 

utilizados na preparação de NTCs, os quais participam como fonte de carbono e 

catalisadores metálicos (Schnitzler e Zarbin, 2008). 

FIGURA 4 - AS TRÊS ETAPAS DE CRESCIMENTO DE NANOTUBOS DE CARBONO 
CATALISADAS POR UMA ESPÉCIE METÁLICA (I) FORMAÇÃO DE UMA FOLHA DE 
GRAFENO SOBRE O CATALISADOR (II) PARA MANTER O CRESCIMENTO DO NTC 
SOBRE A PARTICULA, A ESTRUTURA SE DOBRA FORMANDO UM CILINDRO (III) 

CRESCIMENTO CONTÍNUO DAS PAREDES CILINDRICAS. 

 

FONTE: (Nessim, 2010) 

1.2.3 Estrutura e propriedades dos nanotubos de carbono 

Os NTCs possuem estrutura composta basicamente de ligações 

químicas C─C, onde a efetiva sobreposição de orbitais sp2 resulta em materiais 

com propriedades mecânicas excepcionais como a altíssima resistência 

mecânica (Peng et al., 2008), resistência à fratura e elevado módulo de 
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elasticidade (Demczyk et al., 2002). Além da hibridização, a forma como as 

extremidades do grafeno se ligam pode refletir diretamente nas características 

eletrônicas dos NTCs, devido à simetria adotada por cada forma de enrolamento. 

Essa variação na quiralidade dos NTCs resulta em nanotubos com 

características condutoras ou semicondutoras (Prasek et al., 2011). Em relação 

às propriedades de transporte eletrônico, destaca-se a elevada condutividade e 

a tolerância altas densidades de corrente (4 ×109 A cm─2), três vezes maior que 

o cobre por exemplo (Hong e Myung, 2007).  

Os NTCs apresentam características importantes na aplicação como 

sensores eletroquímicos como elevada área superficial (Mosch et al., 2016), 

amplo intervalo útil de potencial, inércia química com possibilidade de 

modificação superficial (Merkoçi et al., 2005). Outra característica relevante na 

utilização destes materiais está relacionada com a localização dos sítios 

reativos. Observa-se uma relação entre regiões mais reativas como os planos 

de borda e defeitos estruturais nas paredes grafíticas com o desempenho 

eletroquímico, promovido por átomos de fronteira, os quais possuem maior 

eletroatividade e muitas vezes, são assinalados como os responsáveis pela 

melhora no desempenho eletroquímico de tais materiais. Para elucidar de melhor 

forma tal afirmação, o trabalho de Banks e colaboradores (Banks et al., 2004) 

pode ser utilizado como exemplo, em que o perfil redox de moléculas sonda 

como ferricianeto de potássio e epinefrina foi avaliado na presença de eletrodos 

de grafite pirolítico basalmente orientados (EGPB, e EGPB modificados com 

nanomateriais NTCs, fulereno C60 e grafite pirolítico com planos de borda 

verticalmente orientados). Na FIGURA 5 estão indicados os voltamogramas 

cíclicos obtidos a partir de diferentes eletrodos modificados, em que se verifica 

um aumento na corrente e concomitante deslocamento de potenciais redox com 

redução da separação de picos para os materiais contendo planos de borda 

expostos. O fulereno C60 que não apresenta planos de borda teve o mesmo 

desempenho da estrutura grafítica com planos basais expostos. Em muitos 

casos, um efeito eletrocatalítico extraordinário dos NTCs é atribuído à influência 

do confinamento quântico gerado por tais materiais, porém o resultado prático é 

que a presença de defeitos de borda tem uma contribuição mais significativa na 

resposta eletroquímica. 
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FIGURA 5 - VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS COMPARATIVOS CONTENDO DIFERENTES 
(NANO)ESTRUTURAS DE CARBONO B) ORIENTAÇÃO DOS PLANOS NA ESTRUTURA 

GRAFÍTICA 

 

FONTE: (Banks et al., 2004) 

Além dos efeitos de borda, a presença de grupos funcionais na superfície 

dos NTCs pode apresentar influência significativa no perfil eletroquímico. Gong 

e colaboradores (Gong et al., 2008) avaliaram o efeito de planos de borda e 

grupos funcionais gerados a partir da oxidação eletroquímica de NTCs. O 

desempenho de tais materiais como sensores eletroquímicos foi avaliado para 

diferentes espécies eletroativas e concluiu-se que a presença de grupos 

funcionais na superfície dos NTCs afeta de forma significativa o potencial redox 

de algumas espécies, bem como a presença de planos de borda mais expostos. 

Porém, tais características não são definitivas na melhora do desempenho 

eletroquímico, que leva em conta o mecanismo adotado pela molécula na 

superfície eletródica durante o processo de transferência de elétrons.  

A relação entre interface e propriedade dos NTCs também foi verificada 

através de estudos de ativação superficial eletroquímica (Pumera et al., 2008) 

onde o efeito da aplicação de potenciais entre 1,5 e 2,0 V foi verificado no 

comportamento da constante de transferência heterogênea de transferência 

eletrônica (𝑘𝑜𝑏𝑠
0 ). Esse parâmetro eletroquímico é definido como a velocidade de 

transferência de elétrons de um eletrodo para uma espécie em solução ou vice-

versa (De Hemptinne, 1968). O estudo foi realizado pela técnica de voltametria 
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cíclica destes nanotubos na superfície de um ET na presença de K3[Fe(CN)6] e 

os resultados obtidos foram cruzados com os de técnicas como espectroscopia 

RAMAN, microscopia eletrônica de alta resolução (HR-TEM), espectroscopia de 

fotoelétrons excitados por raios-X (XPS). Após a aplicação de potencial (1,5 ─ 

2,0 V) por um determinado tempo, que variou de 60 a 300 s, os valores de 𝑘𝑜𝑏𝑠
0  

variaram de 8,34 × 10-5 cm s-1 (NTC comercial) para 3,67 × 10─3 cm s─1 (NTC 

eletroquimicamente ativado), ao mesmo tempo em que a capacitância específica 

variou de 1,18 F g─1 para 4,75 F g─1. A variação destes parâmetros 

eletroquímicos está em concordância com os valores obtidos pelas outras 

técnicas de caracterização, as quais indicam a presença de maior número de 

defeitos estruturais e planos de borda. Tal parâmetro foi avaliado pela 

espectroscopia RAMAN, onde a diminuição da razão entre as intensidades das 

bandas G e D foi atribuída ao aumento do número de defeitos nas paredes dos 

NTCs, e paralelamente a esses dados, a análise por XPS aponta para uma 

porção maior de grupos oxigenados (carboxilas, carbonilas, hidróxidos, entre 

outros) e diminuição da porção de grupos C─C. Com tais dados, pôde-se mais 

uma vez aferir que a melhora nas propriedades eletroquímicas dos NTCs, em 

muitos casos é causada pelo aumento da quantidade de defeitos e grupos 

funcionais que proporcionam uma interface mais reativa, do que um efeito de 

sua dimensão reduzida.  

1.2.4 Funcionalização dos nanotubos de carbono 

Os NTCs sem modificações estruturais, chamados NTC-pristine 

apresentam algumas limitações para as aplicações químicas, como a baixa 

dispersão em solventes polares, o que dificulta a aplicação em filmes finos e 

desenvolvimento de dispositivos. As rotas de modificação dos NTCs podem ser 

feitas por diferentes estratégias, incluindo métodos químicos de oxidação 

(Grujicic et al., 2003; Balasubramanian e Burghard, 2005; Rosca et al., 2005), 

fotoquímicos (Grujicic et al., 2003) e ataque por plasma de oxigênio (Felten et 

al., 2006). Na FIGURA 6 está ilustrado o esquema da funcionalização da 

superfície dos NTCs, a qual gera grupos carboxílicos, carbonílicos, hidroxílicos, 

entre outros. As vantagens dos tratamentos químicos estão relacionadas a 

fatores como a pureza e uniformidade dos NTCs, onde em algumas rotas de 
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síntese, como na deposição química em fase vapor, há a necessidade de 

remoção, por meio de reações de oxidação, de formas alotrópicas de carbono e 

óxidos metálicos que são gerados durante a síntese (Datsyuk et al., 2008; 

Moraes et al., 2011). A segunda consideração está relacionada à remoção dos 

“bandos” de NTCs, onde a inserção de grupos carregados na superfície dos 

NTCs favorecem os processos de dispersão. Do ponto de vista sintético, a 

oxidação da superfície promove a introdução de grupos carboxílicos e 

hidroxílicos, os quais são de extrema importância na nucleação de partículas 

sobre os nanotubos. 

FIGURA 6 - DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DA FUNCIONALIZAÇÃO DE NTCS POR ROTA 
ÁCIDA 

 

FONTE: (Lordi et al., 2001) 

A funcionalização dos NTCs possui um reflexo direto na aplicação de 

métodos eletroanalíticos. Wei e colaboradores (Wei et al., 2011) avaliaram a 

influência do tratamento químico por plasma na detecção de cádmio e chumbo 

por voltametria de redissolução anódica de onda quadrada. Os resultados 

indicaram um aumento na intensidade de corrente de quatro vezes em relação 

aos NTC-pristine. Nesse caso não houve efeito eletrocatalítico dos grupos 

oxigenados na detecção dos metais estudados, indicando que tais espécies 

atuam como pré-concentradores mais efetivos que o CNTs-pristine. 

1.2.5 Nanotubos de Carbono decorados com nanopartículas metálicas 

A preparação destes nanocompósitos envolvendo NTCs e metais (Me) 

pode ser realizada via processo químico. Compreendem a redução de um sal do 

precursor metálico na presença de NTCs onde a adesão das nanopartículas 
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metálicas à superfície grafítica pode ser aferida às interações de van der Waals 

que, em muitos casos, é suficientemente forte para manter as partículas na 

superfície dos NTCs. Xue e colaboradores descreveram a produção de diversos 

nanocompósitos entre NTCs e diferentes metais (prata, platina, ouro e paládio) 

onde os precursores foram dispersos na presença de NTCs e submetidos a um 

fluxo de hidrogênio e refluxo. O tamanho das nanopartículas pode ser ajustado 

pela variação da concentração de íon precursor metálico em relação à 

quantidade de NTCs. Assim, as partículas apresentaram tamanho médio entre 7 

e 18 nm (Xue et al., 2001). Nanopartículas de platina suportadas em NTC foram 

sintetizadas por Lordi e colaboradores (Lordi et al., 2001) pelo método poliol, em 

que o precursor metálico [PtCl6]2─ é submetido a refluxo na presença de 

SWCNTs previamente oxidados e submetido a refluxo por oito horas. O 

compósito final apresentou 10% de platina incorporada e um tamanho médio de 

partícula de 2 nm. 

Outra metodologia que pode ser empregada na construção de 

nanocompósitos entre NTC-Metais é a deposição eletroquímica do precursor 

metálico sobre os NTCs. O método consiste basicamente na aplicação de um 

potencial suficientemente negativo para a redução dos íons metálicos na 

superfície dos NTCs previamente imobilizados na superfície do eletrodo de 

trabalho. As técnicas eletroquímicas mais utilizadas são as potenciostáticas, ou 

seja, a aplicação de um potencial constante ao ET (Quinn et al., 2005; Tsai, M.-

C. et al., 2006), ou voltamétricas (Afkhami et al., 2016). Na eletrodeposição, o 

ET atua como agente redutor, cedendo elétrons ao precursor metálico e 

promovendo sua redução. Após a redução dos íons mais próximos ao eletrodo 

e consequente formação dos núcleos, o crescimento das partículas depende da 

difusão das espécies ao eletrodo. Além disso, parâmetros como o potencial, 

tempo e concentração do precursor devem ser otimizados de modo a se obter 

dispersão satisfatória sobre os nanotubos.  

A eletrodeposição é uma técnica rápida e simples de execução. Suas 

desvantagens são a formação de nanopartículas maiores, ou seja, menor 

controle da monodispersão e a impossibilidade de obtenção de grandes 

quantidades de material. Já o método químico apresenta maior facilidade de 
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controle de tamanho e altos rendimentos de síntese do material desejado. Em 

contrapartida demanda maior tempo de preparo com várias etapas. 

1.2.6 Nanocompósitos entre NTC e nanopartículas metálicas como sensores 

eletroquímicos 

A versatilidade do emprego dos nanocompósitos em química 

eletroanalítica pode ser visto pelo amplo número de trabalhos disponíveis na 

literatura. De forma ilustrativa, podem ser citados alguns deles como o trabalho 

de Afkhami e colaboradores (Afkhami et al., 2016), que preparou um 

nanocompósito NTC-NPAu e o aplicou como sensor na detecção do fármaco 

diclofenaco utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada (SWV) em 

amostras de urina e formulações farmacêuticas. Rafiee e colaboradores (Rafiee 

et al., 2015) desenvolveram um eletrodo impresso de carbono modificado com 

um compósito NTC-NPAu onde o eletrodo base modificado com NTCs 

previamente funcionalizados pela rota ácida foi modificado com NPAu através 

da aplicação de potencial constante de -400 mV (vs. Ag/AgCl/Cl─) por 30 s. As 

NPAu apresentaram tamanho médio na faixa de 17 a 40 nm. O dispositivo foi 

testado para a detecção de metanfetamina utilizando as técnicas de impedância 

e SWV. Hung e colaboradores (Hung e Kerman, 2011) desenvolveram um 

nanocompósito NTC-NPAu através da modificação de um eletrodo de pasta de 

carbono modificada com NTCs e eletrodeposição de ouro por 200 s aplicando 

um potencial fixo de ─400 mV (vs. Ag/AgCl/Cl─). O material foi testado frente à 

oxidação de homocisteína.  

1.3 DETECÇÃO DE DOPAMINA 

Neste trabalho, o nanocompósito NTC-NPAu sintetizado teve sua 

potencialidade analítica avaliada frente à determinação de dopamina (DA) na 

presença de ácido ascórbico (AA) e ácido úrico (AU). A DA, ou 2-(3,4-

diidroxifenil)etilamina é um importante neurotransmissor do grupo das 

catecolaminas, e também é o precursor imediato da noradrenalina. Nos fluidos 

biológicos se apresenta como um cátion, e sua concentração está diretamente 

relacionada com problemas de saúde como memória, perda de atenção e 

capacidade de aprendizado (Hefco et al., 2003; Denenberg et al., 2004). Baixos 
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níveis de dopamina também estão ligados diretamente com distúrbios 

neurológicos como a esquizofrenia, doença de Parkinson, hiperatividade e falta 

de atenção (Swanson e Volkow, 2009). A partir de tais informações percebe-se 

a importância da detecção e monitoramento da DA em fluidos biológicos.  

As estratégias analíticas para a detecção de DA incluem espectroscopia 

UV-Vis (Nagaraja et al., 2001), fluorescência (Wu, H. P. et al., 2007), 

cromatografia em fase líquida de alta eficiência (CLAE) (De Benedetto et al., 

2014). Tais metodologias apresentam bons parâmetros analíticos como limite de 

detecção e faixa linear compatíveis com as concentrações esperadas em fluidos 

biológicos, porém não apresentam características para aplicação in vivo e a 

possibilidade de monitoramento em tempo real. 

A determinação via métodos eletroquímicos de DA normalmente ocorre 

na presença de altas concentrações de AA. Em fluído cérebro-espinhal a 

concentração de DA encontra-se na faixa de 0,01 a 1 µmol L─1 enquanto a 

concentração de AA coexiste na faixa de 0,1 a 1 mmol L─1 (Jackowska e 

Krysinski, 2013). O grande problema encontra-se na sobreposição dos picos de 

oxidação do AA e DA, dificultando a detecção eletroquímica (Salimi et al., 2006). 

Salimi e colaboradores estudaram o comportamento eletroquímico da oxidação 

de DA na presença de AA e AU em diferentes eletrodos de carbono. Os 

resultados podem ser vistos na FIGURA 7. 
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FIGURA 7 - VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS DE UMA SOLUÇÃO CONTENDO 1,0 mmol L─1 
DE DA, 1,0 mmol L─1 DE AA E 2,0 mmol L─1 DE AU. OS ELETRODOS DE TRABALHO 
FORAM A) DIAMANTE DOPADO COM BORO B) GRAFITE PIROLÍTICO C) CARBONO 

CERÂMICO D) PASTA DE CARBONO E) CARBONO VÍTREO 

 

FONTE: (Salimi et al., 2006) 

Percebe-se que, para diferentes superfícies de carbono, o 

comportamento eletroquímico para a detecção de DA na presença de AA e AU 

pode ser bastante distinto, levando a sistemas com diferentes seletividades, por 

exemplo, o AA e o AU não apresentam picos de oxidação no eletrodo de 

diamante dopado com boro, levando a detecção apenas de DA. Em outros 

casos, como a detecção eletroquímica utilizando carbono pirolítico, os sinais dos 

analitos obtidos em pasta de carbono e carbono vítreo são sobrepostos. No 

eletrodo de carbono cerâmico é possível observar a separação dos três 

componentes, apresentando-se assim como o melhor sistema para a 

identificação dos componentes. Tal fenômeno está ligado também à interface, 

onde cada uma das estruturas alotrópicas apresenta diferenças como tipo de 

ligações carbono-carbono que pode levar a variações significativas estruturais e 

eletroquímicas. 

O trabalho desenvolvido por Swamy e colaboradores (Swamy e Venton, 

2007) descreve a detecção de DA e serotonina em cérebro de camundongos 

utilizando um microeletrodo de fibra de carbono recoberta com nanotubos de 

carbono funcionalizados pela rota ácida. A detecção foi acompanhada por 

cronoamperometria e voltametria cíclica, em que foi possível a detecção de 

concentrações de 250 nmol L─1 para dopamina e 130 nmol L─1 para a serotonina. 
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A detecção de dopamina na presença de AA e AU em fluido cérebro-espinhal 

sintético foram realizadas por Toledo e colaboradores (De Toledo et al., 2005) 

utilizando um eletrodo compósito de grafite e poliuretano. Após a otimização do 

método e, utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada, foi possível a 

determinação de DA na faixa de 0,1 a 10 µmol L─1 com precisão satisfatória. 

Nos exemplos acima, é possível observar que a separação de espécies 

em solução pode dar-se em função do potencial aplicado ao eletrodo de trabalho, 

que favorece a oxidação ou redução de uma dada espécie em relação à outra. 

Porém, outra forma de gerar sinal eletroquímico com seletividade é modificar um 

eletrodo com material biológico, com reconhecimento específico a uma 

determinada espécie química. Esses eletrodos modificados com 

biocomponentes são chamados de biossensores. 

1.4 BIOSSENSORES 

Nanopartículas de ouro apresentam baixa toxicidade, ampla faixa útil de 

potencial eletroquímico, baixa reatividade e biocompatibilidade (Vidotti et al., 

2011). Por isso, é o material mais utilizado como plataforma de imobilização de 

biomoléculas. Neste trabalho, o nanocompósito sintetizado foi avaliado como 

base para a imobilização da enzima tirosinase e criação de um biossensor para 

detecção de fenol. A seguir são expostos alguns conceitos e exemplos que 

envolvem os biossensores, com enfoque especial na detecção eletroquímica. 

O desenvolvimento de biossensores é um tópico de interesse em 

química eletroanalítica devido ao grande número de possibilidades de arranjos 

para as mais variadas aplicações. Quanto ao conceito, uma definição coerente 

e bastante utilizada para a descrição de um biossensor é a de Lowe (Lowe, 

1985), a qual define: “Biossensor é uma ferramenta ou sistema analítico que 

consiste em um material biológico imobilizado em contato íntimo com um 

dispositivo adequado de transdução”. Do ponto de vista prático, a incorporação 

de um componente biológico tem como objetivo aumentar o grau de seletividade 

para um determinado procedimento, levando em conta que as interações 

biológicas são altamente seletivas. Na FIGURA 8 encontram-se os principais 

componentes de um biossensor, onde a ideia de construção parte inicialmente 

de uma amostra, a qual possui um analito que se deseja monitorar. As classes 
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de amostras a serem utilizadas podem ser muito distintas, desde cultura celular 

até misturas complexas de processos industriais. A partir da (bio)molécula a ser 

analisada, escolhe-se o biocomponente a ser imobilizado, como fragmentos de 

DNA, enzimas, anticorpos, micro-organismos, etc. A detecção da interação pode 

ser feita através de variação de propriedades óticas (biossensor ótico), elétricas 

(biossensores elétricos), variação de massa (biossensor gravimétrico), variação 

de corrente ou potencial proveniente da natureza química das interações 

(biossensores eletroquímicos). O fator de escolha da melhor forma de 

transdução de sinal depende da natureza da interação entre o biocomponente 

imobilizado e a espécie a ser detectada. 

FIGURA 8 - ITENS COMPONENTES DE UM BIOSSENSOR 

 

FONTE: Adaptado de (Grieshaber, Dorothee et al., 2008) 

 

Com relação às classes de biomoléculas, cada uma gera um grupo 

específico de biossensores no que diz respeito ao mecanismo de 

reconhecimento, podendo ser classificados da seguinte maneira: 

Imunossensores: compreendem os biossensores que possuem antígeno 

e/ou anticorpo como elemento de reconhecimento. Os anticorpos, ou 
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imunogubulinas (Ig), são proteínas produzidas nos animais como resposta do 

sistema imunológico à presença de moléculas estranhas ao organismo e são 

formadas por quatro cadeias de polipeptídeos, duas leves e duas pesadas. As 

cadeias pesadas compreendem a fração constante (Fc) ou também chamada 

fração cristalizável. As duas cadeias leves, chamadas frações variáveis (Fab) 

que são responsáveis pelo reconhecimento do antígeno e formação do 

imunocomplexo, que é a ligação antígeno-anticorpo (Ac-Ag). Como resultado 

final, a estrutura primária do anticorpo tem forma de Y. O esquema básico de 

funcionamento de um imunossensor está ilustrado na FIGURA 9, o qual pode 

abranger a detecção de antígenos tumorais (Diaconu et al., 2013), antígenos 

bacterianos, hormônios e enzimas (Bojorge Ramírez et al., 2009). Como 

vantagens, usualmente apresentam a faixa de resposta entre 10─9 e 10─12 mol 

L─1 e seletividade altíssima, proveniente da formação do imunocomplexo. Como 

desvantagens, a orientação molecular após a imobilização, a susceptibilidade à 

desnaturação com perda de atividade e a dificuldade de reutilização do 

biossensor por causa da alta afinidade Ac – Ag.  

FIGURA 9 - PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO DE UM IMUNOSSENSOR 

 

Fonte: O autor. 

Genossensores: são sensores que utilizam um fragmento de ácido 

nucleico (AN) como elemento de reconhecimento (Paleček e Bartošík, 2012). 

Neste sistema, uma sequência de nucleotídeos, suficientemente grande para 

gerar a interação com a sequência complementar é imobilizada (probe) em uma 

superfície responsável pelo reconhecimento (substrato), tal mecanismo de 

reconhecimento pode ser visto na FIGURA 10. Como vantagens podem ser 
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citadas a altíssima seletividade, baixos valores de limite de detecção, em muitos 

casos alcançando dezenas de fentomolar. Como desvantagens, tem-se a 

preparação de amostras que necessitam da liberação do material genético do 

ambiente intracelular e fragilidade dos probes que pode gerar modificação 

estrutural (Drummond et al., 2003). 

FIGURA 10 - PRINCÍPIO DE RECONHECIMENTO DE UM GENOSSENSOR 

 

Fonte: O autor. 

Biossensor microbiológico: consiste na utilização de microorganismos 

como elementos de reconhecimento. A principal vantagem é que um 

microorganismo pode processar reações ou sequência de reações químicas 

complexas, que comparativamente, tornariam a produção de um biossensor 

constituído de biomoléculas inviável. As principais desvantagens são a baixa 

seletividade, tempo de resposta e faixa linear não atrativa (10─2 a 10─5 mol L─1) 

(Microbial sensors, 1993) 

1.4.1 Biossensores enzimáticos 

As enzimas são proteínas que participam de diversos processos 

catalíticos nos seres vivos. Seu papel é diminuir a energia de ativação de 

bioprocessos mantendo a alta seletividade. Podem ser classificadas em grupos, 

levando em conta o tipo de reação que catalisam como pode ser observado na 

(TABELA 1).  
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TABELA 1 - CLASSIFICAÇÃO DAS ENZIMAS CONFORME O SUBSTRATO PREFERENCIAL 

Grupo Reação catalisada Exemplo 

Oxirredutases Transferência de 
Hidrogênio, oxigênio ou 

elétrons de um substrato a 
outro. 

Desidrogenases, 
oxirredutases 

Transferases Transferência de um grupo 
funcional (metila, fosfato, 
etc.) de um substrato a 

outro. 

Transaminases 

Hidrolases Hidrólise de um substrato 
Enzimas digestivas 

Isomerases Mudança conformacional 
Fumarase 

Liases Remoção não hidrolítica ou 
adição de um grupamento 

a um substrato 

Aldolase 

Ligases Promovem reações de 
síntese, transformando dois 
reagentes em um produto. 

Sintetase 

FONTE: (Martínez cuesta et al., 2015) 

Tal separação é amplamente utilizada na classificação E.C (do inglês, 

enzyme comission), o qual tem como objetivo a padronização numérica das 

enzimas, sendo formado por quatro números sequenciais separados por pontos. 

O primeiro número refere-se ao grupo de reações que a enzima catalisa, o 

segundo está ligado ao subgrupo, o terceiro ao grupo químico e o quarto está 

relacionado com a ordem de descoberta de tal enzima dentro do sub-subgrupo. 

A aplicação de tal sistematização está descrita na FIGURA 11 onde está 

exemplificada a classificação da enzima hexoquinase. 

FIGURA 11 - EXEMPLO DE CLASSIFICAÇÃO ENZIMÁTICA 

 

FONTE: (Nelson e Cox, 2015) 

Por serem moléculas de extrema importância biológica, as enzimas 

foram os primeiros biocomponentes a serem imobilizados e utilizados com 

biossensores. Os pioneiros (Clark e Lyons, 1962) utilizaram a enzima glicose 
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oxidase (GOx) incoporada em uma membrana de acrilamida para monitorar a 

concentração de O2 dissolvido no sangue durante procedimentos cardíacos. A 

reação que foi monitorada é a que está descrita na Equação (6), a seguir: 

 

𝐺𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒 (𝑎𝑞) + 𝐻2𝑂 (𝑙) + 𝑂2(𝑔)   𝐺𝑂𝑥 
⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  ⃗  á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑔𝑙𝑢𝑐ô𝑛𝑖𝑐𝑜 (𝑎𝑞) + 𝐻2𝑂2 (𝑎𝑞)  (6) 

 

A reação de oxidação da glicose é catalisada por GOx na presença de 

O2 e se a concentração de glicose é proporcional a quantidade de oxigênio 

dissolvido, a diminuição da porção de O2 reduzido eletroquimicamente no 

eletrodo também está relacionado com o consumo de glicose biodisponível no 

sangue. Pode-se dizer que o monitoramento de glicose, amplamente conhecido 

e utilizado em todo o mundo, nasceu deste trabalho. As razões pelas quais o 

biossensor enzimático com detecção eletroquímica se consagrou estão 

relacionadas não somente a fatores comerciais como baixo custo de construção, 

miniaturização e facilidade de operação, mas também com parâmetros analíticos 

com limites de detecção e sensibilidade satisfatórios (Tonyushkina e Nichols, 

2009).  

1.4.2 Biossensores enzimáticos com detecção eletroquímica 

A detecção eletroquímica pode ser divida em diversas modalidades 

como por via potenciométrica, amperométrica, voltamétrica, ou impedimétrica 

(Wang, J., 1994; Ahmet Koyun, 2012). Na FIGURA 12, encontram-se as 

principais modalidades de detecção eletroquímica, onde podemos separar as 

metodologias em três categorias: a estática, onde não há a passagem de 

corrente e a medida elétrica de um determinado analito é feita através da 

variação de propriedades como condutância iônica e potencial em relação a um 

eletrodo indicador. Já nos métodos dinâmicos, o potencial do eletrodo de 

trabalho é controlado e a corrente é amostrada, podendo ser aplicado um 

potencial fixo ou uma rampa de potencial. E por último têm-se as medidas em 

um circuito contendo corrente alternada, onde as propriedades de impedância 

são medidas.  
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FIGURA 12 - DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DE CLASSIFICAÇÃO DAS PRINCIPAIS FORMAS 
DE DETECÇÃO ELETROQUÍMICA APRESENTADAS BIOSSENSORES 

 

FONTE: O autor. 

Em seguida tem-se o conceito dessas formas de transdução destes 

biossensores, a definir: 

 

Potenciometria: A variação de potencial entre o eletrodo indicador (Eind) 

e a solução contendo espécie de interesse em relação ao eletrodo de referência 

(Eref) é o mecanismo utilizado neste tipo de biossensor. Normalmente é 

constituído de enzimas imobilizadas em uma membrana íon seletiva, a qual 

responde a presença de um íon específico em solução, que é produto da reação 

enzimática. A medida de potencial (Ecélula), nunca é feita de maneira direta e leva 

em conta os potenciais do biossensor que é chamado de eletrodo indicador, o 

potencial do eletrodo de referência e o potencial de junção líquida (Ej) que é o 

potencial que se desenvolve em uma interface com duas soluções eletrolíticas 

distintas, como pode ser visto na Equação (7). 

  

𝐸𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 = 𝐸𝑖𝑛𝑑 − 𝐸𝑟𝑒𝑓 + 𝐸𝑗      (7) 

 

A variação de potencial do eletrodo indicador, em situação ideal, para 

uma determinada espécie Xz+ pode ser descrita através da Equação (8): 

 

𝐸𝑖𝑛𝑑 = 𝐿 +
0,0592

𝑧
log 𝑎𝑥     (8) 
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onde L é uma constante e ax é a atividade do cátion. Levando em conta que Eref 

e Ej permanecem praticamente constantes durante as medidas potenciométricas 

(Wang, J., 1994), agrupando todos esses valores em uma constante K, 

transformando (–log X) em pX, tem-se a seguinte Equação (9) simplificada: 

𝐸𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 = 𝐾 −
0,0592

𝑧
𝑝𝑋     (9) 

 

No caso do potencial de ânions (Az─), o sinal da célula é invertido, como 

mostrado na Equação, através do rearranjo da Equação de Nernst (10). 

 

𝐸𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎 = 𝐾 +
0,0592

𝑧
𝑝𝐴     (10) 

 

Possuem ampla faixa de trabalho, pois a variação do potencial responde 

à concentração logarítmica da espécie e boa sensibilidade e o monitoramento 

do analito pode ser feito de forma direta ou indireta. Por exemplo, a quantificação 

de ureia em solução pode ser feita através da medida de variação do pH, como 

no trabalho de (Lakard et al., 2004). Em um eletrodo base de platina, um filme 

de polietilenamina foi eletrodepositado juntamente com a enzima urease (E.C. 

3.5.1.5.). Esse polímero possui grupos amina que podem ser protonados, e tem 

faixa linear de trabalho entre pH 3 e 10. Assim, a decomposição da ureia pela 

via enzimática resulta na produção de amônia, que em meio aquoso produz íons 

amônio e hidroxila. Assim, a variação do pH do meio está ligada a presença de 

ureia em solução. 

 

Condutometria: baseiam-se na medida de condutância de uma solução. 

São pouco difundidos devido à baixa seletividade destes sistemas que 

apresentam variação de condutância para qualquer íon em solução (Ahmet 

Koyun, 2012). 

 

Voltametria: técnica eletrolítica na qual uma rampa de potencial é 

aplicada e a corrente é medida. A aplicação de potencial pode ser feita de 

maneira linear, cíclica que normalmente são utilizadas na caracterização do 
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biossensor e as técnicas pulsadas são aplicadas nos ensaios analíticos de modo 

a obter menores limites de detecção e quantificação (Thévenot et al., 2001). 

 

Amperometria: neste sistema, um valor de potencial é fixado no eletrodo 

de trabalho, de modo a promover reações de oxidação ou redução do analito e 

a corrente gerada é diretamente proporcional à quantidade de material que está 

reduzindo. Os biossensores enzimáticos combinados à detecção amperométrica 

são muito empregados na detecção de espécies eletroativas. A relação de 

corrente em função do tempo é dada pela Equação de Cottrell (11)  (Wang, J., 

1994): 

 

i(t) =  
neFACD1/2

π1/2 t1/2       (11) 

 

em que i é a corrente (A), ne é o número de elétrons transferidos, t é o tempo (s), 

F é a constante de Faraday (96485 A/mol), C é a concentração da espécie (mol 

cm─3) e D coeficiente de difusão (cm2 s─1). Muitos trabalhos utilizam a detecção 

amperométrica com a agitação da solução. Isso faz com que o componente 

difusional seja minimizada e, por consequência, a queda de corrente por 

limitação do transporte de massa também.  

 

Impedância: são métodos muito utilizados na caracterização de 

superfícies. Nos últimos anos, a caracterização pelo uso da espectroscopia de 

impedância eletroquímica (EIE) vem crescendo consideravelmente. A técnica 

consiste em medir a impedância do sistema eletroquímico, quando um sinal 

alternado, de corrente ou de potencial, é aplicado em um intervalo de 

freqüências. Através dessa técnica, é possível aferir alguns parâmetros do 

sistema como resistência de solução (Rs, Ω), resistência à transferência de carga 

(Rtc, Ω), capacitância da dupla camada (Cdc, F). A variação da Rtc em função da 

concentração de uma biomolécula pode ser utilizada no mecanismo de 

funcionamento deste tipo de biossensor (Randviir e Banks, 2013). 
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1.4.3 Formas de imobilização enzimática 

Até aqui, foram abordados os tipos de biocomponentes e a forma de 

detecção mais comuns dos biossensores, porém a imobilização desses 

materiais na superfície do eletrodo é extremamente importante para o 

desempenho final do dispositivo (Datta et al., 2013; Mohamad et al., 2015). 

Várias características devem ser levadas em conta a fim de produzir um 

biossensor estável e reprodutivo. A FIGURA 13 mostra as principais formas de 

imobilização de biomateriais sobre um substrato de transdução eletroquímica 

que podem ser aplicadas a qualquer classe de biomoléculas (Ahmet Koyun, 

2012). 

FIGURA 13 - FORMAS DE IMOBILIZAÇÃO ENZIMATICA a) ADSORÇÃO b) IMOBILIZAÇÃO 
EM REDE POLIMÉRICA c) FORMAÇÃO DE LIGAÇÃO COVALENTE 

 

 

FONTE: O autor. 

 

Adsorção física: é o método mais simples de imobilização e baseia-se 

nas interações do tipo Van der Waals, ou ligações de hidrogênio entre enzima e 

substrato. Compreende uma ampla gama de suportes como alumina, carvão, 

grafite, resinas de troca iônica e zeólitas. A simplicidade e tempo de preparo 

podem ser levados como vantagens deste método, porém o controle de 

temperatura, pH, força iônica necessário para que não ocorra a lixiviação da 

enzima para a solução são as desvantagens frequentemente apresentadas por 

essa forma de imobilização.  

 

Aprisionamento: consiste na imobilização da enzima dentro de uma fibra 

ou matriz polimérica, permanecendo em um espaço limitado. 

Eletropolimerização e processos sol-gel podem ser utilizados para obter esse 
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tipo de confinamento. Nesta situação, a perda de atividade e desnaturação é 

baixa, pois a interação e inércia química do suporte mantém a atividade 

enzimática. Além disso, problemas de lixiviação do suporte para o substrato são 

minimizados. Por outro lado, o aprisionamento pode apresentar-se como uma 

barreira para a interação com o substrato e a polimerização de sítios ativos, o 

que configura um problema para biossensores onde a orientação do material 

imobilizado é importante, como no caso dos imunossensores. 

 

Ligação covalente: é o procedimento mais amplamente utilizado, o qual 

consiste na criação de ligações covalentes entre o suporte e a enzima. Utiliza a 

reação entre grupos presentes na superfície do eletrodo, como hidroxilas, 

carboxilas e aminas com porções reativas da enzima, que não afetam sua 

atividade catalítica como os grupos amino, carboxílicos ou tióis. Os reagentes 

mais utilizados nesse tipo de imobilização são os aminoalcanotióis, 

glutaraldeído, 1etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC) e 

N─hidroxisuccinimida (NHS). Apresentam bons resultados frente à lixiviação, 

variação do pH e força iônica. O tempo de preparo, ocorrência de diminuição da 

atividade enzimática em alguns casos são vistos como desvantagens deste 

método. 

1.4.4 Classificação dos biossensores enzimáticos com detecção 
amperométrica ou voltamétrica 

O princípio de funcionamento dos biossensores com detecção 

eletroquímica pode ser dividido em três classes, dependendo do mecanismo 

empregado. Na FIGURA 14 estão indicados os três mecanismos de geração dos 

biossensores eletroquímicos enzimáticos. Para fins ilustrativos, as imagens 

indicam um processo de oxidação, mas o mesmo é valido para as reações de 

redução do substrato. 
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FIGURA 14 - MECANISMO DE FUNCIONAMENTO DE BIOSSENSORES ENZIMÁTICOS 
COM DETECÇÃO ELETROQUÍMICA DE a) PRIMEIRA GERAÇÃO b) SEGUNDA GERAÇÃO 

E c) TERCEIRA GERAÇÃO 

 

FONTE: O autor. 

 

a) Biossensores de primeira geração: o sinal elétrico, neste caso, é 

gerado pela promoção de reações redox de reagentes ou produtos da reação 

enzimática. Ou seja, existe a dependência da presença de moléculas 

eletroativas como reagentes ou produtos. O primeiro biossensor proposto (Clark 

e Lyons, 1962) é um exemplo desta classe de biossensores, em que o 

monitoramento do consumo de oxigênio ou a produção de peróxido de 

hidrogênio podem ser realizados. Porém, devido o controle rigoroso da 

concentração de oxigênio e os altos sobrepotenciais de redução destas 

espécies, podem ser vistos como desvantagens desta classe de biossensores. 

 

b) Biossensores de segunda geração: para diminuir o potencial de 

detecção do sistema, uma alternativa é o emprego de mediadores redox, os 

quais podem sofrer reações com substratos ou produtos da reação enzimática, 

e também podem interagir com a superfície do eletrodo em potenciais mais 

negativos, quando comparados com a detecção na sua ausência. Normalmente 

conseguem diminuir drasticamente o potencial de detecção em biossensores 

enzimáticos. Em contrapartida, reações paralelas não desejáveis podem ocorrer. 

Os mediadores mais empregados são os íons complexos ferricianeto e ferroceno 

(Scheller et al., 1991). 

 

c) Biossensores de terceira geração: A transferência eletrônica ocorre 

diretamente do centro ativo da enzima para o eletrodo. O processo ocorre em 

baixos valores de potencial e não empregam mediadores redox. A orientação da 
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enzima sobre o suporte e a localização do centro ativo da enzima, sendo os mais 

próximos à superfície os mais suscetíveis a tal processo, são os pontos mais 

relevantes na construção deste tipo de biossensor (Freire et al., 2003; Taurino et 

al., 2016).  

1.5 TIROSINASE 

As tirosinases, ou polifenol oxidases (TIR, PPO, EC 1.14.18.1), referem-

se a uma classe de enzimas monooxigenases que contém um sítio ativo 

dinuclear de cobre. Em relação às reações, as quais podem ser vistas na 

FIGURA 15, as tirosinases podem participar de dois processos catalíticos: (i) 

inserção de hidroxilas em um fenol formando orto-difenóis, chamada de 

cresolase ou monofenolase (ii) oxidação dos o-difenóis a o-quinonas, chamada 

de catecolase ou difenolase. Os substratos desta reação podem ser fenóis para-

substituídos (Grieshaber, D. et al., 2008). 

FIGURA 15 - REAÇÕES CATALISADAS PELA TIROSINASE 

 

Em relação à estrutura do centro ativo e do ciclo catalítico, que está 

apresentado na FIGURA 16, centros de cobre ligados a resíduos de histidina, 

que é a forma descrita como deoxy, constituem a forma inicial do ciclo catalítico. 

Na presença de oxigênio, ocorre a formação do complexo dinuclear de cobre, 

que é parte importantíssima do processo, pois a eletronegatividade do oxigênio 

coordenado torna o centro metálico mais eletrofílico, sendo mais susceptível a 

coordenação do fenol no ciclo monofenolase e também a oxidação da o-cresol 

no ciclo difenolase levando, por fim, a formação de o-quinona. 
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FIGURA 16 - CICLO CATALÍTICO DA TIROSINASE 

 

FONTE: Adaptado de (Kim e Uyama, 2005) 
 

As tirosinases são encontradas em vários reinos, desde o fungi até o 

animal, com distintas funções. Nos fungos e plantas é responsável pelo 

escurecimento após alguma lesão. Porém, essa atividade ainda não tem 

funcionalidade totalmente esclarecida, podendo estar relacionada a um 

mecanismo de defesa destes seres vivos (Yaropolov et al., 1996). Nos animais, 

está relacionada à oxidação tirosina, de onde vem o nome Tirosinase, levando a 

formação de melanina. Normalmente, as enzimas disponíveis comercialmente 

são provenientes dos fungos Neurospora crassa e Agaricus bisporus (Kim e 

Uyama, 2005). 

1.5.1 Biossensores contendo tirosinase como elemento de reconhecimento. 

O desenvolvimento de biossensores utilizando tirosinase e 

nanoestruturas apresentam diversos trabalhos descritos. Kochana e 

colaboradores (Kochana et al., 2015) desenvolveram um sistema contendo um 

eletrodo de trabalho de grafite pirolítico modificado com NTC / nanopartículas de 
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óxido de titânio onde a tirosinase foi imobilizada por adsorção. O biossensor 

proposto foi testado frente à detecção de bisfenol-A em amostras de água, onde 

o LD do método foi de 0,06 µmol L─1. Com o objetivo de comparar o desempenho 

analítico de três diferentes nanoestruturas para o desenvolvimento de 

biossensores, (Alkasir et al., 2010) utilizando eletrodos impressos de carbono, 

imobilizaram tirosinase sobre nanopartículas de ouro, nanopartículas de níquel 

e nanopartículas de ferro através da formação de ligações covalentes entre os 

grupos amino dos agentes passivantes das nanopartículas e glutaraldeído. Os 

três sistemas apresentaram resultados analíticos satisfatórios para a detecção 

de catecol, porém as nanopartículas de ouro obtiveram maior intervalo de 

resposta linear, menor tempo de resposta e maior reprodutibilidade de sinal após 

sucessivas adições. Vicentini e colaboradores (Vicentini et al., 2016) 

imobilizaram tirosinase covalentemente sobre NPAu em um ECV e obtiveram 

resposta linear entre 2,5 × 10─6 e 95,0 × 10─6 mol L─1 por meio de medidas 

amperométricas com ótima estabilidade do biossensor que apresentou 93% do 

sinal analítico após 30 dias. 

Percebe-se pelo exposto até aqui, que a imobilização de tirosinase sobre 

nanopartículas de ouro pode trazer benefícios na detecção de espécies fenólicas 

através da construção de biossensores. 

1.6 COMPOSTOS FENÓLICOS 

Compreendem a classe de moléculas orgânicas formadas pela presença 

de uma, ou mais hidroxilas ligadas a um anel benzênico. O fenol, ou 

hidroxibenzeno é um composto orgânico pouco solúvel em água, sendo o mais 

simples desta classe, o qual tem sua presença no ambiente atribuído à atividade 

industrial de petroquímica, farmacêutica e papeleira. É considerado um 

composto altamente tóxico, sendo que o seu descarte sem o devido tratamento, 

traz riscos ao bem estar humano, animal e aos sistemas aquáticos (Mukherjee 

et al., 2013). A concentração nociva aos seres humanos e organismos aquáticos 

encontra-se entre na faixa de 9,9 × 10─5 a 2,7 × 10─4 mol L─1 sendo os principais 

sintomas associados à exposição prolongada: fraqueza muscular, tremor, 

podendo levar ao coma e à morte. (Villegas et al., 2016). Por isso, é considerado 

um poluente prioritário pela agência de proteção ambiental americana (EPA) 
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(Epa, 2016) que fixou sua concentração limite na água potável como 1,0 × 10─8 

mol L─1. Em relação à terminologia, os compostos fenólicos podem gerar 

enganos. Muitos artigos referem-se a compostos fenólicos para os antioxidantes 

como ácido gálico, ácido cafeíco e catequinas. Já outros tratam compostos 

fenólicos o fenol, catecol e outros que não possuem semelhança no 

comportamento biológico. 

Os métodos de quantificação de compostos fenólicos são bastante 

consolidados: cromatografia em fase gasosa acoplado a espectrometria de 

massas (CG─EM) (Puig e Barceló, 1996; Cheung e Wells, 1997) e cromatografia 

em fase líquida de alta eficiência (CLAE) com detecção espectrofotométrica na 

região do ultravioleta- visível (UV˗Vis) (Sun, J.-N. et al., 2014; Dolatto et al., 

2016). Apesar dos baixos limites de detecção (LD) e sensibilidade 

proporcionados por tais metodologias, as mesmas requerem uma fase de pré-

concentração desses analitos, normalmente microextração em fase sólida 

(SPME) ou microextração em fase líquida (LPME), as quais requerem tempo e 

gastos de solventes e materiais de microextração. Além disso, as separações 

cromatográficas seguidas de detecção apresentam dificuldade de miniaturização 

dos sistemas e portabilidade.  

O método padrão para a determinação de fenóis em águas, o qual pode 

ser aplicado em qualquer tipo de matriz aquosa, baseia-se na reação entre os 

compostos fenólicos e a 4-aminoantipirina, em meio básico, utilizando 

K3[Fe(CN)6] como agente oxidante e gerando um composto avermelhado com 

absorção em 500 nm que pode ser monitorado por espectrofotometria UV-Vis, 

levando 15 minutos para que a reação se complete, o que torna moroso o 

emprego de tal metodologia para grandes quantidades de amostra (Rodrigues 

et al., 2010)  

Neste contexto, o desenvolvimento de novos biossensores para a 

determinação de espécies fenólicas pode trazer algumas vantagens como a 

rápida resposta, baixo custo, simplicidade de operação, além de sensibilidade e 

seletividade. 
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1.7 MICROFLUIDICA 

A miniaturização dos sistemas analíticos teve seu início no final da 

década de 70, quando Terry e colaboradores (Reyes et al., 2002) apresentaram 

um cromatógrafo a gás portátil, o qual era capaz de fazer pequenas separações 

de forma rápida juntamente com um detector de condutividade térmica. Apesar 

do avanço que o trabalho apresentava para a época, houve quase nenhuma 

relevância para a comunidade científica, que não deu a devida importância para 

o fato. Sendo assim, as pesquisas na década de 80 foram mais voltadas ao 

desenvolvimento da parte mecânica dos sistemas, como microbombas e 

válvulas (Reyes et al., 2002). O retorno das pesquisas e ascensão desta área 

como ferramenta analítica se deu com o trabalho de Manz (Manz et al., 1990) 

que desenvolveu um sistema de separação por cromatografia em fase líquida e 

trataram de batizar o sistema com a sigla TAS (do inglês, Total Analysis chemical 

System). Desde então, a ideia de miniaturização de sistemas se consolidou e se 

difundiu como uma subárea do conhecimento e interesse da química analítica. 

A redução das dimensões dos aparatos de uma análise química tem como 

resultados o menor gasto de reagentes (injeções da ordem de micro a picolitros), 

maior frequência analítica, menor geração de resíduos e baixo custo com o 

emprego de substratos comercialmente viáveis em sua produção como vidro 

(Burns et al., 1998), polímeros (Neuži et al., 2012) e papel (Parolo e Merkoci, 

2013). 

O desenvolvimento de dispositivos microfluídicos de baixo custo com 

detecção eletroquímica é um dos tópicos de interesse do grupo de pesquisa no 

qual esta tese foi desenvolvida. Sendo assim, um dispositivo de baixo custo que 

foi construído no grupo foi utilizado para a aplicação do biossensor desenvolvido 

para a detecção de fenol, o qual é constituído de canais com fios de algodão, 

proveniente de uma gaze utilizada para fins médicos, por onde ocorre o 

transporte de eletrólito suporte e da solução contendo os analitos. Neste mesmo 

sistema, a determinação de acetoaminofeno e diclofenaco utilizando detecção 

por amperometria de múltiplos pulsos foi estudada (Agustini et al., 2016). O 

sistema está descrito na FIGURA 17, o qual é composto de um suporte de 

lâminas de vidro empilhadas com três separações: dois reservatórios plásticos, 

um de entrada e um de saída com aproximadamente 2 mL de capacidade. A 
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parte central, chamada de região de detecção, é constituída de três eletrodos de 

grafite comercial, os quais foram alinhados paralelamente.  

FIGURA 17 - SISTEMA MICROFLUIDICO BASEADO EM CANAIS CONSTITUIDOS DE FÍOS 
DE ALGODÃO 

 

FONTE: Adaptado de (Agustini et al., 2016) 

A injeção de amostra é feita anteriormente a região de detecção com o 

auxílio de uma micropipeta, a qual utiliza 2,0 μL de solução em cada injeção. O 

fluxo de solução é promovido por efeito de capilaridade aliado a diferença de 

altura entre os dois reservatórios, não havendo a necessidade do emprego de 

bombas ou qualquer outra força externa para gerar o transporte de solução. O 

limite de detecção encontrado foi de 1,4 × 10─6 mol L−1 e 4,7 × 10─6 mol L−1 para 

acetaminofeno e diclofenaco respectivamente. A frequência analítica de 45 

injeções por hora foi obtida para esse sistema e o custo de $0,39 

(aproximadamente R$1,40) por dispositivo construído. 

O sistema descrito mostrou-se potencialmente viável para a construção 

de um dispositivo miniaturizado de baixo custo para análise de fenol utilizando o 

biossensor proposto. Como forma de miniaturizar e eliminar o sistema de três 

eletrodos separadamente, a construção do biossensor foi realizada em um 

eletrodo impresso.  

1.8 METODOS DE IMPRESSÃO 

Nas últimas duas décadas, a produção de componentes eletrônicos, 

sejam eles para circuitos ou sensores nas mais diversas aplicações vem 
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passando por uma grande transformação no que tange as tecnologias de 

produção. Dispositivos menores, com melhor desempenho e baixo custo para 

produção em grande escala são os principais pontos a serem obervados na 

produção. Além disso, os componentes flexíveis são extremamente importantes 

na produção desses dispositivos e se apresentam como um desafio à 

substituição dos dispositivos a base de silício. A seguir serão apresentadas as 

duas técnicas de impressão utilizadas nesta tese. 

1.8.1 Eletrodos impressos por silk-screen 

A incorporação do sistema convencional de três eletrodos: eletrodo de 

trabalho (ET), eletrodo de referência (ER) e eletrodo auxiliar (EA) (FIGURA 18), 

utilizados em diversas medidas eletroquímicas em um único suporte, gerando 

um dispositivo com diversas vantagens: compacto e com dimensões reduzidas 

(3,4 × 1,0 × 0,05 cm) portátil, de baixo custo e descartável, o que evita problemas 

de contaminação e envenenamento de superfície. Essas características tornam 

o uso de eletrodos impressos (EI) bastante atraente para aplicações 

eletroanalíticas (Barton et al., 2016; Tsai, J.-Z. et al., 2016). 

FIGURA 18 - PARTES CONSTITUINTES DE UM ELETRODO IMPRESSO 

 

FONTE: (Dropsens, 2016) 

 

Em relação à produção destes eletrodos, o método baseia-se na 

tecnologia silk-screen, a mesma utilizada para a produção de estampas em 

camisetas. Uma tela contendo o desenho a ser impresso é colocada sobre um 

substrato que pode ser um plástico como polietileno tereftalato (PET), cloreto de 

polivinila (PVC), cerâmica ou alumina (Nascimento e Angnes, 1998). Após a cura 
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da tinta condutora, uma camada de tinta isolante é adicionada para delimitar a 

área dos eletrodos. A versatilidade de produção desses eletrodos encontra-se 

também na variedade de tintas que podem ser empregadas na construção sua 

construção (ouro, prata, platina, cobre, nanopartículas, polímeros condutores, 

etc). Além disso, a superfície desses eletrodos pode ser modificada com 

diferentes materiais como nanopartículas (Caetano et al., 2012; Oliveira, P. R. 

D. et al., 2012), polímeros (Bergamini et al., 2013), biomoléculas (Taleat et al., 

2014).  

A modificação de El com GOx e uma ftalocianina de cobalto foi utilizada 

para monitorar o consumo de glicose por diferentes culturas celulares 

(Pemberton et al., 2011). Cinco eletrodos impressos modificados com 

GOx/ftalocianina de cobalto foram introduzidos em um meio de cultura e, através 

do monitoramento cronoamperométrico da corrente gerada em processo de 

oxidação do peróxido de hidrogênio gerado eletrocatalisado pela ftalocianina de 

cobre (E = 0,4 V), foi possível fazer a correlação do consumo de glicose pelo 

meio de cultura. O monitoramento foi feito por 24 horas e os resultados foram 

comparados com métodos padrão de dosagem de glicose em meio de cultura, 

sendo os resultados de ambas as técnicas concordantes.  

1.8.2 Impressão a jato de tinta  

A tecnologia de impressão por jato de tinta (IJT, inkjet) vem ganhando 

atenção nos últimos anos devido as suas características como: baixo custo de 

produção, baixo consumo de matéria prima, alta resolução, possibilidade 

produção de tintas para variadas aplicações e operação em baixas temperaturas 

(Aleeva e Pignataro, 2014). Em comparação a técnica silk-screen, a IJT é um 

método não contato entre substrato e o sistema de ejeção de tinta, o que diminui 

significativamente a contaminação cruzada entre diferentes camadas aplicadas 

no substrato. 

O princípio de funcionamento de tal técnica é semelhante às impressoras 

comerciais de jato de tinta, no qual um reservatório, chamado de cartucho, 

contendo a tinta a ser depositada em um substrato é colocado na impressora e 

através de um orifício, chamado de nozzle, é expelida verticalmente. Existem 

duas formas de impressão: o modo contínuo e o Drop on Demand (DOD). O 
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modo DOD, consiste na impressão de “gotas por demanda” em uma tradução 

livre do termo, enquanto o contínuo, como próprio nome remete, produz um jato 

continuo de tinta. A impressão DOD vem sendo mais utilizada porque apresenta 

maior resolução dos padrões impressos. A ejeção da gota a partir do cartucho é 

realizada através de uma deformação mecânica de um transdutor, que pode ser 

piezoelétrico ou termoelétrico (FIGURA 19) através da aplicação de um potencial 

ou aquecimento.  

Neste trabalho, a impressora utilizada apresenta o transdutor 

piezoelétrico o qual é aplicado um pulso de potencial suficiente para modificar o 

volume do cristal e, por conseqüência, variar o volume da câmara onde a tinta 

se encontra e dispensar a gota. O transdutor piezoelétrico apresenta a vantagem 

de poder trabalhar com solventes menos voláteis e mais viscosos, enquanto o 

térmico necessita da formação de uma bolha de vapor do solvente em questão 

para que a pressão gerada promova a saída da gota (Phillips, 2010).  

FIGURA 19 - TRANSDUTORES PARA IJT NA MODALIDADE DOD: A) TRANSDUTOR 
TÉRMICO B) PIEZOELÉTRICO 

 

FONTE: o autor. 
 

As etapas de formação da gota são de extrema importância no resultado 

final da impressão. Na FIGURA 20 estão descritas as três etapas de formação e 

a função de onda utilizada (linha em azul). Inicialmente, o potencial é diminuído 

pela retração do cristal, resultando no aumento da capacidade da câmara com a 

entrada de tinta (etapa é chamada de preenchimento). Em seguida, a etapa da 

entrega ou impressão propriamente dita, acontece quando um potencial mais 

alto que o inicial é aplicado ao piezelétrico que expande e expele a gota. Em 

seguida ocorre a recuperação, onde o potencial e o piezoelétrico retornam ao 

estado inicial. A função de onda aplicada depende de vários fatores como a 

natureza da tinta, viscosidade e volatilidade (Aleeva e Pignataro, 2014). O 
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volume da gota pode variar conforme o material e solvente, sendo 10 pL o 

volume médio encontrado nos sistemas DOD de impressão. 

FIGURA 20 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS ETAPAS DE FORMAÇÃO DA GOTA 
NA IJT UTILIZANDO TRANSDUTOR PIEZOELÉTRICO 

 

FONTE: O autor. 

A variedade de tintas que podem ser utilizadas para as mais diversas 

aplicações tornam a tecnologia IJT bastante atraente para a aplicação em 

diversos campos, sendo as tintas de metais de transição como ouro (Cui, W. et 

al., 2010), prata (Kwi Jong et al., 2006), NTC (Qin et al., 2016), grafeno (Kahng 

et al., 2014; Dodoo-Arhin et al., 2016), polímeros condutores (Yoon et al., 2016), 

os quais podem ser utilizados para as mais diversas aplicações como: produção 

de eletrodos de ouro para eletromiografia (Scalisi et al., 2015), eletrodo de 

pseudoreferência de prata descartáveis (Da Silva et al., 2014), eletrodos para 

medida de pH (Qin et al., 2016), entre outras. Após a impressão, a tinta 

depositada precisa passar pelo processo de sinterização ou cura, que pode 

envolver apenas a evaporação do solvente ou alguma etapa adicional de 

ativação da superfície, como por exemplo, a remoção de agentes passivantes 

das NPs e formar um filme contínuo com condutividade adequada. 

As tintas de ouro constituem grande interesse para a produção de 

eletrodos, devido à potencialidade de aplicações na construção de sensores e 

biossensores. Por isso a produção de tintas que apresentem longa vida e 

estabilidade são pontos importantes a serem considerados. As composições de 

tintas que são normalmente encontradas são à base de complexos inorgânicos 
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(Schoner et al., 2013), nanocompósitos entre polímeros condutores-

nanopartículas (PC-NPAu) e a base de nanopartículas (Singh et al., 2010; Aleeva 

e Pignataro, 2014). A estabilidade dos complexos de ouro resulta em 

temperaturas de cura mais elevadas, além do tempo de preparo mais longo. 

Enquanto que a impressão de nanocompósitos PC-NPAu é mais difícil devido à 

viscosidade e solubilidade desses materiais. O preparo de tintas a base de NPAu 

se mostra viável para a produção de eletrodos, pois possuem baixa temperatura 

de sinterização, alta estabilidade, possibilidade adequação da solubilidade com 

a troca do passivante, além de propiciar dispersões com altas concentrações de 

ouro. A desvantagem das nanopartículas está relacionada com a possibilidade 

da agregação das mesmas e entupimento dos nozzles. Assim, a dispersão deve 

apresentar estreita distribuição e tamanho médio 10 vezes menor que o orifício 

de ejeção, que normalmente tem 20 μm de diâmetro (Cummins e Desmulliez, 

2012). 

As NPAu produzidas pelo método bifásico se apresentam como um 

material com propriedades adequadas para a produção de síntese, seja pelo 

tamanho reduzido e estreita distribuição de tamanho, além da alta estabilidade. 

Alguns trabalhos relatam a utilização de NPAu produzidos pelo método bifásico 

para a geração de tintas, porém a utilização de solventes voláteis e pouco 

viscosos para a formulação de tintas como tolueno e xileno para a impressão 

DOD, torna difícil a reprodutibilidade de impressão e aplicação em microsistemas 

(Zhao, N. et al., 2007; Jensen et al., 2011; Määttänen et al., 2012). Além disso, 

a caracterização eletroquímica dos eletrodos e informações de estabilidade da 

tinta são escassos na literatura.  

Tendo em mente a importância do método bifásico na química de 

nanomateriais, esta tese de doutorado explora tal metodologia de três maneiras 

diferentes visando aplicações eletroanalíticas, as quais estão separados em 

diferentes capítulos: 

I) Primeiramente a rota bifásica foi utilizada para a produção de um 

nanocompósito entre nanopartículas de ouro e nanotubos de carbono. Esse 

trabalho envolveu a funcionalização de nanotubos de carbono, seguido de 

determinação do número de sítios ácidos (carboxilatos) presentes na superfície. 

Estes nanotubos então funcionalizados foram empregados como suporte para o 
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crescimento de nanopartículas de ouro e devidamente caracterizados. 

Finalmente o material foi estudado como sensor eletroquímico para a 

determinação de DA na presença de interferentes ácido ascórbico e ácido úrico.  

II) O nanocompósito foi utilizado na construção de um biossensor através 

da incorporação da enzima tirosinase sobre as NPAu, seguida da determinação 

de fenóis utilizando um sistema microfluídico baseado em fios têxteis  

III) Utilizando a rota clássica de obtenção de nanopartículas de ouro 

passivadas por dodecanotiol para a produção de eletrodos impressos pela 

tecnologia jato de tinta. Os eletrodos foram caracterizados eletroquímicamente 

e a estabilidade da tinta foi avaliada. Esta etapa foi realizada no estagio 

sanduíche, no Instituto Catalão de Nanociência e Nanotecnologia sob orientação 

do Prof. Dr. Arben Merkoçi.  

Para facilitar a compreensão do trabalho, objetivo, parte experimental, 

resultados e discussão e conclusões parciais de cada etapa foram agrupadas 

dentro de capítulos separados, seguido de uma conclusão geral sobre o tema 

abordado. 
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2 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DE NANOCOMPÓSITOS ENTRE 

NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTÍCULAS DE OURO 

2.1 OBJETIVOS 

2.2 OBJETIVO GERAL 

Explorar as potencialidades eletroanalíticas de nanopartículas de ouro 

sintetizadas pelo método bifásico na construção de (bio)sensores 

eletroquímicos. 

2.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

i) Caracterizar os NTCs comerciais e avaliar os tratamentos químicos 

utilizados para funcionalização dos NTCs; 

ii) Sintetizar e caracterizar nanocompósitos (NTC-NPAu) por diferentes 

técnicas como Microscopia Eletrônica de Transmissão MET, Difratometria de 

Raios-X, Microscopia Eletrônica de Varredura MEV, Espectroscopia RAMAN, 

titulação potenciométrica; 

iii) Desenvolver, procedimentos voltamétricos para a determinação e 

quantificação de DA utilizando o nanocompósito em questão. 

2.4 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.4.1 Reagentes 

Os reagentes utilizados nos experimentos estão especificados no 

ANEXO 1. As soluções foram preparadas em água ultrapura (milli Q®) com 

resistividade superior a 18 MΩ cm 

2.4.1.1 Funcionalização dos nanotubos de carbono 

Para a modificação química dos NTCs de múltiplas paredes com 

diâmetro médio 10 ─ 40 nm foram utilizados. Patiu-se de 60 mg de nanotubos de 

carbono que foram submetidos a refluxo em meio ácido composto por uma 

mistura de 30 mL de H2SO4 3,0 mol L─1 e 90 mL HNO3 3,0 mol L─1 por diferentes 

tempos (1, 3 e 6 horas). Na sequência, a mistura foi resfriada a temperatura 

ambiente e a dispersão de NTCs foi separada da solução por sucessivas 
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centrifugações a 4000 RPM por 20 minutos, seguida de lavagens com água 

deionizada até atingir o pH 6,0 o qual foi aferido com auxílio de fita indicadora de 

pH. Os nanotubos de carbono tratados foram mantidos em estufa a 50º C por 12 

horas para secagem efetiva. 

Para os NTCs tratados com peróxido de hidrogênio, 60 mg de NTCs 

foram adicionados a 100 mL de H2O2 30%, e submetidos a refluxo por diferentes 

tempos (1, 3 e 6 horas). Após isso, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente 

e a dispersão de NTCs foi separada da solução por sucessivas centrifugações a 

4000 RPM por 20 minutos, seguida de lavagens com água deionizada até atingir 

o pH 6,0 o qual foi aferido com auxílio de fita indicadora de pH. Os nanotubos de 

carbono tratados foram submetidos à estufa a 50º C por 12 horas para secagem 

efetiva. 

2.4.1.2 Titulação dos nanotubos de carbono 

O procedimento realizado em triplicata consistiu em pesar 15 mg de 

NTCs previamente funcionalizados, os quais foram adicionados a 25 mL de uma 

solução de NaOH 0,001 mol L─1 por 10 minutos sob agitação. A mistura foi 

filtrada, a solução resultante foi diluída até completar 25 mL de solução, a qual 

foi titulada potenciometricamente, com o auxilio de um pHmetro utilizando uma 

solução de HCl 0,001 mol L─1 como titulante. O mesmo procedimento foi feito 

para uma amostra de NTCs não submetidos ao tratamento. Na FIGURA 21 

encontra-se o diagrama esquemático resumindo as caracterizações dos 

nanotubos funcionalizados. As caracterizações estruturais encontram-se 

descritas posteriormente. 
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FIGURA 21 - DIAGRAMA ESQUEMÁTICO RESUMINDO AS ETAPAS DE CARACTERIZAÇÃO 
DOS NTCs FUNCIONALIZADOS POR TRATAMENTO ÁCIDO 

 

 

2.4.1.3 Síntese dos nanocompósitos entre NTC-NPAu 

Em um balão de fundo redondo contendo 1,0 mL de uma solução aquosa 

de HAuCl4 3×10─2 mol L-1 (3,0 × 10─5mol), adicionou-se 10 mL de uma solução 

contendo 0,05 mol L─1de N(C8H17)4Br em tolueno (3,0×10─4 mol) e 5 mg de NTCs 

funcionalizados. Agitou-se a solução em banho de ultrassom por 10 minutos para 

garantir uma boa dispersão dos nanotubos em tolueno, antes da adição ao balão 

de reação. A mistura bifásica permaneceu sob agitação por 10 minutos e, 

adicionou-se gota a gota 1,6 mL de uma solução aquosa 0,4 mol L─ 1 de NaBH4 

(6,3 × 10─4 mol) com o auxilio de pipeta pasteur. Transcorrida uma hora de 

reação, as fases foram separadas, sendo a parte orgânica reservada. A 

suspensão foi centrifugada a 4000 RPM e separou-se o sólido, o qual foi três 

vezes lavado com etanol e submetido à centrifugação. Secou-se o sólido 

resultante em estufa a 50º C por 12 horas. 

O mesmo procedimento foi realizado utilizando concentrações de 6,0 

×10─2 mol L─1 e 1,5×10─2 mol L─1 de HAuCl4, totalizando desta forma três 

compósitos diferentes, que serão chamados de NTC-NPAu01, NTC-NPAu02 e 

NTC-NPAu03, respectivamente. Na FIGURA 22 encontra-se o diagrama 

esquemático resumindo as etapas de síntese dos nanocompósitos NTC-NPAu. 
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FIGURA 22 - DIAGRAMA ESQUEMÁTICO RESUMINDO AS ETAPAS DE SÍNTESE DOS 
NANOCOMPÓSITOS NTC-NPAu 

 

2.4.2 Caracterizações estruturais 

2.4.2.1 Microscopia eletrônica de transmissão  

As imagens de microscopia eletrônica de transmissão (MET) foram 

realizadas no microscópio JEOL, modelo JEM 1200, do Centro de Microscopia 

Eletrônica (CME) da UFPR. As amostras foram preparadas adicionando-se com 

auxílio de uma micropipeta, uma gota da dispersão dos nanocompósitos (0,5 mg 

em 2mL de água destilada e sonicado por 5 minutos em banho de ultrassom), 

sobre grades de cobre recobertas com filme fino de carbono e deixadas em 

repouso por duas horas a 35º C em estufa. A voltagem do filamento de tungstênio 

foi ajustada em 120 kV. Os tratamentos de imagens bem como a estimativa do 

tamanho médio de partículas foi realizado com o auxílio do software GatanC®. 

2.4.2.2 Microscopia eletrônica de varredura  

As imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) foram 

realizadas no microscópio TESCAN, modelo MIRA III, equipado com filamento 

FEG e utilizando a voltagem de 10 kV, sem recobrimento com ouro. 

2.4.2.3 Espectroscopia RAMAN 

As análises de espectroscopia RAMAN foram feitas no Centro de 

microscopia eletrônica da UFPR, marca Witec® e modelo Alpha 300, utilizando 

laser verde de comprimento de onda de 532 nm. Os espectros foram 

normalizados em relação à banda D dos NTCs funcionalizados centrada em 

1342 cm─1. 
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2.4.2.4 Análise termogravimétrica 

Os dados de análise termogravimétrica (ATG) foram obtidos em um 

equipamento SDT Q600 (TA Instruments®) sob uma atmosfera de ar sintético 

(White Martins), fluxo de100 mL min ─1, com uma taxa de aquecimento de 5° C 

min─1. 

2.4.2.5 Difratometria de raios-x 

As caracterizações por DRX foram realizadas utilizando Difratômetro 

Shimadzu®, modelo XRD-3A selecionando a radiação Cu Kα em voltagem e 

corrente de 40 KV e 40 mA respectivamente e resolução de 0.02 θ. 

2.4.3 Medidas eletroquímicas 

As medidas eletroquímicas foram realizadas por um potenciostato µAutolab® 

Type III, a coleta de dados foi obtida com auxilio do software NOVA versão 1.10. 

Foram utilizados eletrodos de Ag/AgCl/KCl sat.) como eletrodo de referência, 

eletrodo de platina como eletrodo auxiliar e eletrodos de carbono vítreo (ECV) 

modificados com o compósito em questão como eletrodo de trabalho. Os dados 

coletados foram tratados com o software Origin PRO8®. 

2.4.3.1 Preparação dos ECV modificados com o nanocompósito NTC-NPAu 

O eletrodo de carbono vítreo (ECV, Φ = 1,5 mm) foi submetido a 

procedimento de limpeza e ativação, onde foi cuidadosamente polido com 

suspensões de micropartículas de alumina de 0,3 e 0,05 µm, respectivamente. 

Em seguida, o mesmo foi lavado abundantemente com água Milli-Q. e submetido 

à voltametria cíclica no intervalo de ─1,0 a +1,0 V (vs. Ag/AgCl/KCl sat) utilizando 

H2SO4 0,1 mol L─1 como eletrólito suporte, v = 50 mV s─1, por 20 ciclos. Após 

enxague e secagem, os eletrodos foram modificados utilizando uma micropipeta 

e 3,0 µL de uma dispersão do nanocompósito 1,0 mg mL─1 em Nafion® 0,05 % 

em isopropanol e aguardado a total secura da superfície do eletrodo.  
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2.4.3.2 Detecção de dopamina em presença de ácido ascórbico e ácido úrico 

 As soluções estoque de dopamina (1,0 × 10─3 mol L─1) e ácido ascórbico 

(1,0 × 10─2 mol L─1) foram feitas em meio de tampão acetato (pH 4,5) 0,1 mol 

L─1. A solução estoque de ácido úrico (1,0 × 10─2 mol L─1) foi dissolvida em NaOH 

0,01 mol L─1 e todas preparadas imediatamente antes do uso para evitar a 

degradação química. 

 

2.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

2.5.1 Síntese e caracterização de nanocompósitos entre nanotubos de carbono 
e nanopartículas de ouro 

2.5.1.1 Funcionalização dos nanotubos de carbono 

Os tratamentos químicos dos NTCs são aplicados devido à necessidade 

de modificação das características químicas superficiais (aumento da polaridade 

da superfície e melhor solubilização em solventes polares, aumento do número 

de imperfeições e maior reatividade) para diferentes aplicações. 

Neste trabalho, foram utilizadas duas metodologias para a 

funcionalização da superfície: o tratamento oxidativo dos NTCs utilizando refluxo 

ácido (HNO3/H2SO4) e peróxido de hidrogênio (H2O2). Nesse caso, a estimativa 

da quantidade de grupos carboxílicos foi realizada por retrotitulação ácido-base 

ou titulação indireta, já que os grupos carboxílicos normalmente apresentam–se 

como ácidos fracos com constantes de acidez da ordem de 10─4 a 10─6 (Skoog 

et al., 2006) portanto a retrotitulação é indicada principalmente quando a 

velocidade da reação direta não é compatível com a titulação ou quando a 

amostra não é solúvel em água, mas é solúvel no reagente da titulação direta ou 

ainda quando não se tem indicador adequado à titulação. No caso dos NTCs e 

materiais carbonáceos em geral, a reação de neutralização dos grupos ácidos é 

lenta, havendo a necessidade de uma etapa de neutralização que pode levar de 

8 a 12 horas (Oickle et al., 2010). O indicador utilizado nestas medidas foi um 

eletrodo de pH (titulação potenciométrica), que apresenta menores desvios 

quando comparado com a utilização de indicadores colorimétricos, já que o ponto 

final da titulação depende da visualização do analista. Adicionalmente, neste 



47 
 
_______________________________________________________________ 

caso, é inviável na presença dos NTCs que tornam impossível a verificação do 

ponto de viragem. 

Uma massa conhecida de NTCs foi suspensa em um volume de NaOH, 

previamente padronizado, a qual pode reagir quantitativamente com os íons H+ 

provenientes dos carboxilatos (pKa ~ 4), lactônicos (pKa ~ 6) e fenólicos (pKa 

~10). Para fins de simplificação, nas equações (12 e 14) estão descritas as 

reações envolvendo as espécies oxigenadas que são neutralizadas, onde R 

refere-se a todo radical que não envolve o oxigênio ácido que sofre reação. Com 

a adição de base em excesso todos os grupos ácidos são neutralizados, como 

pode se visto na Equação (12). A amostra então é submetida à titulação com 

HCl e, em um primeiro momento, toda hidroxila não reagente é neutralizada, 

gerando o primeiro ponto de equivalência da curva (PEq 1) e esta etapa é 

representada pela Equação (13). Em seguida, a adição de ácido gera a 

protonação dos grupos ácidos e ao final de tal processo, a variação brusca do 

pH da solução indica o segundo ponto de equivalência (PEq 2) e a reação está 

descrita na Equação (14).  

 

𝑅 − 𝑂𝐻 (𝑠) + 𝑂𝐻−(𝑎𝑞) →  𝑅𝑂−(𝑠) + 𝐻2𝑂 (𝑙)     (12) 

𝐻+(𝑎𝑞) + 0𝐻− (𝑎𝑞) → 𝐻2𝑂 (𝑙)      (13) 

𝑅 − 𝑂− (𝑠) + 𝐻+(𝑎𝑞) →  𝑅 − 𝑂𝐻 (𝑠)     (14) 

 

O volume de ácido (Vn(ROH)) e a quantidade de matéria em mol (n) 

utilizado na protonação dos grupos ácidos pode ser encontrado através da 

diferença entre os dois pontos de equivalência. Levando em consideração que a 

estequiometria de neutralização ácido-base é de 1:1 em ambas as protonações: 

 

𝑉𝑛(𝑅𝑂𝐻)  =  𝑉𝑒𝑞2 –  𝑉𝑒𝑞1    (15) 

𝑉𝑛(𝑅𝑂𝐻)  × 𝐶𝑁𝑎𝑂𝐻 =  𝑛 𝑁𝑎𝑂𝐻 =  𝑛 𝐻𝐶𝑙 =  𝑛𝑅𝑂𝐻   (16) 

 Na FIGURA 23 encontram-se as curvas de titulação para NTCs tratados 

pelo tratamento com H2O2 e a curva do branco, somente com NaOH, onde pode-

se perceber os dois pontos de equivalência, bem como a curva da primeira 

derivada do pH em função do volume de ácido adicionado. É possível inferior 
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com maior precisão o ponto de equivalência e assim quantificar os grupos 

ácidos. 

FIGURA 23 - CURVA DE TITULAÇÃO DE UMA SUSPENSÃO DE NTCs UTILIZANDO HCl 
COMO TITULANTE ( (▀) SOLUÇÃO DE NaOH, (▀) SOLUÇÃO DE NaOH E SUSPENSÃO DE 

NTCs), (▀) PRIMEIRA DERIVADA DO pH EM FUNÇÃO DO VOLUME DE NaOH 
ADICIONADO. 

 

Visando determinar o melhor procedimento de funcionalização e tempo de 

reação, as amostras de NTCs foram tituladas antes (NTC-pristine) e após o 

procedimento de oxidação. Na FIGURA 24 encontram-se apresentados os 

teores de grupamentos ácidos em função do tempo de reação. Pode-se concluir 

que após três horas de reação, a funcionalização da superfície não apresenta 

um crescimento significativo, não diferindo em relação a 6 horas de reação. 

FIGURA 24 - TEOR DE GRUPOS CARBOXÍLICOS EM FUNÇÃO DO TEMPO E TIPO DE 
TRATAMENTO OXIDATIVO ADOTADO PARA OS NTCs EM MEIO ÁCIDO (NTC H+) E EM 

PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO (NTC H2O2) 
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Desta forma, no que tange os teores de acidez, o tratamento ácido 

apresentou valores superiores ao tratamento com peróxido de hidrogênio. Para 

três horas de reação o tratamento ácido apresentou valores de 1,5 (± 0,2) mmol 

g─1 (milimol de H+ por grama de NTC) para os NTCs funcionalizados, 0,9 (± 0,3) 

mmol g─1 e 0,3 ± 0,2 mmol g─1 para NTC-pristine. Esses valores estão em 

concordância com os encontrados em outros trabalhos, onde a quantidade de 

H+ encontra-se na faixa entre 1,0 e 3,0 mmol g─1 (González-Guerrero et al., 2008; 

Saleh, 2011). Com os resultados apresentados nesse estudo, os NTCs 

submetidos ao tratamento ácido (HNO3 e H2SO4) por três horas de refluxo, daqui 

em diante chamados NTC H+, foram escolhidos como método de funcionalização 

superficial para estudos posteriores. 

2.5.1.2 Microscopia eletrônica de varredura dos NTCs 

Imagens de MEV dos NTCs antes e após o tratamento químico de 3 horas 

foram obtidas (FIGURA 25). É possível observar que a grande diferença 

morfológica entre os dois nanomateriais é de que, após o tratamento químico por 

três horas, os NTCs adquirem um aspecto menos compacto, diminuindo a 

presença de aglomerados e bandos e aumentando a homogeneidade das 

dispersões em solventes polares. Outra característica adquirida após o 

tratamento químico é a facilidade e estabilidade de dispersão em água que a 

introdução de grupos polares na superfície dos NTCs proporciona. As imagens 

referentes às amostras de 6 horas de tratamento não apresentam diferenças 

significativas em relação à morfologia apresentada pelas submetidas a três 

horas de tratamento. 
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FIGURA 25 - IMAGENS DE MEV DOS NTCs ANTES E APÓS O TRATAMENTO QUÍMICO 

 

 

2.5.1.3 Espectroscopia RAMAN dos nanotubos de carbono e análise 
termogravimétrica 

Por meio da análise por espectroscopia vibracional RAMAN foi possível 

observar a presença de bandas características dos NTCs e atribuir algumas 

variações estruturais ocorridas em função do tratamento ácido. Pelos dados 

obtidos nos espectros RAMAN que se encontram na FIGURA 26, nota-se em 

ambos os materiais a presença das bandas D e G em aproximadamente 1340 e 

1570 cm─1 respectivamente. A banda G é atribuída às vibrações de estiramento 
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simétrico da ligação C─C no plano (Anton et al., 2008). Já a banda D é um modo 

vibracional que se torna ativo no RAMAN devido à relaxação induzida por 

defeitos estruturais como heteroátomos e vacâncias. Ainda, encontra-se a banda 

G’ em aproximadamente 2650 cm─1 característica de materiais grafíticos e 

relacionada à organização estrutural no plano bidimensional (grafeno) (Saito et 

al., 2003). 

FIGURA 26 - ESPECTRO RAMAN DOS NTCs ANTES E APÓS A FUNCIONALIZAÇÃO EM 
MEIO ÁCIDO 

 

Uma forma recorrente de acompanhar as variações estruturais em 

materiais grafíticos é verificar a relação de intensidade das bandas ID/IG.Quanto 

menor é a razão ID/IG, maior o grau de cristalinidade do material. 

 

TABELA 2 - ATRIBUIÇÃO DAS BANDAS CARACTERÍSTICAS DE MATERIAIS 
CARBONÁCEOS ANTES (NTC-PRISTINE) E APÓS TRATAMENTO ÁCIDO (NTC H+) 

Nanocompósito 
Banda D 

(cm─1) 

Banda G 

(cm─1) 
ID/IG 

NTC H+ 1338 1579 1,13 

NTC-pristine 1342 1575 1,09 

Acompanhado dos dados resumidos na TABELA 2 percebeu-se que, 

após o tratamento químico, o material apresenta um menor grau de cristalinidade 

visto o aumento da razão entre as intensidades das bandas D e G. A oxidação 

do NTCs promove o aumento no número de defeitos estruturais nas paredes 

mais externas dos NTCs e como resultado final diminui o caráter cristalino da 
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amostra. Aumento da relação ID/IG normalmente é mais pronunciado em NTCs 

sintetizados em laboratório, onde há a presença de outras formas alotrópicas, 

como por exemplo, o carbono amorfo (Oickle et al., 2010; Moraes et al., 2011). 

O comportamento de decomposição térmica das amostras antes e após 

o tratamento químico também foi avaliado por análise termogravimétrica (ATG) 

em atmosfera contendo ar sintético. Na FIGURA 27 estão apresentadas as 

curvas de ATG, Verificou-se que, apesar dos perfis semelhantes, o NTC H+ 

apresenta decaimento de massa mais acentuado nos primeiros duzentos graus 

da rampa. Tal variação primeiramente deve-se a dessorção de moléculas de 

água na superfície do NTC H+ que possui características mais hidrofílicas que o 

NTC-pristine e por isso tal processo não é evidenciado na amostra antes do 

tratamento químico. Entre 80o C e 350o C o decaimento refere-se ao processo de 

oxidação de grupos carboxílicos a CO2 na superfície grafítica dos NTCs (Osorio 

et al., 2008).  

FIGURA 27 - CURVAS DE TGA/TGD PARA AS AMOSTRAS DE A) NTCs PRISTINE E B) 
SUBMETIDA AO TRATAMENTO OXIDATIVO COM ÁCIDO 

Quanto à temperatura de decomposição dos nanotubos, os materiais 

apresentaram máximo de termodecomposição em 609o C para o NTC-pristine e 

616o C para NTC H+ indicando que o tratamento químico para tais amostras não 

afeta de forma significativa a estabilidade térmica do material. 

2.5.2 Síntese dos nanocompósitos NTC-NPAu 

A síntese desses compósitos foi inspirada em uma modificação no 

método bifásico ou método de Brust (Brust et al., 1994) A reação consiste 
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basicamente em promover a redução dos íons AuCl4─ em fase orgânica pelo 

borohidreto de sódio dissolvido em fase aquosa. De forma mais detalhada, a 

primeira etapa da reação consiste na transferência dos íons tetracloroaurato da 

fase aquosa para a fase orgânica através da extração do íon metálico pelo sal 

quaternário de amônio (TOA), essa transferência de fase pode ser verificada pela 

perda da coloração amarelo-dourado da solução aquosa, seguida do 

aparecimento de um alaranjado intenso na fase orgânica. A Equação (17), 

descrita abaixo indica essa transição de fase: 

 

[𝐴𝑢𝐶𝑙4]
− (𝑎𝑞)  + ( 𝑅8)4𝑁

+(𝑡𝑜𝑙)  →  [𝐴𝑢𝐶𝑙4]
−   𝑅8𝑁

+(𝑡𝑜𝑙)  (17) 

 

Na presença dos NTCs funcionalizados, os grupos polares devem 

interagir mais efetivamente com os pares iônicos, de modo que a região próxima 

a esses grupos permaneçam mais povoada das espécies metálicas devido à 

atração eletrostática. Durante a redução com o íon borohidreto, a formação de 

nanopartículas ocorre preferencialmente nas regiões contendo tais grupos 

funcionais, como pode ser visto no esquema proposto na FIGURA 28. Além 

disso, as primeiras tentativas de síntese do compósito, utilizando NTCs não 

tratados, levaram a formação de precipitados de ouro visíveis a olho nu devido 

à baixa quantidade de grupos polares capazes de nuclear as nanopartículas de 

forma homogênea na superfície carbonácea (Wu, B. et al., 2011). 

A etapa de redução das nanopartículas na superficie dos NTCs também 

pode ser descrita pela Equação (18): 

 

[𝐴𝑢𝐶𝑙4]
−   +  3𝑚 𝑒−  →  𝐴𝑢 (𝑁𝑇𝐶) +  4 𝐶𝑙−(𝑡𝑜𝑙)  (18) 

 

Levando em consideração a alta área superficial dos NTCs, a 

necessidade de adição do agente passivante para o controle das partículas 

torna-se desnecessário devido ao grande número de sítios para nucleação 

dessas nanopartículas. Do ponto de vista das aplicações eletroquímicas, a 

presença de agentes passivantes com longas cadeias como o dodecanotiol 

muitas vezes dificulta a interação entre uma espécie em solução e a superfície 

da nanopartícula (Gevaerd et al., 2015).  
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FIGURA 28 - DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DA SINTESE DO NANOCOMPÓSITO NTC-NPAu 

 

Fonte: O autor 

Após a síntese, o material foi caracterizado por microscopia eletrônica 

de transmissão (MET). Na FIGURA 29 são apresentadas imagens obtidas para 

os diferentes materiais sintetizados, em que o NTC-pristine refere-se aos 

nanotubos de carbono antes de qualquer reação ou funcionalização. Percebeu-

se que esse material é bastante homogêneo e não apresenta nenhum tipo de 

partícula em sua superfície. Após a reação, há a formação de nanopartículas 

aderidas a superfície carbonácea, onde são apresentadas as imagens referentes 

aos nanocompósitos obtidos. O NTC-NPAu01, o qual apresentou uma boa 

dispersão de tamanho de partículas, através da contagem de 750 partículas para 

cada compósito, obtendo-se assim, o valor de 10 ±7 nm como tamanho médio. 

Com o objetivo de averiguar a influência da concentração do precursor 

de ouro na formação das partículas, foi realizada a síntese do nanocompósito, 

NTC-NPAu02, utilizando o dobro da concentração do ácido tetracloroáurico em 

relação à rota de obtenção do nanocompósito NTC-NPAu01. Apesar da maior 

quantidade de metal disponível, pode se observar maior tamanho médio com 

grande dispersão (32 ± 27 nm), o que indica que a concentração de ouro utilizada 

inicialmente provê a ocupação todos os sítios de nucleação possíveis.  

Para a síntese de um compósito com partículas mais uniformes, utilizou-

se uma concentração de íon precursor metálico sendo a metade da 

concentração da síntese do NTC-NPAu01. Como resultado, houve a formação 

de partículas menores, com distribuição de tamanho mais estreita (7 ± 4 nm). 
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Como conclusão desse estudo, as imagens indicam que a menor concentração 

de ouro estudada leva a formação de compósitos mais uniformes. 

FIGURA 29 - IMAGENS DE MET PARA OS TRÊS COMPÓSITOS SINTETIZADOS E O 
TAMANHO MÉDIO PARA CADA COMPÓSITO 

 

 

As imagens de MET são formadas pela interação do feixe de elétrons com a 

amostra. Grande parte do feixe não sofre desvios, é chamado de feixe 

transmitido e é responsável pela formação da imagem em campo claro. Porém, 

uma fração de elétrons que passa pela amostra sofre desvios. A imagem 

formada em campo escuro refere-se à porção de elétrons que passou pela 

amostra e foi refratada por um (ou mais de um) planos específicos e pode 

fornecer informações a respeito da cristalinidade do material (Heimendahl, 

1980). No caso deste material, é possível observar que em campo escuro, os 

pontos de claros correspondem as nanopartículas de ouro atribuídas na imagem 
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de campo claro. Sugerindo o caráter cristalino dessas nanopartículas (FIGURA 

30). 

 

FIGURA 30 - IMAGEM DE CAMPO CLARO E CAMPO ESCURO DO NANOCOMPÓSITO 
NTC-NPAu 03 

 

 

2.5.2.1 Comportamento eletroquímico  

Um eletrodo de carbono vítreo foi modificado com 3 μL suspensão dos 

respectivos nanocompósitos em Nafion® 0,05%, que consiste de um polímero 

perfluorado e sulfonado com alta estabilidade química e eletroquímica 

(Rubinstein e Bard, 1980), conferindo aderência dos nanomateriais estudados à 

superfície do ECV. Os comportamentos eletroquímicos frente ao ferricianeto de 

potássio dos diferentes materiais foram avaliados. Na FIGURA 31 são 

apresentados os voltamogramas dos ECV modificados, onde se percebe 

claramente uma variação na intensidade das correntes de pico anódica e 

catódica. O nanocompósito NTC-NPAu 03 apresentou maior intensidade de 

corrente.  



57 
 
_______________________________________________________________ 

FIGURA 31 - VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS COMPARATIVOS DOS DIFERENTES ECV 
MODIFICADOS. SOLUÇÃO DE [K3Fe(CN)6] 1,0 × 10─3 mol L─1, ELETRÓLITO: NANO3 0,1 mol 

L─1, v= 50 mV s─1 
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Percebeu-se que além do incremento de corrente observado para os 

nanocompósitos contendo NPAu em relação ao NTC-pristine, as correntes de 

pico catódica, aumentam consideravelmente e as mesmas podem se vistas na 

TABELA 3. 

TABELA 3 - COMPARAÇÃO DOS VALORES DE CORRENTE DE PICO OBTIDOS NA 
VOLTAMETRIA CÍCLICA DOS DIFERENTES NANOMATERIAIS EM PRESENÇA DE 

K3[Fe(CN)6] 

Nanomaterial ipa/ipc 

NTC-pristine 0,91 

NTC-NPAu01 0,82 

NTC-NPAu02 0,61 

NTC-NPAu03 0,62 

 

Uma possível explicação para o aumento da corrente catódica para os 

nanocompósitos contendo NPAu pode estar relacionado com a propriedade de 

eletrocatálise da redução de oxigênio pelas nanopartículas de ouro (El- Deab e 

Ohsaka, 2002). A propriedade do ouro em diminui o sobrepotencial desta reação 

é bastante conhecida, e normalmente os potenciais deste processo encontram-

se na mesma região em que a redução de [Fe(CN)6]4-. Para a elucidação desta 

hipótese, experimentos na ausência de oxigênio são necessários. 

Dentre os materiais comparados, o NTC-NPAu03 apresenta a maior 

corrente para o processo redox a sonda K3[Fe(CN)6] indicando que tal 
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nanomaterial deve ser o mais apropriado para as aplicações como sensor 

eletroquímico. Tendo em vista todos os dados apresentados, os próximos 

estudos de caracterizações adicionais e aplicações eletroanalíticas foram feitos 

com o compósito NTC-NPAu03, que apresentou o melhor desempenho 

eletroquímico. Daqui em diante o nanocompósito será chamado apenas de NTC-

NPAu. 

O comportamento eletroquímico do nanocompósito foi investigado por 

voltametria cíclica em meio ácido. A FIGURA 32 apresenta o voltamograma de 

um ECV modificado com o nanocompósito NTC-NPAu, onde nota-se a formação 

de um pico anódico pouco definido em aproximadamente 1,3 V, o qual é atribuído 

à formação de óxidos e hidróxidos de ouro. Já na varredura catódica, há um pico 

bem definido na região de 0,9 V que se atribui a redução dos óxidos formados 

na varredura anódica. A eletroquímica de formação de óxidos de ouro é bem 

descrita na literatura (Oesch e Janata, 1983). Em relação à estabilidade do 

material, nota-se que após sucessivas ciclagens o mesmo não apresenta 

nenhum processo de lixiviação ou inibição do sinal eletroquímico.  

FIGURA 32 - VOLTAMETRIA CÍCLICA DO ECV MODIFICADO NTC-NPAu E COMPARAÇÃO 
COM ELETRODO CONVENCIONAL DE OURO. v = 50 mV s─1, ELETRÓLITO SUPORTE: 

H2SO4 0,5 mol L─1 
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A comparação entre o perfil voltamétrico do nanocompósito e de um 

eletrodo convencional de ouro foi realizada, onde se percebe que a densidade 

de corrente para o ECV contendo o nanocompósito em questão é 

aproximadamente sete vezes maior. Essa diferença pode ser explicada pela alta 

área superficial das nanopartículas sobre os NTCs que aumenta drasticamente 

o número de átomos expostos à superfície e consequentemente, os átomos 

passiveis a processos eletroquímicos (Campbell e Compton, 2010). 



59 
 
_______________________________________________________________ 

2.5.2.2 Caracterização por difração de raios-X 

Foram realizadas análises de difratometria de raios-X para amostras 

NTC, NTC H+ e NTC-NPAu. Os valores de intensidade de sinal foram 

normalizados em relação ao pico localizado em 2θ = 37,9o, que é referente a 

difração do plano Au (1 1 1). Os difratogramas encontram-se na FIGURA 33. 

Analisando os difratogramas foi possível observar os picos localizados 

em 2θ = 26º e 43,8º referentes aos planos C (0 0 2) e C (1 1 1) das estruturas 

grafíticas que compõe os NTCs (Chew et al.). Através do perfil obtido para os 

NTCs antes e após a funcionalização, observou-se que o tratamento químico 

não afeta a estrutura cristalina de forma significativa. O padrão de difração dos 

demais picos (2θ = 37,9º, 44,2º, 64,4º e 77,5º) são atribuídos a difração do ouro 

com estrutura cúbica de face centrada, em concordância com perfil JCPDS 04 – 

0784  (Sun, Y. G. e Xia, 2002; Oliveira, M. M. e Zarbin, 2008). 

FIGURA 33 - DIFRATOGRAMAS DE RAIOS-X PARA AS DIFERENTES AMOSTRAS 
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 NTC H
+
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2.5.2.3 Análise termogravimétrica do nanocompósito NTC-NPAu 

O comportamento de decomposição comparativa entre NTC H+ e o 

nanocompósito NTC-NPAu foi acompanhado por análise termogravimétrica em 

atmosfera de ar sintético e rampa de aquecimento de 5o C min─1. Na FIGURA 34 

encontram se os gráficos de ATG para os materiais em estudo. 

 

FIGURA 34 - ANÁLISE COMPARATIVA ENTRE OS NTCS H+ E O COMPÓSITO 
NTC-NPAu: a) CURVA TERMOGRAVIMÉTRICA b) CURVA TERMOGRAVIMÉTRICA 

DIFERENCIAL 
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Observou-se que após a introdução das NPAu sobre os NTCs a 

temperatura de decomposição decai drasticamente, de 615º C para 433º C. Este 

resultado encontra-se em concordância com outros estudos de 

termodecomposição dessa classe de nanocompósitos. Lourencon e 

colaboradores (Lorencon et al., 2011) investigaram a variação da temperatura 

de decomposição de NTC-pristine na ausência e presença de NPAu e 

perceberam variações similares. Através do cálculo da energia (Ea) de ativação 

envolvendo a termodecomposição dos NTCs, foram encontrados valores 

menores de Ea para os compósitos decorados com ouro. Tais resultados podem 

ser explicados pela capacidade de decomposição catalítica da molécula de O2 

em oxigênio atômico na presença das NPAu e subsequente transferência para 

o NTC, iniciando o processo de oxidação dos nanotubos de maneira mais efetiva 

e em temperaturas mais baixas. Esse processo é conhecido como spillover. 

A porcentagem em massa de ouro no nanocompósito foi calculada com 

base na diferença entre a massa residual do NTC-NPAu e NTC H+. O valor 

encontrado foi de 21%, o qual se encontra em concordância com os valores 

encontrados para outros nanocompósitos entre NTC e NPAu descritos na 

literatura (Lorençon et al., 2015). 
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2.5.3 Desenvolvimento de um sensor eletroquímico para detecção de dopamina 

utilizando o nanocompósito NTC-NPAu 

2.5.3.1 Detecção de Dopamina na presença de ácido úrico e ácido ascórbico 

O comportamento eletroquímico da dopamina na presença do 

nanocompósito NTC-NPAu foi avaliado pela técnica de voltametria cíclica. Na 

FIGURA 35 é apresentado o voltamograma cíclico de dopamina onde iniciando 

a varredura de potencial em 0,0 V no sentido anódico, foram encontrados dois 

pares de picos.  

FIGURA 35 - VOLTAMOGRAMA CÍCLICO DE ECV MODIFICADO COM NTC-NPAu 
CONTENDO SOLUÇÃO DE DOPAMINA, CDA = 1,0 ×10─3 mol L─1, ELETRÓLITO: TAMPÃO 

FOSFATO 0,1 mol L─1 pH 7,0 , v = 50 mV s─1 E AS RESPECTIVAS REAÇÕES 
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O potencial formal para o primeiro par, (Epa + Epc)/2, que é de 0,165 V, 

refere-se à oxidação de DA para dopamina-ortoquinona (o-DAQ) com a perda 

de dois elétrons (Equação 19). No sentido inverso de varredura, a o-DAQ 

produzida pode ser eletroquimicamente reduzida à dopamina ou pode sofrer 

uma reação química de fechamento de anel (Equação 20) levando a formação 

de leucodopaminacromo (LDAC). A LDAC, por fim, pode ser novamente oxidada 

frente à aplicação de um potencial e produzir a dopaminocromo (DAC) (Zhao, Y. 

et al., 2005) e este apresenta o potencial formal do segundo par redox (Equação 

21) de -0,23 V.  

Um indício da ocorrência do mecanismo proposto pode ser evidenciado 

pela VC com varredura em sentido contrário ao utilizado na FIGURA 35, onde 

partindo do potencial inicial de 0,0 V em sentido negativo não há a ocorrência do 

par redox da Equação (21). Esse fato é concordante com a ausência de o-DAQ 

gerada eletroquimicamente, que é a responsável pela formação do intermediário 

LDAC pela oxidação de DA. 

2.5.3.2  Estudo do efeito do pH no comportamento voltamétrico da dopamina 

O comportamento voltamétrico da dopamina foi avaliado utilizando dois 

eletrólitos suporte tamponados. Na FIGURA 36 encontram-se os voltamogramas 

cíclicos da dopamina na mesma concentração. 
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FIGURA 36 - VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS DE UM ECV MODIFICADO COM NTC-NPAu 
DOPAMINA (─) TAMPÃO ACETATO 0,1 mol L─1 pH 4,5 (─) TAMPÃO FOSFATO mol L─1 pH 

7,0, CDA = 1,0 × 10 ─3 mol L─1 v = 50 mV s─1 

-0,4 0,0 0,4

-20

0

20

40
0,35 V

41 A

E/V (vs. Ag/AgCl KCl sat.)

i/

A

 

 

 

0,21 V

31 A

 

 

O comportamento eletroquímico da DA apresentou comportamento 

distinto para os dois tampões testados. Para o tampão acetato, os potenciais 

redox foram deslocados para potenciais mais positivos, (ΔE = 0,16 V) com 

aumento de corrente (Δi = 10 μA) em relação ao tampão fosfato. Além do 

considerável aumento de corrente de pico, nota-se a diminuição da corrente de 

pico para o par LDAC /DAC na presença de tampão acetato. Isso ocorre porque 

a reação de ciclização do substituinte alquilamino da cadeia lateral é dependente 

da desprotonação do grupamento amino. Em alguns casos, a detecção de DA 

por VC em meio alcalino torna-se difícil devido à extensão da ocorrência da etapa 

química, onde a intensidade de pico do par LDAC /DAC torna-se maior que o par 

DA/o-DAQ (Muguruma et al., 2016). Assim, em tampão acetato, a parcela o-DAQ 

com grupo amino desprotonado é menor em comparação ao tampão fosfato, 

levando a menor formação de LDAC. Para efeitos de comparação, a comparação 

entre sinais em diferentes valores de pH são realizadas no mesmo eletrólito 

suporte. Porém o tampão fosfato apresenta baixa capacidade tamponante em 

pH 4,5. 

A presença do par LDAC/DAC mostra-se como um obstáculo na 

determinação eletroquímica de DA, pois a LDAC é o precursor da poli-dopamina 

(FIGURA 37). Quando esse polímero é formado na superfície do eletrodo, ocorre 

a inativação dos processos eletroquímicos, o qual pode ser usado para 

revestimento de superfícies com biocompatibilidade. Wang e colaboradores 

descrevem a formação de poli-dopamina  através da VC em pH 7,4 e 
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demonstram que a partir de 15 ciclos consecutivos, a corrente de pico para a 

oxidação de DA cai em 95% (Wang, J.-L. et al., 2014). 

FIGURA 37 - ESTRUTURA DA POLI-DOPAMINA 

 

Fonte: O autor. 

Devido à maior intensidade de corrente, que indica maior sinal analítico 

e minimização da formação do par LDAC /DAC, o tampão acetato foi escolhido 

como eletrólito para as demais análises. 

A variação do comportamento eletroquímico da dopamina foi avaliada 

na faixa de pH de 3,0 a 5,0 utilizando voltametria linear e tampão acetato 0,1 mol 

L─1 como eletrólito. Na FIGURA 38 encontram-se os voltamogramas para os 

diferentes valores de pH verificados.  

FIGURA 38 - VOLTAMOGRAMAS LINEARES DE UM ECV MODIFICADO COM NTC-NPAu 
NA PRESENÇA DE DOPAMINA EM DIFERENTES VALORES DE pH UTILIZANDO TAMPÃO 

ACETATO 0,1 mol L─1, CDA =1,0 × 10─3 mol L─1 v = 50 mV s─1  
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Ao analisar os voltamogramas da FIGURA 38 observa-se que os valores 

de potenciais são deslocados para regiões mais positivas com a diminuição do 

pH. O comportamento do pH com ipa não apresentou relação direta. 
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Normalmente, são esperadas duas classes de grupos carboxilas nas superfícies 

com estruturas semelhantes ao grafeno, como no caso dos NTCs: os primeiros 

grupos carboxílicos, chamados de mais ácidos com pKa ~ 4 e os menos ácidos 

com pKa ~ 6 (Orth et al., 2016). Essa variação pode acontecer devido aos efeitos 

indutivos de vizinhança. Assim, a protonação/desprotonação desses grupos com 

a variação do pH na superfície dos NTC-NPAu pode dificultar o comportamento 

preditivo. A relação entre o potencial de pico de oxidação e pH da solução 

apresentou variação linear e o coeficiente de 44 mV pH─1. Para os demais 

estudos, o pH 4,5 foi escolhido como o mais adequado pó apresentar maior 

intensidade de corrente de pico. 

2.5.3.3 Estudo da Velocidade de Varredura  

Este estudo foi realizado com o objetivo de investigar o grau de 

reversibilidade e o processo de transporte de massa do material eletroativo até 

a superfície do eletrodo. Na FIGURA 39 encontram-se os voltamogramas cíclicos 

de DA em tampão acetato 0,1 mol L─1 pH 4,5 em diferentes velocidades de 

varredura.  

FIGURA 39 - VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS PARA AS DIFERENTES VELOCIDADES DE 
VARREDURA (2, 5,10,15, 25, 50,75, 100, 150 E 200 mV s─1). CDA = 1,0 × 10 ─3 mol L─1, 

ELETRÓLITO: TAMPÃO ACETATO 0,1 mol L─1, pH 4,5, ET: ECV MODIFICADO COM NTC-
NPAu 
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Através da equação de Randles-Sevcik, descrita na Equação (22), a qual 

relaciona a corrente de pico (ip, A) de um determinado processo eletroquímico 

como proporcional, dentre outros fatores, à área ativa do eletrodo (A, cm-2) e a 
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raiz quadrada da velocidade de varredura (v, V s─1), coeficiente de difusão (D, 

cm2 s─1) e a concentração da espécie em solução (Co, mol cm─3). Se em uma 

medida eletroquímica todos os parâmetros envolvidos na equação são mantidos 

constantes e a velocidade de varredura é variada, é possível inferir algumas 

características relacionadas ao transporte de massa de tal processo 

eletroquímico. 

 

𝑖𝑝 = 2,69×10 5 𝑛3/2 𝐴 𝐷1/2𝑣1/2𝐶𝑜    (22) 

 

O potencial formal de oxidação do primeiro par redox da dopamina, 

inicialmente citado como 0,165 V tem um deslocamento com o aumento da 

velocidade de varredura, para valores mais positivos para a oxidação e mais 

negativos para a redução. Pelo critério de variação de potencial de pico, Equação 

(23), as velocidades de varredura intermediárias apresentaram valores de n 

próximos de dois. A relação entre corrente de pico catódica e anódica, a qual 

segue a relação Ipa/Ipc = 1 para um sistema reversível simples, apresentou 

valores superiores a um indicando que outros processos como fatores cinéticos 

e/ou reações homogêneas acopladas ao processo de transferência entre a 

espécie redox e o eletrodo podem ser os responsáveis por tal comportamento 

(Wang, J., 1994).  

 

𝐸𝑝𝑎−𝐸𝑝𝑐

𝑛
= 59 𝑚𝑉    (23) 

 

Os processos de transferência de massa entre a espécie redox e a 

superfície do eletrodo foi avaliado por gráficos de log ip vs log v obtidos através 

do estudo da influência da velocidade de varredura, cujos resultados estão 

apresentados na FIGURA 40. 
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FIGURA 40 - RELAÇÃO ENTRE log ip vs log v (■) REFERE-SE AO PROCESSO ANÓDICO E 
(●) REFERE-SE AO PROCESSO CATÓDICO DA DOPAMINA 
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A variação linear da corrente de pico em função da raiz quadrada da 

velocidade de varredura indica que o processo de transferência de massa da 

solução para a superfície do eletrodo ocorre através de processo misto 

apresentando inclinação da reta (θ) de 0,64 e 1 para o processo anódico e 

catódico respectivamente. Valores de θ entre 0,5 e 1 indicam processo misto, ou 

seja, existe a contribuição de componentes difusionais e adsortivos no processo. 

Tal fenômeno pôde ser facilmente observado experimentalmente através da 

voltametria cíclica de uma solução branco contendo apenas eletrólito suporte, 

onde após a varredura na presença de dopamina, do pico característico da 

oxidação de DA é perceptível por aproximadamente 10 ciclos.  

2.5.3.4 Estudo da reversibilidade da oxidação da dopamina por voltametria de 
onda quadrada 

Uma das formas de verificação da reversibilidade de uma dada reação 

eletroquímica sobre um eletrodo é utilizar a voltametria de onda quadrada 

(Wang, J., 1994). A SWV consiste na aplicação de pulsos de potencial em forma 

de onda quadrada a uma rampa de potencial (FIGURA 41).  
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FIGURA 41 - PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO DA SWV 

 

FONTE: (Souza et al., 2003) 

Nesta técnica eletroquímica, a corrente resultante (i) é dada como o 

somatório das correntes: direta (id ) e a corrente reversa (ir), descrita pela 

Equação (24): 

𝑖𝐷 − 𝑖𝑅 = 𝑖      (24) 

Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para os diferentes modos 

de varredura estão apresentados na FIGURA 42. Para o sistema contendo uma 

solução de dopamina na concentração 1,0 x 10─5 mol L─1 em tampão acetato foi 

possível observar que a corrente resultante é formada pela corrente direta, 

porém apresenta grande contribuição da corrente reversa, indicando assim um 

sistema reversível. Assim, a técnica de SWV pode ser utilizada para resultados 

mais satisfatórios no desenvolvimento de metodologia analítica para 

determinação de DA. 

FIGURA 42 - VOLTAMOGRAMA DE ONDA QUADRADA DE UM ECV MODIFICADO COM 
NTC-NPAu EM SOLUÇÃO DE DOPAMINA 1,0 × 10─5 mol L─1. ELETRÓLITO SUPORTE: 

TAMPÃO ACETATO pH 4,5 a: 40 mV, Estep: 5 mV f: 12 Hz. 
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2.5.3.5 Determinação eletroquímica de dopamina na presença de ácido 
ascórbico e ácido úrico utilizando a técnica de voltametria de onda 
quadrada 

Foi avaliada a potencialidade eletroanalítica do uso do compósito NTC-

NPAu para a detecção de Dopamina na presença de ácido ascórbico e ácido 

úrico. A detecção de dopamina (pKa 9,9) em amostras biológicas costuma 

apresentar alguns entraves como a presença de ácido ascórbico (pKa 4,2 e 11,6), 

geralmente em concentrações de cem a mil vezes maior que a concentração de 

dopamina. O ácido úrico (pKa 5,4 e 10) é outra espécie eletroativa presente em 

fluidos biológicos, pois é resultantes da degradação de guanina e adenina 

(Wightman et al., 1988; Venton e Wightman, 2003). Além disso, a sobreposição 

dos sinais eletroquímicos pode ocorrer, levando a perda de seletividade (O'neill, 

1994; Salimi et al., 2006). Na FIGURA 43 encontram-se os voltamogramas 

obtidos para uma solução contendo DA na presença de AA e AU.  

FIGURA 43 - VOLTAMOGRAMA DE ONDA QUADRADA PARA SOLUÇÃO CONTENDO DA 
1,0 × 10─6 mol L─1 DA NA PRESENÇA DE DE AA E AU 2,0 × 10─4 mol L─1 EM TAMPÃO 

ACETATO pH 4,5 a = 20 mV, f =12 Hz, Estep = 5 mV 
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Através dos voltamogramas apresentados na FIGURA 43 foi possível 

observar que na concentração adicionada, tanto a DA quanto o AA não 

apresentam sinais eletroquímicos relevantes quando a interface é o carbono 

vítreo. O AU teve seu potencial deslocado para próximo de 0,6 V, indicando que 

sua oxidação também é dificultada nesta superfície. Entre os eletrodos 
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modificados com NTCs e seus derivados, percebeu-se um aumento substancial 

de corrente para os processos estudados, e em todos os eletrodos modificados 

o potencial de pico para as espécies foram: 0,11 V para o ácido ascórbico, 0,31 

V para DA e 0,48 V para o AU. 

Segundo dados da literatura, os processos de oxidação das três 

espécies podem ser descritos pelas Equações (25, 26 e 27) (Li e Zhang, 2012), 

onde pode-se concluir que geralmente a oxidação desses componentes é 

acompanhada da perda de 2H+/2e─. 

 

 

 

Para que haja uma compreensão dos fenômenos de interface que 

ocorrem em um sistema eletroquímico relativamente complexo, onde existem 

três moléculas eletroativas com diferentes comportamentos ácido/base em 

solução, faz-se necessário tomar nota das formas químicas presentes em 

solução. A equação de Henderson Hasselback (Wang, J., 1994; Skoog et al., 

2006) pode ser empregada para predizer a distribuição das espécies ácido-base 

conjugadas em solução e está descrita na Equação (28), para um ácido genérico 

HA. 

 

𝑝𝐻 = 𝑝𝐾𝑎 + log
[𝐴−]

[𝐻𝐴]
    (28) 

 

Munidos dos valores de pKa das espécies DA, AA, AU pôde-se encontrar 

a seguinte distribuição das espécies em pH 4,5 onde a medida eletroquímica foi 
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realizada. Considerando o pKa referente a primeira protonação, tem-se os 

resultados resumidos na TABELA 4, onde verificou-se que em relação à carga 

líquida dessas moléculas em solução, tem-se predominantemente uma espécie 

catiônica (DA), uma aniônica (AA) e outra neutra (AU). 

 

TABELA 4 - ESPÉCIES PREDOMINANTES NA CÉLULA ELETROQUÍMICA EM pH 4,5 

Espécie 
pKa Relação Forma predominante 

DA 10 [á𝑐𝑖𝑑𝑜] =
[𝑏𝑎𝑠𝑒]

4 ×10−6
 

 

AA 4,2 [á𝑐𝑖𝑑𝑜] =
[𝑏𝑎𝑠𝑒]

2
 

 

AU 5,4 [á𝑐𝑖𝑑𝑜] =
[𝑏𝑎𝑠𝑒]

0,12
 

 

 

O NTC-pristine em comparação aos outros nanomateriais apresentou as 

menores correntes, indicando que a funcionalização da superfície tem um papel 

importante na melhora da detecção eletroquímica dessas espécies. Neste caso, 

o AA apresentou valores de corrente negligenciáveis para a concentração 

estudada. No entanto, o sinal eletroquímico aparece na forma de um pico largo 

tanto para o NTC H+ como para o NTC-NPAu. Sabe-se que a oxidação do AA 

ocorre efetivamente em valores de pH acima de 4,0, pois a forma eletroativa é o 

ascorbato (Compton e Matysik, 1996) e, mesmo este possuindo carga negativa, 

a oxidação ocorre na superfície do NTC H+, provavelmente nas regiões de borda 

ou de defeitos da rede cristalina do NTC H+.  

Vale ressaltar também que a funcionalização química da superfície gera 

os grupos oxigenados, que leva a conceber uma superfície com cargas 

negativas. Porém, o efeito retirador de elétrons provenientes dos oxigênios de 

grupos carboxila, carbonila e alcoóis ligados à estrutura de anéis com 

ressonância de elétrons π dos NTCs (Carey e Sundberg, 1990) precisa ser 

compensando por regiões de dipolo momentâneo positivo criado por efeito 

indutivo (FIGURA 44) para haver a eletroneutralidade do sistema. Essas regiões 
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de dipolos positivos podem ajudar a explicar o comportamento do ascorbato no 

eletrodo modificado com NTC H+. 

FIGURA 44 - FORMAÇÃO DE DIPOLOS POR EFEITO INDUTIVO 

 

Fonte: O autor 

Na detecção de DA, a corrente de pico aumenta consideravelmente do 

NTC-pristine para o NTC H+, onde a forma catiônica da DA é predominante na 

solução. Assim, é provável que a presença de carga positiva na estrutura facilite 

a chegada deste analito na superfície do eletrodo. Quando a superfície dos NTCs 

apresenta as NPAu, existe a diminuição da corrente de pico, indicando que a 

oxidação de DA ocorre de forma menos efetiva na presença das nanopartículas 

de ouro. Porém durante as sucessivas adições de DA das três espécies no ECV 

modificado com NTC H+, a corrente de pico para DA apresentou uma variação 

de mais de 10% durante as medidas. A curva analítica de DA para ambos os 

eletrodos está mostrada na FIGURA 45 onde percebeu-se que as variações de 

corrente pro compósito NTC H+ são bastante significativas. 

FIGURA 45 - CURVA ANALITICA DE DOPAMINA PARA OS DOIS ELETRODOS 
MODIFICADOS NA PRESENÇA DE AA E AU 2,0 × 10─4 mol L─1. ELETRÓLITO: TAMPÃO 

ACETATO pH 4,5 
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A variação de corrente no nanocompósito NTCH+ pode ter relação direta 

com a adsorção de ácido úrico no eletrodo, o que é relatado na literatura (Gao 

et al., 2012). Após a medida eletroquímica, o eletrodo de trabalho foi enxaguado 

vigorosamente com água deionizada e a medida eletroquímica foi repetida na 

ausência do analito e interferentes. Foi observada corrente de pico para o ácido 

úrico, o qual teve a diminuição gradativa de sinal com as sucessivas varreduras, 

indicando a adsorção do mesmo sobre os NTCs e interferindo de forma 

significativa na detecção de DA. Na TABELA 5 encontram-se os valores de 

corrente para oxidação de DA na ausência e presença de AA e AU, que podem 

ajudar a entender o efeito dos interferentes no sinal analítico da dopamina.  

TABELA 5 - VARIAÇÃO DA ipa DE DA (1,0 × 10─6 mol L─1) NA AUSÊNCIA E PRESENÇA DE 
AA E AU 2,0 × 10─4 mol L─1. ELETRÓLITO: TAMPÃO ACETATO pH 4,5 

Nanocompósito 
AA AU 

NTC H+ ─2,9 % ─9,8 % 

NTC NPAu ─2,4 % ─3,1 % 

 

O ECV modificado com NTC H+ apresentou corrente de pico maior que 

a observada para o compósito NTC-NPAu, porém além da curva analítica com 

variações de corrente relevantes, a adição de AU apresentou uma diminuição de 

aproximadamente 10% no sinal analítico da DA, enquanto o ECV modificado 

com NTC-NPAu apresentou diminuição de 3%. Após a medida eletroquímica, o 

ET foi enxaguado vigorosamente com água deionizada e a medida eletroquímica 

foi repetida em uma solução contendo somente o eletrólito suporte. Foi 

observado corrente de pico para AU, o qual teve a diminuição gradativa de sinal 

com as sucessivas varreduras, indicando mais uma vez, a adsorção do mesmo 

sobre os NTC H+ e interferindo de forma significativa na detecção de DA.  

Por isso, o ECV modificado com NTC-NPAu se mostrou mais promissor 

no desenvolvimento de um sensor eletroquímico para a detecção de DA, na 

presença do interferente dos interferentes estudados. Os demais estudos foram 

feitos utilizando o nanocompósito NTC-NPAu. 
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2.5.3.6 Otimização dos parâmetros da técnica para determinação de DA por 
voltametria de onda quadrada 

A técnica de voltametria de onda quadrada, quando utilizada como 

ferramenta analítica, necessita de um estudo de otimização dos parâmetros que 

influenciam o sinal obtido de forma quali e quantitativa.  

Nos itens a seguir serão discutidos os parâmetros analisados e 

otimizados na detecção de dopamina por voltametria de onda quadrada. Todos 

as medidas fora feitas utilizando ET modificados com 3 μL de nanocompósito 

NTC-NPAu, CDA = 9,9 x 10─6 mol L─1, eletrólito tampão acetato 0,1 mol L─1 em 

pH 4,5. 

2.5.3.7 Amplitude de pulso de potencial 

A amplitude de pulso de potencial (a) é um dos parâmetros importantes 

a serem avaliados para o desenvolvimento de uma metodologia analítica 

utilizando a SWV. Para um sistema reversível controlado por difusão, a amplitude 

de pulso aplicado segue a equação de Parry & Osteryoung (Gosser-Junior, 1993; 

Christopher M.A. Brett, 1994), descrito na Equação (29), onde a corrente de pico 

está relacionada com a variação de pulso aplicada. 

𝑖𝑝 =
𝑛2𝐹2𝐴𝐶

4𝑅𝑇
 (

𝐷

𝑅𝑇
) 1/2 ∆𝐸     (29) 

Em uma solução de DA foram feitas variações da amplitude de pulso 

entre 5 mV e 80 mV. Os resultados estão descritos na FIGURA 46. 

FIGURA 46 - A) VARIAÇÃO DA AMPLITUDE DE PULSO DE PULSO B) COMPARAÇÃO 
ENTRE A CORRENTE DE PICO E A LARGURA DO PICO A MEIA ALTURA PARA AS 

DIFERENTES AMPLITUDES DE PULSO DE POTENCIAL APLICADAS f: 12 Hz, Estep 5 mV 
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Observou-se que, conforme há o aumento da amplitude de pulso, existe 

um aumento substancial na corrente de pico de oxidação da dopamina, e a forma 

de avaliar o melhor valor de a para um sistema é observar a relação entre 

corrente de pico e largura do pico a meia altura. Isso porque essa relação permite 

escolher a melhor magnitude de corrente sem que haja distorção ou alargamento 

do pico. Neste caso, o valor escolhido foi de 40 mV, a qual foi fixada para os 

demais estudos. 

2.5.3.8 Estudo da variação de frequência 

Outro parâmetro que se relaciona diretamente com a intensidade do 

sinal obtido é a frequência (f). Na FIGURA 47 encontra-se a relação entre 

corrente de pico e largura do pico a meia altura com a variação da frequência. 

FIGURA 47 - COMPARAÇÃO ENTRE A CORRENTE DE PICO E A LARGURA DO PICO A 
MEIA ALTURA PARA AS DIFERENTES FREQUÊNCIAS APLICADAS.CONDIÇÕES: a: 40 mV, 

Estep: 5 mV 

5 10 15 20 25 30

2

4

6

8

10

12

I/

A

 
 

f/Hz

50

55

60

65

W
1
/2  / m

V

 

A variação da frequência apresentou grande influência na intensidade 

da corrente de pico da oxidação da dopamina e também na largura de pico a 

meia altura. O valor que apresentou a melhor relação entre corrente e largura de 

pico foi a frequência de 25 Hz, que foi utilizada nos estudos posteriores. 

A reversibilidade do sistema também pode ser conferida pela relação 

entre corrente e frequência. Na FIGURA 48 encontra-se a curva de corrente de 

pico em função da raiz quadrada da frequência. 
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FIGURA 48 -  RELAÇÃO ENTRE CORRENTE DE PICO E FREQUÊNCIA NA OXIDAÇÃO DE 
DA. ELETRÓLITO: TAMPÃO ACETATO pH 4,5. a: 40 mV, Estep: 5 mV 
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A corrente de pico apresenta uma relação linear com a variação de 

frequência se o processo é irreversível (Equação (30) onde 𝛼 é o coeficiente de 

transferência eletrônica.  

𝑖𝑝 =  𝛼𝑓 (30)     𝑖𝑝 =  𝛼𝑓1/2  (31) 

Caso o processo seja reversível, a corrente apresenta relação linear com 

a variação da raiz quadrada da frequência, Equação (31) (Zachowski et al., 

1986). No gráfico acima, a relação entre Ip e f1/2 é linear, confirmando mais uma 

vez a reversibilidade da reação da dopamina na superfície do eletrodo.  

2.5.3.9 Incremento de potencial  

A variação de incremento de potencial (Estep) está diretamente ligada à 

velocidade de varredura como pode ser vista na Equação (32). Neste sistema, o 

incremento de potencial foi avaliado no intervalo de 1 a 10 mV e não apresentou 

variações na corrente de pico de oxidação da dopamina. O que está em 

concordância com um sistema reversível, onde a corrente de pico não apresenta 

modificações em função do Estep. (Souza et al., 2003). O valor escolhido foi de 5 

mV. 

𝑣 =
𝐸𝑠𝑡𝑒𝑝

(𝑓−1)
       (32) 
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2.5.3.10 Resumo das condições analíticas estudadas 

As condições analíticas para a detecção de dopamina utilizando o NTC-

NPAu como sensor eletroquímico estão resumidas na TABELA 6 e esses 

parâmetros otimizados foram utilizados na construção da curva analítica. 

 

TABELA 6 - RESUMO DAS CONDIÇÕES ANALÍTICAS OTIMIZADAS PARA A DETECÇÃO 
DE DOPAMINA 

Parâmetro Valor Testado 
Valor 

escolhido 

pH 3,0─5,0 4,5 

Amplitude de pulso 5 – 80 mv 40 mV 

Frequência 5 – 30 Hz 25 Hz 

Incremento de potencial 1 – 5 mV 5 mV 

  

2.5.3.11 Construção da curva analítica  

Após a otimização dos parâmetros da técnica de SWV, uma curva analítica 

foi construída através da adição de concentrações crescentes de DA. O intervalo 

avaliado foi de 9,6 × 10─8 a 1,4 × 10─5 mol L─1 de DA na presença de AA e AU 

2,0 × 10─5 mol L─1. Na FIGURA 49 encontram-se os voltamogramas para as 

sucessivas adições de DA e a curva analítica (n = 3) obtida.  

A equação da reta encontrada para a curva analítica com coeficiente de 

correlação de 0,997 é dada pela Equação (33): 

 

 𝑖𝑝(𝜇𝐴) =  −0,013 +  2,06 CDA µmol L−1   (33) 

 

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) para tal sistema foi 

calculado com base nas Equações (33) e (34): 

 

𝐿𝐷 =  3,3 𝛿/𝜃 (33)   𝐿𝑄 =  10 𝛿/𝜃 (34) 
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onde 𝛿 refere-se ao desvio padrão da corrente no potencial de pico de 

oxidação da dopamina (n=10), 𝜃 refere-se a sensibilidade ou coeficiente angular 

da curva analítica. 

FIGURA 49 - a) VOLTAMOGRAMAS DE ONDA QUADRADA PARA SUCESSIVAS ADIÇÕES 
DE DA PRESENÇA DE AA E AU 2,0×10─5 mol L─1. b) CURVA ANALÍTICA 
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Os valores encontrados para o método proposto foram de 7,1 ×10─8 mol 

L─1 e 2,4 ×10─7 mol L─1 para o LQ e LD respectivamente. A curva apresentou um 

intervalo de resposta linear na faixa de concentração entre 4,8 x 10─7 e 5,7 x 10─6 

mol L─1 e sensibilidade de 2,06 µA─1  L µmol─1. Tais valores estão em 

concordância com outros trabalhos utilizando o mesmo analito, que estão 

resumidos na TABELA 7. 

TABELA 7 - COMPARATIVO DE DESEMPENHO ANALÍTICO DO MÉDODO PROPOSTO 
COM OUTROS DADOS DA LITERATURA 

Eletrodo 
LD 

(μmol L─1 ) 

Faixa Linear 

(μmol L─1 ) 

Sens. 

(µA  L µmol─1) 
Técnica Ref* 

Grafite/poliuretana 0,064 5,20 – 50,6 22,0 SWV a 

NTC/Celulose 48 0,3 – 4,0 0,021 SWV b 

ECV/Nafion/catequina 0,011 0,10 – 100 0,016 Amp c 

ECV/NTC/Liq. Iônico 0,10 1,0 ─ 10 0,26 SWV d 

Este trabalho 0,07 0,48 – 5,70 2,06 SWV ─ 

*a) (De Toledo et al., 2005) b)(Muguruma et al., 2016) c) (Salimi et al., 2006) d) (Zhao, Y. et al., 
2005) 
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A repetibilidade da metodologia foi testada através da adição de 1,0 × 

10─6 mol L─1 de DA na presença de 2,0 × 10─5 mol L─1 de AA e AU e o desvio 

padrão relativo (DPR) foi de 3,8% (n =10). Para o estudo de reprodutibilidade 

(diferentes eletrodos), o DPR encontrado foi de 5,3% (n = 10), indicando o bom 

desempenho analítico do método proposto. Os resultados obtidos até o presente 

momento indicam uma aplicação promissora do sensor proposto em amostras 

de interesse biológico. 

2.6 CONCLUSÕES PARCIAIS 

A obtenção de nanocompósito entre nanotubos de carbono e 

nanopartículas de ouro inspirada na rota bifásica de síntese de nanopartículas 

de ouro foi realizada com sucesso. O controle de tamanho de partículas foi feito 

sem a presença de agentes passivantes pela variação da proporção ouro/NTC. 

Além disso, o tempo de preparo foi menor que o utilizado na rota bifásica.  

A determinação de dopamina na presença dos ácidos ascórbico e úrico 

utilizando o nanocompósito sintetizado foi realizada com sucesso. O 

nanocompósito apresentou magnitudes de corrente menores que o NTC tratado, 

porém a interferência do AU foi menos pronunciada no material contendo as 

NPAu. Os parâmetros de mérito analítico obtidos são comparáveis com outros 

trabalhos descritos na literatura, com destaque para os baixos limites de 

detecção e faixa linear comparado a outros eletrodos. 
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3 UTILIZAÇÃO DO NANOCOMPÓSITO NTC-NPAU PARA CONSTRUÇÃO 

DE UM BIOSSENSOR PARA A DETERMINAÇÃO DE FENOL 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Explorar as propriedades eletroanalíticas do nanocompósito NTC-NPAu 

na produção de biossensor para a detecção de fenol  

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.2.1 Preparação dos eletrodos modificados com o nanocompósitos e 

tirosinase e caracterização eletroquímica  

Os eletrodos impressos utilizados neste trabalho foram produzidos no 

laboratório do Professor Dr. Craig Banks na Universidade Metropolitana de 

Manchester, Reino Unido. A impressão foi realizada utilizando as mascaras 

apropriadas e uma impressora microdek®, modelo1670RS e as etapas 

consistiram na deposição de tintas de carbono grafite (para impressão de ET e 

EA), Ag/AgCl (ER) e tinta dielétrica (Gwent, Liverpool, Reino Unido) sobre um 

substrato de poliester. O ET possui área de 0.07 cm2 (Rana et al., 2017). 

Um frasco contendo 29,5 mg de sólido liofilizado (tirosinase) dissolveu-

se em 5 mL de tampão fosfato (0,05 mol L─1), pH 7,0. Após a total solubilização 

do material, fracionou-se a solução em volumes de 100 µL. As amostras foram 

acondicionadas em refrigerador a ─4o C. 

Foram preparados EI modificados com nanocompósito e tirosinase, no 

qual adicionou-se 3,0 µL de uma dispersão do nanocompósito 1,0 mg mL─1 em 

Nafion® 0,05 % ao eletrodo de trabalho (área = 7,06 mm2). Em seguida o 

eletrodo foi imerso em uma solução de cistamina 0,05 mol L─1 sob agitação por 

uma hora. O eletrodo foi enxaguado e seco a 35º C. Adicionou-se uma solução 

de glutaraldeído 2% (v/v) a superfície do eletrodo por 1 hora e em seguida, lavou-

se em água destilada e seco a 35º C. Na etapa de adição de tirosinase utilizou-

se o volume de 5,0 μL da solução preparada anteriormente por 8 horas. Após 

isso, o eletrodo foi enxaguado com uma solução de tampão fosfato pH 7,0 por 

10 minutos para remoção de enzimas fracamente adsorvidas.  
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A caracterização eletroquímica do biossensor foi realizada através da 

voltametria cíclica utilizando tampão fosfato 0,1 mol L─1 em pH 6,5 no intervalo 

de +0,2 a ─0,4 V em volume de uma gota (~20 μL). Como substrato sonda, 

utilizou-se o catecol para verificação da atividade enzimática do biossensor.  

3.2.2 Ensaios usando o microdispositivo 

Todos os materiais utilizados na fabricação do µTED foram adquiridos no 

mercado local (Curitiba, PR, Brasil). Os materiais incluem fita adesiva dupla face, 

eletrodo impresso de carbono (ET e EA de carbono e ER de prata), placas de 

vidro e reservatórios poliméricos. Os fios de algodão hidrofílico foram obtidos a 

partir do tecido das gazes hidrófilas de algodão. 

A construção do dispositivo microfluídico eletroanalítico de baixo custo 

baseado em fios de algodão (μTED) foi realizado sobre placas de vidro 25 mm 

de largura, 6,5 mm de espessura e com comprimentos de 30, 60 e 90 mm. A 

montagem pode ser acompanhada pelo esquema da FIGURA 50, onde as partes 

constituintes do dispositivo são: 

(1) Fixação dos reservatórios de entrada e saída (ambos com capacidade de 

4 mL) nas extremidades das placas de vidro; 

(2) Colocação de um pedaço de fita adesiva dupla face perto do reservatório 

de entrada e outro pedaço perto do reservatório de saída para garantir 

adesão; 

(3) Acomodação do eletrodo impresso com a fixação de fitas adesivas sobre 

o eletrodo impresso; 

(4) Fixação do fio de algodão hidrofílico ao longo de todo o dispositivo, desde 

o reservatório de entrada até o reservatório de saída; 

(5) Colocação de dois pedaços de fita adesiva dupla face sobre o EI para 

delimitar a área 
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FIGURA 50: ESQUEMA DE CONSTRUÇÃO DO μTED 

 

Após as etapas descritas anteriormente, com o dispositivo pronto para a 

utilização, o reservatório de entrada é preenchido com solução do eletrólito 

suporte, tampão fosfato 0,1 mol L─1 em pH 6,5 e por efeito de capilaridade a 

solução flui em direção ao reservatório de saída, passando pela região de 

detecção eletroquímica. 

Para as medidas eletroquímicas utilizou-se um potenciostato μ-Autolab 

modelo Type III no modo de detecção cronoamperométrica, onde a corrente foi 

amostra a partir da aplicação de um potencial fixado em ─0,3 V e os sinais 

transientes foram obtidos através da injeção de 2 μL de solução contendo o 

analito estudado em diferentes concentrações na faixa de 10─8 a 10─4 mol L─1 de 

fenol.  

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.3.1 Desenvolvimento de um biossensor baseado na imobilização de 
tirosinase sobre o nanocompósito NTC-NPAu 

3.3.1.1  Investigação da Imobilização de tirosinase em eletrodo impresso 

O EI contendo ET de carbono foi utilizado como suporte para o 

biossensor e na FIGURA 50 encontra-se esquematizado o processo de 

imobilização enzimática utilizado na construção do biossensor. 

A metodologia da imobilização enzimática foi baseada na geração de 

ligações covalentes entre as nanopartículas de ouro e a tirosinase. Para tal 

procedimento, o EI foi modificado por dropcasting (FIGURA 51, etapa 1) onde 
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nanocompósito previamente dissolvido em isopropanol e Nafion® 0,05% (m/v) 

foi utilizado para garantir adesão dos NTCs ao eletrodo impresso. No 

procedimento de imobilização enzimática foram utilizados agentes de ligação 

cistamina, que apresenta grupos tióis de alta afinidade por ouro e glutaraldeido, 

um di-aldeído, capaz de formar ligações entre os grupos amina presente na 

cistamina (FIGURA 51, etapa 2) e na outra extremidade é possível ancorar uma 

enzima pela formação de ligação amida  provenientes da tirosinase (FIGURA 51, 

Etapa 3), proporcionando estabilidade ao material imobilizado (Pauliukaite et al., 

2009). Tal procedimento permite direcionar a imobilização enzimática sobre as 

nanopartículas de ouro, devido à alta afinidade tiol – ouro (Brust et al., 1994). 

Adicionalmente, o mesmo procedimento de construção do biossensor, utilizando 

os agentes de ligação cistamina e glutaraldeido e a enzima tirosinase foi 

realizado para o NTC H+ (na ausência de NPAu) e a voltametria cíclica na 

presença de catecol não apresentou nenhum pico no mesmo intervalo estudo 

dado para o biossensor NTCNPAu-Tir, indicando que a metodologia de 

incorporação enzimática está direcionada sobre as nanopartículas de ouro.  

FIGURA 51 - PROCEDIMENTO DE CONSTRUÇÃO DO BIOSSENSOR 

 

FONTE: O autor. 

A respeito da configuração provável que o biossensor adquire, levando 

em conta o peso molecular de 63,9 kDa da tirosinase (Zhang et al., 1999) pôde-

se fazer uma aproximação utilizando dados da proteína albumina (BSA), a qual 

possui peso molecular próximo ao da Tirosinase, de 66 KDa e dimensões 

comparáveis a uma NP de 8,4 × 8,4 × 3,1 nm (De et al., 2009). Admitindo que 

as NPAu tem pelo menos duas dimensões próximas a 7 nm, a relação entre  

tirosinase e NPAu em termos de tamanho é bastante próxima, sendo pouco 
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provável que mais de uma macromolécula de tirosinase consiga se ligar a uma 

nanopartícula de ouro devido ao impedimento estérico causado pela enzima. 

Estas relações de dimensões estão descritas na FIGURA 52. 

FIGURA 52 - RELAÇÃO DE DIMENSÕES RELATIVAS ESPERADAS PARA O SISTEMA NTC-
NPAu- Tir 

 

  Fonte: O autor 

Um dos grandes desafios na produção de biossensores é a manutenção 

da atividade catalítica da enzima após a imobilização. Na FIGURA 53 encontram-

se os voltamogramas cíclicos para um eletrodo contendo o nanocompósito antes 

e após a modificação com tirosinase na presença de catecol.  

Observou-se que, após a incorporação da enzima, há um sinal intenso 

com Epc = ─168 mV, que é resultado da redução eletroquímica da o-quinona 

formada pela ação da tirosinase sobre o catecol. Através de tais dados é possível 

verificar a manutenção da atividade catalítica da enzima após a imobilização. 
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FIGURA 53 - VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA EI MODIFICADO COM NTC-
NPAu ANTES E APÓS A MODIFICAÇÃO COM Tir. Ccatecol = 1,0 × 10─4 mol L─1, ELETRÓLITO 

TAMPÃO FOSFATO pH 6,5 E AS REAÇÕES ENVOLVIDAS. v = 5 mV s─1 
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3.3.1.2 Estudo da influência do pH 

Em um sistema contendo uma proteína imobilizada, o estudo e 

manutenção do pH se mostra crucial para o desenvolvimento de um biossensor, 

onde a enzima apresenta, como característica química, a alta dependência da 

atividade catalítica com pH. Além disso, ocorre a mudança estrutural devido a 

processos de protonação e desprotonação dos grupos amino e carboxílicos das 

estruturas primárias (Nelson e Cox, 2015). No caso das enzimas contendo sítio 

ativo de cobre (chamadas de T1, T2, T3), adjacente ao centro metálico existe um 

grupamento histidínico livre (pKa ~ 6,5) que normalmente encontra-se mais 

distante do centro ativo por conta das ligações de hidrogênio com as moléculas 

de água. Porém, após a desprotonação esse grupo (his 287) se aproxima do 

centro metálico e gera um “efeito tampa” na cavidade catalítica da proteína, como 

pode ser visto na FIGURA 54. No caso exemplificado a seguir, o modelo é 

utilizado para uma enzima T2, ou seja, uma enzima contendo o sitio ativo com 

um átomo de cobre. Porém, a similaridade estrutural das vizinhanças entre as 

enzimas do tipo T2 e T3 (tirosinase) faz com que seja viável essas aproximações 

(Yaropolov et al., 1996). 
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FIGURA 54 - INTERAÇÃO DO GRUPAMENTO HISTIDINICO LIVRE COM O CENTRO 
METÁLICO a) pH 6,0 b) pH 8,5 

 

FONTE: (Jacobson et al., 2007) 

O estudo do pH para o biossensor NTC-NPAu-Tir foi verificado na faixa 

de 6,0 a 8,0 onde é possível observar a influência do pH na corrente de pico 

catódica da o-quinona  (FIGURA 55). Corroborando com os dados apresentados 

anteriormente, os valores de pH de 6,0 a 7,0 apresentaram as maiores correntes, 

sendo que o pH 6,5 foi escolhido para os demais estudos. 

FIGURA 55 - INTENSIDADE DE CORRENTE CATÓDICA DO BIOSSENSOR UTILIZADO 
TAMPÃO FOSTATO 0,1 mol L─1 EM DIFERENTES VALORES DE pH. VALORES OBTIDOS 

POR VOLTAMETRIA CÍCLICA, . Ccatecol = 1,0 × 10─4 mol L─1, v = 5 mV s─1 
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Tais dados estão em consonância com os encontrados na literatura, 

onde normalmente os valores otimizados de pH se encontram na faixa de 6,0 a 

8,0 (Alkasir et al., 2010; Tan et al., 2011; Kochana et al., 2015; Vicentini et al., 

2016) para estes biossensores. 
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3.3.1.3 Efeito da quantidade de modificador  

A quantidade de modificador foi avaliada através da corrente de pico catódica 

gerada através da redução da quinona e também através de medidas de 

capacitância dos eletrodos, ambas utilizando voltametria cíclica. No caso das 

medidas de capacitância, as mesmas foram realizadas na ausência de 

processos faradaicos, utilizando NaNO3 0,1 mol L─1 como eletrólito suporte em 

um intervalo de potencial de 0,0 a 0,3 V com velocidade de varredura de 5 mV 

s─1. Os resultados estão descritos na TABELA 8, onde é possível observar que 

a capacitância do EI varia drasticamente após as sucessivas modificações.  

TABELA 8 - MEDIDAS DE CORRENTE DE PICO E CAPACITÂNCIA PARA DIFERENTES 
ELETRODOS 

Eletrodo 
ipc 

(μA) 

Capacitância 

(μF cm─2) 

EI ─ 1,48 

EI-Nafion® ─ 25,3 

EI-NTC NPAu ─ 74 

Biossensor 1 

(0,5 μg NTC-NPAu) 
2,4 114 

Biossensor 2 

(1 μg NTC-NPAu) 
3,5 195 

Biossensor 3 

(2 μg NTC-NPAu) 
3,8 288 

 

A capacitância é a medida de corrente resultante do acúmulo e acomodação 

das espécies carregadas na região da dupla camada elétrica (Wang, J., 1994). 

Para a aplicação de materiais como sensores voltamétricos, eletrodos com altos 

valores de capacitância não são desejáveis pela perda de resolução que 

conferem ao perfil voltamétrico, sendo necessária a aplicação de técnicas 

pulsadas para a minimização desses efeitos. Comparando os dados obtidos para 

o sistema estudado, o EI apresenta baixa capacitância, como o relatado 

anteriormente na literatura (Cui, G. et al., 2001), após a adição do polímero 

perfluorado sulfônico-Nafion®, o qual é utilizado para imobilizar os 
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nanocompósitos na superfície do EI, há um aumento substancial da 

capacitância. Esse aumento é conferido pelos grupos sulfônicos presentes na 

sua estrutura química como podem ser visto na FIGURA 56 (Rubinstein e Bard, 

1980), e que também lhe dá capacidade de troca iônica.  

Após a adição do NTC-NPAu, o aumento da capacitância é aferido 

principalmente aos NTCs que possuem conhecidas aplicações como capacitores 

(Niu et al., 1997). E finalmente com a adição tirosinase, ocorre outro aumento de 

capacitância, desta vez atribuída aos grupamentos carregados desta 

macromolécula, esses valores de capacitância estão de acordo com outros 

trabalhos relatando a capacitância de biossensores contendo tirosinase 

(Elkaoutit et al., 2008). 

FIGURA 56: ESTRUTURA QUÍMICA DO NAFION® 

 

Fonte: O autor. 

Quando a massa de nanocompósito é variada, ocorre a novo aumento da 

capacitância, o que é esperado já que uma maior quantidade de material está 

depositada sobre a mesma área, a capacitância do eletrodo é modificada. Assim, 

para escolha do melhor compósito, a corrente de pico para redução da o-quinona 

foi avaliada, onde o EI modificado com 1 μg de NTC NPAu apresentou os 

melhores resultados de corrente para a redução de o-quinona e juntamente com 

a capacitância intermediária entre os biossensores estudados, mostrou-se como 

a melhor modificação superficial.  

3.3.1.4 Quantidade de enzima  

A quantidade de enzima adicionada sobre o eletrodo contendo 1 μg de 

nanocompósito foi estudada no intervalo de 25 a 250 U e os resultados estão 

indicados na FIGURA 57. É possível observar que a partir de 100 U a quantidade 
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de enzima adicionada ao eletrodo não varia a corrente catódica 

significativamente, por conta de uma provável saturação dos sítios capazes de 

imobilizar a enzima. Desta forma, o valor de 100 U foi adotado como padrão para 

as demais modificações, este valor corresponde a 20 μL da solução tirosinase 5 

KU mL─1 

FIGURA 57 - QUANTIDADE DE ENZIMA ADICIONADA 
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3.3.1.5 Resposta para diferentes substratos 

Além dos substratos biológicos clássicos, a DOPA e a tirosina, a aplicação 

de tirosinase como elemento de reconhecimento de biossensores, pode levar a 

sua utilização em duas classes distintas de moléculas: espécies fenólicas de 

importância biológica como os polifenóis (Carralero Sanz et al., 2005; Cortina-

Puig et al., 2010) e as espécies de interesse ambiental (Alkasir et al., 2010; 

Ozoner et al., 2010; Tan et al., 2011). Neste trabalho, as espécies bisfenol-A, 

fenol e catecol tiveram suas respostas eletroquímicas avaliadas no biossensor e 

suas estruturas encontram-se ilustradas na FIGURA 58. 

FIGURA 58 - ESTRUTURA QUÍMICA DAS ESPÉCIAS ANALISADAS: a) FENOL b) CATECOL 
E c) BISFENOL-A 

 
Fonte: O autor. 
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Percebe-se que para a mesma concentração, o sinal analítico para o 

catecol é mais intenso em relação ao fenol (FIGURA 59). Isso ocorre porque a 

velocidade de reação no ciclo monofenolase é bem menor que no ciclo 

difenolase (Kim e Uyama, 2005). Em relação ao bisfenol-A, sua corrente pouco 

pronunciada pode estar relacionada com a estrutura química de maior volume, 

o que dificulta a sua chegada ao sitio ativo. 

FIGURA 59 - VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS COMPARATIVOS PARA AS TRÊS ESPÉCIES 
ESTUDADAS. Cespécies= 1,0 × 10─4 mol L─1, ELETRÓLITO: TAMPÃO FOSTATO 0,1 mol L─1 pH 

6,5, v = 5 mV s─1. 

-0,4 -0,2 0,0 0,2

-4

-2

0

 

 E/V (vs Ag/AgCl)

i/

A

 

 

 Bisfenol A

 Fenol

 Catecol

 

 

Apesar dos valores de magnitude de corrente mais baixos que o catecol, o 

apelo ambiental de monitoramento do fenol pela sua toxicidade acentuada 

(Villegas et al., 2016), demandam métodos de monitoramento e controle mais 

efetivos com alta sensibilidade e baixo custo. Por isso, o fenol foi utilizado no 

desenvolvimento do método analítico.  

3.3.2 Aplicação do biossensor em um dispositivo para analise por injeção de 

fluxo 

Após a otimização do biossensor, o mesmo foi acoplado a um sistema 

para medidas em fluxo utilizando fios de algodão como canais de solução. Na 

FIGURA 60 encontram-se duas imagens do dispositivo utilizado nas medidas. 
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FIGURA 60 - a) VISTA DO μTED DE UM PLANO SUPERIOR, ONDE O CIRCULO EM 
VERMELHO INDICA A ÁREA DE INJEÇÃO DA AMOSTRA b) VISTA LATERAL  

 

 

Como pode ser observado a construção do dispositivo leva materiais de 

baixo custo como vidro, reservatórios de plástico, fio de algodão e um eletrodo 

impresso que tem um custo estimado de R$ 3,50. Com relação as propriedades 

químicas da gaze, esta é constituida de celulose, um biopolímero rico em 

grupamentos hidroxila que confere hidrofilicidade aos fios (Mitchell et al., 2005; 

Nilghaz et al., 2015). Nenhum tratamento químico foi aplicado aos fios de 

algodão. A vazão do sistema foi caracterizada no trabalho (Agustini et al., 2016), 

onde encontrou-se o valor de 1,12 μL s─1, através da medida da massa de água 

depositada no reservatório de saída em função do tempo. 

A fim de avaliar o comportamento do biossensor, uma primeira medida 

foi realizada com adições de 1,0 × 10─4 mol L─1 de fenol nos fios de algodão 

contendo o biossensor utilizando tampão fosfato pH 6,5 como solução 

transportadora. Os resultados obtidos para a triplicata encontram-se na FIGURA 

61 onde cada seta indica o momento em que o analito foi adicionado. 
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FIGURA 61 - COMPORTAMENTO ELETROQUÍMICO DO μTED NA AUSÊNCIA E APÓS 
ADIÇÃO DE FENOL. 
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Após a estabilização de corrente, foi feita a adição de fenol em potencial 

de -0,3 V, onde foi possível encontrar uma variação de corrente de 

aproximadamente 300 nA, que retorna à linha base após 60 segundos, 

correspondendo ao final da passagem de todo o gradiente de concentração de 

fenol que difunde pelo percurso analítico. Na FIGURA 62 estão ilustradas as 

etapas de obtenção do sinal, segundo o funcionamento do dispositivo. 

FIGURA 62 – DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DO FUNCIONAMENTO DO μTED a) ADIÇÃO DE 
FENOL b) OXIDAÇÃO ENZIMÁTICA DO FENOL GERANDO O-QUINONA c) REDUÇÃO 

ELETROQUÍMICA DA O-QUINONA d) TODAS AS ESPÉCIES SEGUEM PARA O DESCARTE 

 

Fonte: O autor. 
 

 Com o sistema em funcionamento com fluxo de eletrólito suporte tampão 

fosfato pH 6,5 ocorre em a) a adição de 1 μL de solução contendo a solução de 
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fenol 1,0 × 10─6 mol L─1 a  cm do  eletrodo de trabalho impresso. Em seguida, a 

solução contendo o analito se move em direção ao biossensor. b) Ao passar pela 

região contendo o eletrodo impresso, o fenol é oxidado pela tirosinase levando 

a formação de o-quinona, c) ocorre a redução eletroquímica de o-quinona na 

superfície do eletrodo gerando o sinal transiente. d) Após a reação, os 

componentes são levados ao reservatório de saída e a corrente retorna a linha 

base. A partir dos dados obtidos, foram feitas otimizações para determinação 

analítica de fenol, os dados são mostrados a seguir. 

3.3.2.1 Potencial aplicado 

A sensibilidade das medidas de cronoamperometria são dependentes do 

potencial aplicado ao eletrodo de trabalho. Os potenciais de detecção de fenol 

foram testados nos potenciais de -100 a -500 mV utilizando uma solução 1,0 x 

10─6 mol L─1 de fenol em tampão fosfato pH 6,5 e os resultados estão 

apresentados na FIGURA 63. Os valores de corrente e estão apresentados em 

módulo lΔil com o objetivo de facilitar a observação da variação dos valores.  

FIGURA 63 – VARIAÇÃO DA CORRENTE DE REDUÇÃO DA O-QUINONA EM DIFERENTES 
POTENCIAIS APLICADOS. CFENOL: 1,0 × 10─6 mol L─1, ELETRÓLITO: TAMPÃO FOSFATO 0,1 

mol L─1 EM pH 6,5. 
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Percebe-se que com a variação do potencial aplicado, as correntes de 

redução adquirem maior magnitude com máximo de corrente em -300 mV. Em 

valores potencial abaixo de -300 mV a Δipc apresenta menores valores devido à 

variação de corrente da linha base que em potenciais mais negativos tem uma 
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contribuição capacitiva pronunciada. Pelos dados apresentados, o valor de 

potencial de -300 mV foi o escolhido para os demais estudos. 

No sistema de eletrodo impresso empregado, o ER utilizado é chamado 

pseudo-eletrodo de referência (p-ER). Estes podem ser acoplados e 

miniaturizados em diversos dispositivos, aumentando a praticidade e as 

possibilidades de aplicações analíticas (Beati et al., 2012). A diferença do p-ER 

para um ER é que a variação de potencial para uma dada reação depende do 

meio em que ela ocorre. Isso quer dizer que, comparativamente, enquanto em 

um ER o sistema permanece em um compartimento separado da solução e com 

o potencial constante em relação ao meio externo, no p-ER, a interação ocorre 

diretamente com a solução a ser analisada. Isso faz com que o processo que 

gera a diferença de potencial em um ER seja bem estabelecida, enquanto no p-

ER a variação de potencial geralmente não é conhecida (Inzelt, 2013). 

Normalmente, os potenciais de uma dada reação utilizando o p-RE são 

comparados com os valores do ER. Na detecção de fenol, a variação de 

potencial apresentada foi de +180 mV em relação ao ER. Como resultado, a 

reação que ocorre em -300 mV em relação ao p-RE, se desloca para -120 mV 

vs. Ag/AgCl/Cl─ 3,0 mol L─1. Tal variação está de acordo com os potenciais 

descritos na literatura, onde a detecção de fenol ocorre entre 100 a -100 mV vs. 

Ag/AgCl/Cl─, 3,0 mol L─1(Tsai, Y.-C. e Chiu, 2007; Janegitz et al., 2012). 

3.3.2.2 Resumo dos parâmetros otimizados 

Com base nos estudos avaliados e discutidos anteriormente, os 

parâmetros otimizados encontram-se na TABELA 9. Todos os estudos 

posteriores adotaram tais parâmetros otimizados.  

  



95 
 
_______________________________________________________________ 

TABELA 9 – RESUMO DOS PARÂMETROS AVALIADOS E OTIMIZADOS NO 
FUNCIONAMENTO DO BIOSSENSOR. 

Parâmetro avaliado Intervalo avaliado Valor escolhido 

Quantidade de 
modificador (μg) 

0,5 ─2,0 1,0 

pH 5,0 – 8,0 6,5 

Quantidade de 

Enzima (U) 
25 – 200 100 

Potencial de 

Detecção (mV) 
-100 a -500 -300 

3.3.2.3 Curva analítica 

Após a otimização dos parâmetros que influenciam na resposta do 

μTED, a curva analítica foi construída para avaliar a região de reposta do 

biossensor. Na FIGURA 64 encontram-se os resultados obtidos para adições 

crescentes de fenol desde 10 a 800 nmol L─1.  

A região linear encontrada para a detecção de fenol foi de 10 nmol L─1 a 

200 nmol L─1 e tem como equação da curva lΔipcl / nA= 1,63 + 0,131Cfenol / μmol 

L─1 com LD de 2,91 nmol L─1 e LQ de 8,92 nmol L─1  através das equações (32) 

e (33). A sensibilidade, que é a inclinação da curva analítica, tem o valor de de 

131 nA L μmol─1. Os valores de desvio padrão para repetibilidade de 7,3% (n = 

5) e 12% (n = 5) para os testes de reprodutibilidade. A frequência analítica para 

sucessivas adições de 50 nmol L─1 de fenol foi de 54 injeções por hora 
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FIGURA 64 – a) SINAIS TRANSIENTES OBTIDOS PARA DIFERENTES CONCENTRAÇÕES 
DE FENOL ENTRE 10 E 800 nmol L─1. AREA DESTACADA EM AZUL CORRESPONDE AOS 
SINAIS OBTIDOS PARA AS CONCENTRAÇÕES DE (a) 10; (b) 30; (c) 50; e (d) 120 nmol L─1 
E A RESPECTIVA CURVA ANALITICA. ELETRÓLITO: TAMPÃO FOSFATO 0,1 mol L─1 EM 

pH 6,5. 

  Na TABELA 10 encontram-se alguns parâmetros analíticos na 

determinação de fenol via eletroquímica utilizando biossensores descritos na 

literatura e a comparação com este trabalho. Os valores encontrados são 

bastante satisfatórios no que diz respeito aos limites de detecção e faixa linear, 

apresentando comparativamente, uma sensibilidade intermediaria em relação 

aos biossensores analisados. 

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) em sua resolução 

357 de 2005 dispõe sobre a classificação dos corpos de água e diretrizes 

ambientais, estabelece as condições e padrões de lançamento de efluentes, 

recomenda os seguintes valores de fenóis totais (Conama, 2012): 

a) 3 ppb para água doce Classe I – que pode ser utilizada para consumo 

e abastecimento para consumo humano após tratamento convencional; 

b) 10 ppb para águas de Classe III – Agricultura e abastecimento 

humano após tratamento avançado; 
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c) 60 ppb para água salgada Classe I ─ preservação dos ambientes 

aquáticos em unidades de conservação de proteção integral; 

Levando em consideração que a detecção de fenóis pelo biossensor 

encontra-se na faixa de 0,9 ─ 23 ppb com LD de 0,43 ppb, o sistema proposto 

nesse trabalho, teoricamente (sem levar em consideração interferentes e efeitos 

de matriz) seria capaz de desenvolver tais determinações. 

TABELA 10 - COMPARATIVO ENTRE BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS NA 
DETERMINAÇÃO DE FENOL 

Eletrodo Técnica 
LD 

(nM) 

Sens. 

(µA mM-1) 

Faixa 

Linear (μM) 
Ref. 

Grafite-EDC– 
NHS-Tir 

FIA─ 
Amp 

3 321 0,01 – 5,0 
(Ortega et al., 

1993) 

Au -MPA─Tir 
FIA–
Amp 

0,8 1300 0,2 – 200 
(Campuzano et 

al., 2003) 

ECV–EDS– 
NHS–Tir 

FIA–
Amp 

260 8 0,5 – 30 
(Peña et al., 

2001) 

Au─HA─quit─Tir Amp 10 1,77 0,07 – 5,0 
(Lu et al., 

2010) 

ECV─NTCs– 
nafion–Tir 

Amp 130 303 1 – 19 
(Tsai, Y.-C. e 
Chiu, 2007) 

BDD─AuNP─Tir SWV 70 1800 0,10 – 11 
(Janegitz et al., 

2012) 

ECV─Grafeno–
Aminoac Tir 

Amp 0,35 4,08 0,001 – 21 
(Qu et al., 

2013) 

Este trabalho 
μTED 
Amp 

2,91 131 0,01 – 0,2 ─ 

3.3.2.4 Afinidade enzima-substrato  

A constante cinética aparente de Michaelis-Menten (𝐾𝑀
𝑎𝑝𝑝

) fornece 

informação importante sobre a atividade catalítica e afinidade entre enzima 

imobilizada e o substrato. Esses valores podem ser obtidos pela Equação (35) 

de Lineweaver-Burk adaptada. 

1

𝑖𝑠
=

1

𝑖𝑚𝑎𝑥
+ 

𝐾𝑀
𝑎𝑝𝑝

𝑖𝑚𝑎𝑥
×

1

𝐶𝑓𝑒𝑛𝑜𝑙
      (35) 

 

Onde is refere-se a corrente no estado estacionário, imax é a corrente máxima 

obtida pela saturação com o substrato. Podem ser obtidos experimentalmente 
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pela curva de 1/ipc versus 1/Cfenol.  No caso do biossensor estudado, a equação 

de reta encontrada foi a descrita a seguir (36): 

 

1

𝑖𝑠
=  0,001 + 0,00437×

1

𝐶𝑓𝑒𝑛𝑜𝑙
 (36) 

 

Assim, 𝐾𝑀
𝑎𝑝𝑝

pode ser obtida pela multiplicação entre coeficiente angular da 

reta e imax. O valor encontrado para o biossensor está descrito na TABELA 11 em 

comparação com outros valores descritos na literatura. 

TABELA 11 – VALORES DE 𝐾𝑀

𝑎𝑝𝑝
 PARA DIFERENTES BIOSSENSORES 

Biossensor 
𝑲𝑴

𝒂𝒑𝒑
 

μM 
Ref 

Au─MPA─Tir 146 (Campuzano et al., 2003) 

ECV─NTCs– Nafion®–Tir 52 (Tsai, Y.-C. e Chiu, 2007) 

BDD─ NPAu─Tir 13 (Janegitz et al., 2012) 

Este trabalho 4,9 ─ 

Au─HA─quit─Tir 1,3 (Lu et al., 2010) 

 

O valor de 𝐾𝑀
𝑎𝑝𝑝

 para o biossensor desenvolvido encontra-se dentro da 

faixa reportada em outros trabalhos. Vale ressaltar que apesar do fenol ser um 

substrato passível de oxidação pela tirosinase, os valores de 𝐾𝑀
𝑎𝑝𝑝

 apresentado 

para esta reação são bem inferiores aos apresentados para o catecol. Por 

exemplo, para um sistema similar contendo NPAu e NTCs (Vicentini et al., 2016), 

onde os valores de afinidade enzima e substrato chegam a ser mil vezes maior. 

Isso está de acordo com o fato da reação de oxidação ser energeticamente 

desfavorável, onde a energia desprendida para a inserção de oxigênio em uma 

molécula estabilizada por efeito de ressonância é bem maior do que a oxidação 

do o-difenol. (Yaropolov et al., 1996; Kim e Uyama, 2005). 
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3.3.2.5 Aplicação do biossensor em amostra real 

Após investigar o potencial analitico do μTED, foram realizados testes de 

adição e recuperação em amostras de água potável, proveniente da Companhia 

de Saneamento do Paraná (SANEPAR), as quais foram coletadas no 

Departamento de Química da Universidade Federal do Paraná, Curitiba – PR–

Brasil, e enriquecidas com fenol. O procedimento consistiu  em preparar uma 

solução de tampão fosfato 0,1 mol L─1em pH 6,5 em água potável e em seguida 

diluir uma solução estoque de fenol 1,0 × 10─3 mol L─1 , também preparada em 

água potável.  

A FIGURA 65 encontra-se a curva de adição de diferentes concentrações 

de solução padrão de fenol em tiplicata (a até f) e em seguida a adição de uma 

amostra fortificada contendo 0,02 × 10─6 mol L─1 de fenol em água potável (S). 

Em seguida, adições decrescentes de fenol foram feitas para avaliar o 

comportamento do biossensor após a introdução da amostra real e uma possivel 

desnaturação enzimática. 

FIGURA 65 – ADIÇÕES DE FENOL E INTERPOLAÇÃO DE UMA AMOSTRA REAL. 
CONCENTRAÇÕES DE FENOL (nmol L─1): a) 10 b) 20 c) 40 d) 80 e) 100 f) 200 e S) 

AMOSTRA DE ÁGUA ENRIQUECIDA COM 20 nmol L─1 DE FENOL 

 

 

Foram obtidos sinais transientes para a amostra muito semelhantes aos 

sinais das adições padrão, indicando que adição da amostra real não interfere 

significativamente na intensidade do sinal eletroquímico. Após a adição da 
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amostra, a adição decrescente de fenol indica que não houve variação 

significativa do sinal analítico. Os estudos de adição e recuperação foram 

realizados em 3 níveis e os valores encontram-se na TABELA 12. 

TABELA 12 - VALORES DE RECUPERAÇÃO PARA AMOSTRAS DE ÁGUA FORTIFICADAS 
COM FENOL. 

Valor Adicionado 
(nmol L─1) 

Valor 
Recuperado (nmol L─1) 

Recuperação 
(%) 

20 22 ± 6 110 ± 30 
60 58 ± 9 96 ± 10 
100 89 ± 13 89 ± 13 

 

Os resultados obtidos para a determinação de fenol em amostras 

enriquecidas demonstraram que existe uma boa concordância entre os valores 

adicionado e recuperado, com taxas entre 89 e 110%. Quanto aos valores de 

DPR encontrados, os mesmos estão em concordância para valores na faixa de 

analise de traços no qual esse método configura, sendo aceitáveis erros na faixa 

15 a 30%.  

Segundo dados (Sanepar, 2016), os principais componentes encontrados na 

água de torneira são: fluoretos (0,7 ppm ─ 3,68 × 10─5 mol L−1), cloro residual 

(1,2 ppm ─ 1,69 × 10─5 mol L−1), alumínio (0,08 ppm ─ 2,95 × 10─6 mol L−1 ), ferro 

e manganês (0,05 ppm ─ 8,95×10─7mol) e microcistina (1 ppb) e pH 6,6. 

Possivelmente, a variação de valores pode estar relacionada à presença destes 

componentes da matriz.  

3.3.2.6 Efeito suicida  

Em um biossensor, a determinação do tempo de vida útil no qual o 

sistema encontra-se analiticamente útil é de extrema importância. Este talvez 

tenha sido o maior desafio apresentado na construção deste biossensor. 

Normalmente, no dia após as primeiras medidas o biossensor apresentou 

valores de corrente muito inferiores em um período de 24 ou 48 horas, quando 

acondicionados em solução tampão fosfato 0,1 mol L─1 em pH 6,5 a 4º C. 

Esse comportamento de inativação pode ser explicado pelo chamado 

“efeito suicida” que a tirosinase apresenta. Basicamente, se refere a uma 

inativação gerada pelo próprio substrato, mais pronunciado no catecol. Isso pode 

ocorrer devido a diferentes caminhos reacionais durante o ciclo catalítico: a) O 
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produto final se liga a algum sítio especifico vital para a atividade enzimática b) 

um intermediário reativo pode atacar a estrutura da enzima e gerar inativação 

por ataque a estrutura proteica c) a estrutura enzimática ataca a si mesma e se 

autodesnatura d) perda de estabilidade estrutural devido às condições reacionais 

aplicadas (Haghbeen et al., 2004).  

No caso da tirosinase, a descoberta do mecanismo exato de inativação 

por substrato é complexo de se determinar, por tratar-se de uma enzima com 

dupla atividade catalítica (Muñoz-Muñoz et al., 2010). Porém, estudos indicam 

que a perda de atividade ocorre no ciclo difenolase, quando há a transferência 

de hidrogênio ao grupamento HO2
─ (etapa destacada em vermelho) ao invés do 

nitrogênio do grupo histidina (etapa destacada em verde). A formação de 

peróxido resulta na formação de Cu0 que é descoordenado do sítio ativo (azul e 

roxo) e inativa a enzima. 

FIGURA 66 – MECANISMO DE INATIVAÇÃO POR SUBSTRATO PROPOSTO. 

 

Fonte: Adaptado de (Muñoz-Muñoz et al., 2010) 
 

Em razão de tal fenômeno, a utilização do biossensor limita-se a um dia. 

Estudos foram feitos com eletrodos preparados 1, 3, 5 e 10 dias antes da 

utilização e mantidos em solução tampão fosfato 0,1 mol L─1 em pH 6,5 a ─4º C 
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e todos mostraram boa estabilidade com DPR menores que 10% para todos os 

tempos de preparos testados.  

3.4 CONCLUSÕES PARCIAIS 

A imobilização de tirosinase na superfície do NTC-NPAu foi realizada 

com sucesso. Os resultados eletroquímicos obtidos indicam a manutenção da 

atividade enzimática da tirosinase após a imobilização. A caracterização do 

material foi feita de forma satisfatória e os melhores parâmetros para a aplicação 

analítica foram estudados. 

O biossensor proposto foi acoplado a um dispositivo microfluídico 

baseado em fios de algodão, onde a detecção de fenol foi realizada com região 

linear entre 10 e 100 nmol L─1. O sistema foi aplicado na análise de água potável 

fortificada com fenol e apresentou ótimos valores de recuperação.  

O efeito suicida do substrato sobre a enzima limita sua reutilização, 

tornando o dispositivo descartável, não sendo recomendado seu uso em um dia 

posterior ao inicio da utilização.  
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4 DESENVOLVIMENTO DE ELETRODOS DE OURO PRODUZIDOS PELA 

TECNOLOGIA INKJET DE IMPRESSÃO.  

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Desenvolvimento de uma tinta a base de nanopartículas de ouro, bem 

como a sua caracterização dos eletrodos impressos produzidos por IJT. 

4.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

Toda a parte experimental deste capítulo foi realizada no Instituto 

Catalão de Nanociência e Nanotecnologia, sob orientação do Dr. Arben Merkoçi. 

4.2.1 Síntese de Nanopartículas de Ouro  

As NPAu foram sintetizadas pelo metodo Brust, onde 864 mg H[AuCl4] 

(2,5 × 10─3 mol) foram dissolvidos em 20 mL de água em um balão de 500 mL 

sob agitação. Em seguida, 3,0 g de TOAB (9,3 × 10─3 mol) dissolvido em 160 mL 

de tolueno foi adicionado ao balão. A mistura foi mantida sob agitação por 10 

minutos. Em seguida, 88 μL de 1─dodecanotiol (3,6 × 10─4 mol) foi adicionado 

ao sistema e mantido sob agitação por mais 10 minutos. A formação das NPAu 

se deu com a adição rápida de 50 mL de solução de NaBH4 0,4 mol L─1. Com a 

adição do agente redutor, a solução passa de laranja para roxo intenso o que 

indica a formação das NPAu. Em seguida o sistema foi mantido sob agitação por 

3 horas, e decorrido esse tempo, a fase orgânica foi separada da fase aquosa e 

lavada com 3 alíquotas de 10 mL de água destilada. A fase orgânica foi 

evaporada a pressão reduzida para eliminar o solvente. Ao final, o sólido restante 

no balão foi adicionado 50 mL de etanol com as partículas suspensas. A mistura 

foi filtrada utilizando membrana PTFE com 0,2 μm de diâmetro de poro. O sólido 

foi lavado com alíquotas de etanol e água e em seguida foi mantido em estufa a 

50º C por 12 horas, raspado e acondicionado em frasco âmbar.  

4.2.2 Fabricação da tinta.  

A produção da tinta a base de nanopartículas de ouro – (Au-ink) foi 

realizada pesando 280 mg do sólido NPAu e dissolvendo essa massa em 2 mL 
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de terpineol. A mistura foi mantida sobre agitação a 100o C por 15 minutos para 

facilitar a suspensão das NPAu no solvente. Em seguida, a dispersão foi filtrada 

a quente em uma membrana de PTFE de tamanho de poro 0,2 μm e injetada em 

um cartucho DMC-116110 com 16 nozzles piezoelétricos. A tinta foi mantida em 

refrigeração a ─4º C antes e após o uso. 

4.2.3 Impressão 

As impressões realizadas neste trabalho foram feitas com a impressora 

(marca: FujiFilm®, modelo: DIMATIX DMP-2800, ) a qual encontra-se ilustrada 

na FIGURA 67. A voltagem de disparo utilizada nos nozzles foi de 21 ± 3 V e 

uma função de onda foi otimizada para esse processo, a qual será detalhada 

posteriormente. Foram utilizados 3 nozzles durante a impressão. As gotas 

utilizadas possuem volume de 10 pL. O dropspace, espaço entre duas gotas 

consecutivas, utilizado foi 60 µm. A temperatura aplicada nos cabeçais de 

impressão foi de 50º C e 60º C no substrato de impressão. A distância entre o 

substrato e os nozzles foi de 400 μm. Os padrões de impressão foram criados 

utilizando o software livre inkscape® versão 0.91.  

A poliimida Kapton® foi utilizada como substrato, a qual foi submetida a 

limpeza com detergente e lavagem com água destilada e isopropanol seguida 

de secagem em fluxo de ar sintético. Os eletrodos impressos de ouro EI-Au 

foram submetidos à sinterização a 190º C por 10 minutos para a formação do 

filme de ouro utilizando uma placa de aquecimento.  

FIGURA 67 – IMPRESSORA SIMILAR A UTILIZADA NESTE TRABALHO 

 

Realizou-se a impressão de um dispositivo multidetecção, contendo 

quatro eletrodos de trabalho de ouro, um eletrodo auxiliar de ouro e o circuito 

elétrico pseudo-referência de prata, que posteriormente foi quimicamente 

oxidado a AgCl. Primeiramente foi realizada a impressão da tinta comercial de 



105 
 
_______________________________________________________________ 

prata (especificada no ANEXO 2). Antes de iniciar o processo de impressão dos 

eletrodos de prata, 1,5 mL da tinta condutora foram sonicados por 5 minutos, 

filtrada através de um filtro de seringa de 0,2 µm de poro, e então injetada dentro 

do cartucho DMC-116110 com 16 nozzles piezoelétricos. A função de onda 

modelo “Dimatix Model Fluid 2 Waveform” foi utilizada com a voltagem de cada 

nozzle piezoelétrico variando entre 20 ± 2 V. Após a impressão da prata, os 

eletrodos de ouro foram impressos, segundo o protocolo descrito 

anteriormente,gerando eletrodos de área 0,785 cm2. 

O material impresso foi submetido à sinterização a 190o C por 10 

minutos. Após o filme de ouro formado, a demilitação da área de trabalho foi feita 

com a aplicação de uma camada de polímero poli-dimetilsiloxano (PDMS) sobre 

o eletrodo. A preparação do PDMS consiste em misturar monômero e catalisador 

na proporção 9:1 e agitar vigorosamente a mistura. Quando a mistura encontra-

se homogênea, faz-se a aplicação sobre os eletrodos. Em seguida, o material é 

submetido à estufa a 60º C por uma hora. A região a ser exposta é delimitada 

pela remoção do PDMS formado com a ajuda de um bisturi apropriado.  

A formação do filme de AgCl sobre o eletrodo de prata foi realizado 

segundo o procedimento proposto por (Da Silva et al., 2014), através da adição 

de água sanitária (NaClO 40 g L ─1) sobre o eletrodo de prata por 5 minutos. 

Após isso o dispositivo foi lavado com água destilada e utilizado nas medidas. 

4.2.4 Medidas eletroquímicas 

As medidas eletroquímicas para os EI-Au foram desenvolvidas com um 

μ-Autolab Type III. As medidas de caracterização eletroquímica foram feitas em 

meio de H2SO4 0,5 mol L─1 em janela de potencial de 0.0 V até +1,8 V vs. 

Ag/AgCl (3,0 mol L─1  KCl), platina como EA e o EI-Au como ET. As medidas de 

caracterização foram realizadas em eletrodos de dimensões 5,5 × 2,0 cm 

(comprimento x largura). A área eletroativa foi delimitada com uma fita adesiva. 

A Voltametria cíclica foi realizada em K3[Fe(CN)6] em concentração 1,0 × 10─3 

mol L─1 utilizando KNO3 0,1 mol L─1 como eletrólito suporte em intervalo de -0,2 

a 0,4 V.  
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4.2.5 Caracterização por microscopia eletrônica de transmissão e varredura 

As medidas de MEV foram realizadas em um microscópio marca, 

Quanta®, modelo 650. Onde os eletrodos foram afixados com uma fita dupla face 

de carbono. As telas de cobre com filme de carbono foram utilizadas para 

depositar 1 μL de dispersão de tinta. As medidas de MET foram efetuadas em 

um microscópio de alta resolução marca Tecnai® e modelo G2 F20.  

4.2.6 Analise de resistividade 

Foi utilizado um equipamento JANDEL Universal Probe, com 

espaçamento de 1.0 mm entre as pontas. Uma pressão de 5g/ponta (10 mPa) 

foi utilizada. A velocidade de descida das pontas foi estabelecida em 0,8 mm s─1. 

Os eletrodos foram impressos em dimensões de 1,0 × 1,0 cm com espessura de 

aproximadamente 120 nm (medido pela estimativa das imagens de MEV) A 

resistividade foi obtida pela aplicação de uma corrente de 10 nA. As medidas 

foram obtidas após estabilização da voltagem (5 minutos depois do contato com 

as pontas) e realizadas em triplicata 

 

4.2.7 Perfilometria 

A espessura dos filmes de ouro foi realizada através de medidas de 

perfilometria utilizando o equipamento de marca Ambios® e molelo XP. 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.3.1 Tinta de nanopartículas de ouro 

A produção de tintas para produção de eletrodos pela tecnologia de IJT 

é um tópico com crescente interesse na comunidade científica devido ao número 

de possibilidades e configurações para o desenvolvimento de dispositivos que a 

metodologia deslumbra.  

A escolha das NPAu pelo método bifásico é feita devido as 

possibilidades que o método apresenta como síntese a temperatura ambiente, 
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partícula com estreita distribuição de tamanho e alta estabilidade (Brust et al., 

1994; Perala e Kumar, 2013). Os trabalhos relatando o uso de NPAu pelo método 

bifásico não trazem informações detalhadas sobre as formulações e 

procedimentos utilizados, até mesmo porque muitos deles são patenteados.  

Com relação ao solvente utilizado na preparação das tintas, o mesmo 

deve preencher alguns requisitos para a impresão pelo método DoD.São eles: 

baixa volatilidade, alta viscosidade, inércia química, baixa toxicidade e 

proporcionar a solubilização das partículas de interesse. Nesse contexto, o α-

terpineol foi utilizado como o solvente, pois apresenta todas as características 

necessárias. Na FIGURA 68 encontram-se a estrutura química dessa molécula. 

FIGURA 68 – ESTRUTURA QUÍMICA DO TERPINEOL. 

 

 

A concentração da tinta foi otimizada aquecendo o solvente a 100o C e 

dissolvendo uma quantidade de sólido NPAu. A maior concentração (140 mg 

mL─1) onde não houve formação de corpo de fundo foi considerada na 

preparação da tinta. 

Para a impressão utilizando a tecnologia IJT algumas recomendações 

físico-químicas devem ser levadas em conta como: tamanho de partícula deve 

ser 10 vezes menor que o diâmetro do nozzle para evitar entupimento. Sendo o 

diâmetro do orifício de saída do cartucho de 21, 5 μm, o maior tamanho de 

partícula suportado é de 2,15 μm, a viscosidade da tinta deve estar entre 2 – 30 

cP, onde valores superiores de viscosidade podem ser ajustados por aplicação 

de temperatura no cabeçote de impressão, diminuindo a resistência do fluido ao 

fluxo. 

Na FIGURA 69, encontra-se uma imagem de TEM para a nanopartícula 

sintetizada, a qual apresentou tamanho médio de 7 ± 3 nm após a contagem de 

500 nanopartículas. Tal distribuição de tamanho é adequada para a impressão 

sem que haja problemas de entupimento. 
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FIGURA 69 – IMAGEM DE TEM DAS NPAu SINTETIZADAS PELO MÉTODO BIFÁSICO. A 
BARRA REFERE-SE A 50 nm. 

 

4.3.2 Otimização da impressão 

Após a preparação da NPAu, a tinta foi produzida e injetada no cartucho 

para a otimização da impressão. Na FIGURA 70 encontra se uma imagem do 

cartucho pronto para o uso.  

FIGURA 70 – CARTUCHO PREENCHIDO COM A TINTA DE NANOPARTICULAS DE OURO 
PRODUZIDAS PELO MÉTODO BIFÁSICO 

 

 

Após a inserção do cartucho de tinta, alguns parâmetros precisam ser 

ajustados, como o a função de onda aplicada, voltagem de disparo das gotas, 

temperatura do cabeçal e a temperatura do substrato. Todos esses parâmetros 

são ajustados por método de tentativa e erro. Uma câmera de alta frequência de 

aquisição monitora as gotas exatamente na saída dos nozzles de impressão e a 
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partir da forma, trajetória da gota, as modificações nos parâmetros são feitas. Na 

FIGURA 71 encontra-se a imagem da ejeção de gotas de tinta pela metodologia 

IJT. A impressão ideal deve gerar uma gota que não apresente efeito de cauda 

pronunciado (FIGURA 71 a) ou formação de gota adjacente ou também chamada 

de satélite (FIGURA 71 c). Idealmente, a ejeção deve formar gotas uniformes e 

sem adjacências em um curto espaço de tempo, geralmente menor que 300 μs 

como mostrado na FIGURA 71 b. 

FIGURA 71 – GOTAS GERADAS DURANTE O PROCESSO DE IMPRESSÃO: a) GOTA COM 
EFEITO DE CAUDA PRONUNCIADO b) SEQUÊNCIA DE FORMAÇÃO DE UMA GOTA IDEAL 

c) FORMAÇÃO DE GOTA SATÉLITE. 

 

Fonte: Adaptado de (Martin et al., 2008) 

 

Resumindo os parâmetros de impressão, serão discutidos a seguir a sua 

importância no processo de impressão e ao final um resumo da otimização de 

impressão: 

 

Voltagem de disparo: Como discutido no item (1.8.2.) a impressão depende da 

voltagem aplicado ao cristal piezoelétrico nos estágios de preenchimento, 

entrega e recuperação. As voltagens são testadas quanto à forma, intensidade 

e estabilidade. Na FIGURA 72, encontra-se a comparação entre a função de 

onda padrão ou inicial e a função de onda otimizada, que difere principalmente 

na porção de recuperação, a qual precisa da aplicação de pequenos pulsos 

crescentes de potencial.  
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FIGURA 72 – FUNÇÃO DE ONDA INICIAL E OTIMIZADA PARA A IMPRESSÃO DA TINTA DE 
NPAu 

 

 

Temperatura do cabeçal: Aplicação de temperatura no cabeçal de impressão 

diminui a viscosidade da tinta e contribui para a aplicação de menores voltagens 

de disparo. 

 

Temperatura no substrato: A aplicação de temperatura no substrato tem como 

objetivo aumentar a fluidez da gota em contato com o substrato, mas também 

visa diminuir os efeitos “Coffee-ring” na sinterização. Esse efeito é definido como 

a formação de um gradiente de concentração nas bordas quando em uma gota 

se evapora o solvente. Tal efeito é um obstáculo na produção de filmes por 

evaporação (Yunker et al., 2011). 

 

Dropspace: É a distância entre duas gotas consecutivas. A otimização desse 

parâmetro permite utilizar a distância mais apropriada para a formação de um 

filme sem descontinuidades. Através da aplicação de valores relativamente altos 

de separação entre as gotas é possível verificar o tamanho das gotas formadas 

no substrato. A Imagem apresentada na FIGURA 73 mostra a impressão de Au-

ink contendo 100 μm de espaçamento. A partir do software de imagem da 

câmera Fiducial, que registra a superfície do substrato, é possível medir o 

tamanho das gotas, que apresentou 90 μm. O tamanho da gota depende da 
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interação tinta-substrato, quanto maior a interação, maior o raio da gota e melhor 

o ângulo de contato (Singh et al., 2010) 

FIGURA 73 – IMAGEM DA CAMERA FIDUCIAL PARA Au-ink contendo 100 μm DE 
ESPAÇAMENTO ENTRE GOTAS CONSECUTIVAS. 

 

 

 Tais parâmetros acima discutidos encontram-se resumidos na TABELA 

13. Através da aplicação desses parâmetros, foi possível a obtenção de uma 

impressão estável.  

  



112 
 
_______________________________________________________________ 

TABELA 13 – PARAMETROS AVALIADOS E OS VALORES ESCOLHIDOS NA IJT. 

Parâmetro 
Intervalo 
testado 

Valor 
escolhido 

T cabeçal (o C) 25 – 50 50 

T substrato (o C) 25 – 60 50 

Voltagem de 
Disparo (V) 

14 – 30 21 – 23 

Dropspace (μm) 15 – 80 60 

4.3.3 Sinterização  

Definidas as condições de impressão, os eletrodos foram impressos, 

utilizando como substrato a poli-imida Kapton® (FIGURA 74). Esse polímero é 

indicado como substrato quando os processos de sinterização passam por 

temperaturas relativamente altas (até 400 C). Além disso, bastante flexível e 

possui inércia química (Dupont, 2016).  

FIGURA 74 – ESTRUTURA QUÍMICA DA POLIIMIDA 

 

Fonte: o autor. 

Após a impressão os eletrodos foram submetidos ao processo de 

sinterização, onde a partir de aplicação de uma fonte de calor, as NPAu perdem 

a camada passivante e coalescem, formando um filme contínuo. Na FIGURA 75 

encontram-se a imagem do processo de sinterização. Em um primeiro momento, 

eletrodos de dimensões maiores foram preparados (5,5 × 2 cm) a fim de testar a 

estabilidade de impressão por longos períodos de tempo (verificar falhas e 

possíveis entupimentos). E também para utilizá-los em caracterizações, onde a 

quantidade de material utilizada é relativamente grande. 
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FIGURA 75 – a) ELETRODOS ANTES DA SINTERIZAÇÃO b) APÓS A SINTERIZAÇÃO c) 
MECANISMO DE FORMAÇÃO DO FILME DE OURO. 

 

 

A formação do filme de ouro via aquecimento utilizando Au-ink ocorre 

em temperaturas inferiores ao ponto de fusão do ouro (190º C vs. 1063 º C) (Lide, 

2004), o que simplifica o processo de produção dos eletrodos que pode ser feito 

a baixas temperaturas e sem a necessidade de atmosfera controlada.  

4.3.4 Estabilidade da tinta 

A tinta formada por NPAu passivadas por dodecanotiol apresentaram 

alta estabilidade e o tamanho de partícula foi acompanhado pelo período de 6 

meses para monitorar qualquer processo de coalescência das partículas e os 

resultados estão apresentados na FIGURA 76. O acompanhamento do tamanho 

foi realizado por MET, onde 500 partículas foram contadas para cada mês de 

vida da tinta. 

FIGURA 76 – DISTRIBUIÇÃO DE TAMANHO DAS NPAu COM A VARIAÇÃO DO TEMPO. 

0 1 2 3 4 5 6

4

8

12

16

20

24

 

 

T
a

m
a

n
h

o
  

/ 
 n

m

Tempo / meses  



114 
 
_______________________________________________________________ 

 O monitoramento do tamanho das partículas indica que a Au-ink possui 

ótima estabilidade principalmente nos quatro primeiros meses, sendo que 

estatisticamente possuem o mesmo tamanho médio. Após quatro meses de 

fabricação, as partículas apresentam aumento de tamanho médio de partícula e 

da distribuição de tamanhos. Porém, mesmo com tal variação, a utilização da 

tinta ainda é viável, pois não apresenta tamanho suficiente para gerar 

entupimento dos nozzles. 

4.3.5 Caracterização dos eletrodos 

4.3.5.1 Caracterização morfológica e espessura de filme 

O material impresso foi analisado por MEV para obtenção de morfologia 

do filme de ouro (FIGURA 77), onde duas camadas de NPAu foram depositadas. 

Na FIGURA 77a é possível observar a presença de um filme continuo de ouro 

na superfície do substrato. A FIGURA 77b é composta por uma amostra do filme 

e substrato cortados transversalmente com bisturi. Foi possível estimar a 

espessura do filme, através da medida de MEV, onde o filme apresentou duas 

espessuras diferentes, uma entre 60 e 70 nm e outra entre 110 ─ 130 nm. 

Supostamente, a menor espessura se refere à deposição de uma camada de 

tinta e a segunda faixa de espessura está ligada a impressão de duas camadas 

de tinta.  

FIGURA 77 – IMAGENS DO FILME DE OURO IMPRESSO EM MAGNITUDES DE: a) 400 X e 
b) 96.697 X 
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Tais valores se confirmaram pelas medidas de perfilometria realizados 

nos filmes, onde uma linha composta por uma única gota foi impressa, e também 

linhas com contendo diferentes números de camadas de impressão foram 

preparadas para comparação. Os resultados estão descritos na FIGURA 78. 

FIGURA 78 – RESULTADOS DE PERFILOMETRIA: a) CURVA TOPOGRÁFICA PARA 
IMPRESSÃO DE DUAS CAMADAS DE Au-ink b) VARIAÇÃO DA ESPESSURA EM FUNÇÃO 

DO NÚMERO DE CAMADAS.  
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Os resultados de perfilometria indicam que a impressão de Au-ink gera 

um filme de 56 nm por camada. Levando em conta o tamanho médio das NPAu 

de 7 nm, a estimativa é de cada camada impressa deposita aproximadamente 8 

nanopartículas por camada. Filmes acima de três camadas apresentam aumento 

da espessura devido ao extravasamento de tinta para além da linha de 

impressão. 

4.3.5.2 Medidas de capacitância e resistividade 

A escolha do número de camadas a ser utilizado na produção de 

eletrodos foi baseada em duas medidas elétricas fundamentais para o 

desempenho eletroquímico do material: a capacitância e a resistividade. Os 

dados encontram-se na FIGURA 79. 

A capacitância foi medida através da obtenção da carga gerada durante 

a voltametria cíclica. Utilizou-se como eletrólito suporte KNO3 0,1 mol L─1 e janela 

de potencial de 0,0 a 0,2 V (vs. Ag/AgCl/Cl─ saturado) sem a presença de 

nenhum processo faradaico em velocidade de 10 mV s─1. Foi possível perceber 
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que o aumento do numero de camadas, leva a um aumento da capacitância. 

Com o aumento de material sobre a mesma área, os processos capacitivos 

tendem a se intensificar, pois esta propriedade varia proporcionalmente a área 

do eletrodo (Christopher M.A. Brett, 1994; Wang, J., 1994).  

A resistividade apresenta um decaimento com o aumento do número de 

camadas aplicadas sobre o substrato. Isso ocorre devido ao aumento da área 

condutora. O ouro apresenta resistividade de 2,48 μΩ cm (Lide, 2004) e a 

impressão de duas camadas apresentou o valor de resistividade de 5,1 μΩ cm, 

o que é considerado satisfatório para a produção de eletrodos por esta 

tecnologia, que geralmente apresentam resistividade entre 4 ─ 50 μΩ cm 

(Cummins e Desmulliez, 2012; Aleeva e Pignataro, 2014). 

FIGURA 79 - DADOS DE RESISTIVIDADE E CAPACITÂNCIA PARA DIFERENTES 
CAMADAS. 
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Neste caso, o valor que agrega as melhores condições de capacitância 

e resistividade encontra-se no material com duas camadas. Por isso, para os 

demais estudos, os eletrodos foram impressos com duas camadas.  

4.3.5.3. Comportamento eletroquímico  

A caracterização eletroquímica de metais nobres utilizando a voltametria em 

meio ácido é útil em duas situações: a primeira delas, de caráter mais técnico, 

está relacionada com a limpeza da superfície e melhora em alguns processos 

eletrocatalíticos (Wang, Y. et al., 2016). A segunda remete a presença de 
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defeitos na estrutura cristalina e a dinâmica desta estrutura com a aplicação do 

potencial. Tais processos estão relacionados com formação de óxidos (AuxOy) e 

hidróxidos de ouro (Au(OH)n). São de caráter complexo, onde existe a 

combinação de processos de oxidação na formação de diferentes espécies em 

potenciais próximos, acoplados com etapas químicas. (Oesch e Janata, 1983). 

O trabalho de (Schneeweiss et al., 1997) é bastante esclarecedor sobre 

os processos eletroquímicos na superfície dos eletrodos de ouro. Foi realizada 

a oxidação eletroquímica de um eletrodo de ouro monocristalino (1 1 1) em 

H2SO4 0,5 mol L─1 e a superfície do eletrodo foi monitorada pela técnica de 

microscopia de varredura por tunelamento quântico (STM), onde a resolução 

chega a ordem de 0,1 nm. A aplicação de potencial sobre o eletrodo ocorreu em 

duas situações distintas: logo antes e exatamente no potencial de “pico” anódico 

referente à formação dos óxidos de ouro. Na FIGURA 80 encontram-se as 

imagens de STM, onde o gradiente de intensidade das cores indicam os planos 

espaciais da superfície (FIGURA 80a). Após a aplicação do potencial suficiente 

para a oxidação da superfície (FIGURA 80b), percebe-se a presença de pontos 

mais claros, especificamente nas regiões de borda. Esses pontos são atribuídos 

à formação de óxidos de ouro, os quais são espécies não condutoras. Assim, os 

autores concluíram que a presença de defeitos na superfície dos cristais são os 

pontos chave no inicio da oxidação da superfície e a formação de óxidos em 

regiões planares possui um fator cinético atrelado.  

FIGURA 80 – IMAGENS GERADAS POR STM PARA UM ELETRODO DE OURO ( 1 1 1): a) 
ANTES DA OXIDAÇÃO b) DEPOIS DA OXIDAÇÃO 

 

Fonte: (Schneeweiss et al., 1997) 

As magnitudes de corrente em eletrodos com o passar do tempo também 

está ligada diretamente a presença de processos place-exchange (FIGURA 81), 
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onde os átomos de ouro da superfície tendem a inverter suas posições com o 

oxigênio para diminuir a energia superficial, levando também ao aumento de 

rugosidade com o passar dos ciclos (Burke e Nugent, 1998). 

FIGURA 81 – INVERSÃO DE POSIÇÕES ENTRE DIPOLOS DURANTE A VARREDURA 
ANÓDICA. 

 

Fonte: O autor. 

Munido de tais informações, o comportamento eletroquímico do EI-Au foi 

testado através de medidas de voltametria cíclica em meio ácido (FIGURA 82 a 

e b). A varredura em sentido positivo apresentou um pico largo em 1,6 V e um 

pico de redução bem definido (0,96 V) na varredura em sentido negativo. 

FIGURA 82 – COMPORTAMENTO ELETROQUÍMICO DO EI-Au EM H2SO4 0,5 mol L─1, v = 
100 mV s─1 a) PRIMEIRO CICLO b) CICLOS CONSECUTIVOS c) VARIAÇÃO DE CARGA DO 

PROCESSO CATÓDICO EM RELAÇÃO AO NÚMERO DE CICLOS. 
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O EI-Au apresentou uma corrente de pico anódica notória no primeiro 

ciclo, seguido de um decaimento acentuado e variação no pico anódico. A 

atribuição desses resultados é dada aos fenômenos discutidos anteriormente. 

Após a sinterização, a formação do filme de ouro provavelmente não é continuo, 

apresentando átomos com número de coordenação incompletos em uma grande 

extensão. O que é concordante com as imagens de MEV em alta resolução para 

a superfície do eletrodo, a qual se encontra na FIGURA 83 onde é possível 

perceber que o eletrodo possui estrutura de alta rugosidade. 

FIGURA 83 – IMAGEM DE MEV NO MODO BSE PARA O ELETRODO EI-Au 

 

 

Com a aplicação de potenciais anódicos, essas espécies que possuem 

maior energia devem ser prontamente oxidadas, seguida de processos place-

exchange, onde a acomodação dessa superfície gera um estado de menor 

energia. Em seguida, as formas de óxido que possuem cinética de formação 
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mais lenta, que são os átomos mais estabilizados da superfície continuam o 

processo de oxidação. A variação da carga do processo catódico em função do 

número de ciclos também indica tais processos. Inicialmente a carga de redução 

é relativamente grande, com decaimento nos primeiros ciclos e em seguida 

retomando o crescimento ao longo da ciclagem (FIGURA 82 c). 

4.3.6 Repetibilidade e reprodutibilidade 

Com o objetivo de verificar a versatilidade da tecnologia IJT, dispositivos 

para multidetecção foram produzidos. Para isso, os contatos elétricos, circuito e 

o ER foram impressos utilizando uma tinta comercial de prata, a qual foi 

otimizada no trabalho de (Da Silva et al., 2014). A tinta de nanopartículas de 

prata (Ag-ink) foi impressa primeiramente e em seguida o cartucho foi retirado e 

a impressão dos eletrodos de ouro foi realizada. Após a impressão, o dispositivo 

foi colocado em uma chapa de aquecimento a 190º C para a sinterização. Ambas 

as tintas necessitam do processo de sinterização para a formação do filme 

metálico (120o C para Ag e 190o C para Au). Na FIGURA 84, está ilustrado o 

dispositivo utilizado. 

FIGURA 84 – ESQUEMA REPRESENTATIVO DO ELETRODO IMPRESSO PARA 
MULTIDETECÇÃO PROPOSTO. 

 

 

A formação do filme de AgCl sobre o eletrodo de prata foi realizado 

segundo o procedimento proposto por (Da Silva et al., 2014), através da adição 

de água sanitária sobre o eletrodo de prata. A variação da coloração indicou a 

formação do filme. A reação de formação do p-ER de Ag/AgCl pode ser descrita 

pela Equação (37), onde a prata metálica é oxidada pelo íon hipoclorito: 
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𝐴𝑔 (𝑠) + 𝐶𝑙𝑂− + 𝐻2𝑂 (𝑙) → 𝐴𝑔𝐶𝑙(𝑠) +  2 𝑂𝐻− (𝑎𝑞)   (37) 

 

Os eletrodos produzidos foram testados quanto a reprodução dos 

resultados em solução de KNO3 0,1 mol L─1 utilizando K3[Fe(CN)6] como 

molécula sonda. Na FIGURA 85 encontram-se os resultados para um mesmo 

dispositivo. 

FIGURA 85 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICLOS OBTIDOS PARA OS DIFERENTES 
ELETRODOS NO MESMO DISPOSITIVO 
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Com relação ao perfil voltamétrico, todos os eletrodos apresentaram um 

perfil semelhante com ipa = 110 ± 8 mV e ipc = 29 ± 7 mV, indicando a estabilidade 

da impressão do p-ER e conexão com os quatro eletrodos de trabalho. A 

variação das magnitudes de corrente foi analisada pela Ipa em 110 mV os 

resultados encontram-se na FIGURA 86. 



122 
 
_______________________________________________________________ 

FIGURA 86 – VARIAÇÃO DA CORRENTE DE PICO a) PARA UM MESMO DISPOSITIVO b) 
DIFERENTES DISPOSITIVOS 
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Com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade de impressão, foram 

construidos 10 dispositivos. Em relação a variação de corrente para medidas 

consecutivas em um mesmo eletrodo, estes apresentaram desvios menores que 

3,0 % (n = 4), indicando boa repetibilidade. A medida de corrente para um mesmo 

analíto em diferentes eletrodos (reprodutibilidade) nas mesmas condições foi 

normalizada em relação a média dos valores obtidos para os 10 dispositivos (ipa 

7,74 ± 0,78 μA) foi de 10% para o mesmo dispositivo. Ao analisar a 

reprodutibilidade para um universo amostral maior, de 10 dispositivos que 

implicam em 40 eletrodos (n = 40) a variação entre as médias de cada e 

dispositivo encontrada foi de 10 % (FIGURA 86 b). Esse desvio pode ser 

explicado pela presença da etapa de delimitação da área, onde recobre-se a 

superficie do eletrodo de trabalho com o polímero PDMS e após a cura, o mesmo 

é delimitado e retirado, podendo lixiviar alguma quantidade de material da 

superficie do EI-Au. O ideal para esse sistema seria a introdução da tinta isolante 

também por impressão, sem que haja a necessidade de recobrimento dos 

eletrodos.  
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4.4  CONCLUSÕES PARCIAIS 

Neste trabalho, uma tinta a base de nanopartículas de ouro foi produzida 

utilizando um solvente não tóxico. A otimização de impressão que leva em conta 

vários fatores, foi realizada e eletrodos de ouro foram produzidos através da 

sinterização das nanopartículas de ouro. A caracterização eletroquímica deste 

material e a produção de um dispositivo de multidetecção foi realizada com 

sucesso, fator que difere dos trabalhos existentes na literatura, onde 

normalmente a impressão é seguida de aplicações sem maiores informações do 

material impresso. Os desvios de reprodutibilidade dos dispositivos podem ser 

melhorados com a introdução da tinta isolante via deposição por impressão, 

criando um dispositivo 100% impresso. Tais resultados indicam a potencialidade 

de aplicação analitica de tais eletrodos. A aplicação destes dispositivos na 

produção de biossensoes vem sendo desenvolvida em parceria com o grupo 

NANO do Instituto Catalão de Nanociência Nanotecnologia e foram 

impossibilitados de serem divulgados nesta tese por motivos de proteção 

intelectual contratual. 

  



124 
 
_______________________________________________________________ 

5. CONCLUSÕES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

Esta tese de doutorado chega ao fim com seus objetivos alcançados. A 

abordagem eletroanalítica das nanoparticulas produzidas pelo método bifásico 

foi realizada com sucesso. Primeiramente pela obtenção de um nanocompósito 

por rota inédita, e também através da detecção de dopamina na presença de 

ácido ascórbico e úrico, onde foi possivel observar as potencialidades que o 

material possui na construção de sensores eletroquimicos. 

O desempenho deste nanocompósito na construção de biossensores 

mostrou-se bastante interessante do ponto de vista analítico e um novo 

dispositivo de baixo custo baseado em fios de algodão e o biossensor contendo 

a enzima tirosinase foi construído e aplicado na detecção de fenol. O biosensor 

apresentou limites de detecção na escala ultratraço. E bons resultados na 

detecção em amostras de água potável. Assim, esse sistema ilustra a 

possibilidade de aplicações que o μTED apresenta, onde o arranjo de 

biomoléculas/ formas de detecção possiveis levam a inúmeras configurações.  

A aplicação das NPAu passivadas por dodecanotiol pelo método bifásico 

na produção de tintas foi realizado com sucesso. O ouro, material unânime na 

produção de biossensores, abre uma gama de aplicações em sistemas de 

miltidetecção, produção de eletrodos interdigitados, entre outros. 
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ANEXO 1 

TABELA 14 - ESPECIFICAÇÃO DOS REAGENTES UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS. 

Reagente Marca Pureza 

HNO3 VETEC 65% 

H2SO4 VETEC 98% 

H[AuCl4] Sigma-Aldrich® 30% 

Nanotubos de Carbono 

MWCNTs-(10 - 40 nm) 

Dropsens® - 

[K3Fe(CN)6] Sigma-Aldrich® 99% 

NaBH4 Sigma-Aldrich® >96% 

N(C8H17)4Br Sigma-Aldrich® 98% 

Tirosinase 25KU Sigma-Aldrich® ≥1000 unidades/mg 

Glutaraldeído Sigma-Aldrich® 25% 

Cloridrato de Cistamina Sigma-Aldrich® 98% 

CH3COOH Neon  ® 99,8% 

(CH3COO)Na VETEC® 99% 

Nafion® Sigma-Aldrich® 5% 

Etanol Synth® 96% 

Na2HPO4 VETEC® 98% 

NaH2PO4 VETEC® 99% 

Cloridrato de Dopamina Sigma-Aldrich® >99% 

Ácido Ascórbico Impex® 99% 

Ácido Úrico Sigma-Aldrich® >99% 

NaOH Sigma-Aldrich® 99% 

Ag-ink Sigma Aldrich® 20% Ag 

Terpineol Sigma-Aldrich® 98% 

Poli-imida Dupont® 0,1 mm 

PDMS kit Sigma - Aldrich 3160 cPs 
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ANEXO 2 

Disciplinas cursadas 

Código/ Disciplina Créditos Período Conceito 

CQ 820 / Eletroquímica 
Avançada 

4 1/2012 B 

CQ 781 /Prática de 
Docência em Química 

1 1/2013 A 

CQ 794 /Seminários C 1 1/2013 A 

CQ-823 Mét. Anal. 
Aplicados à Det. de Traços 

4 1/ 2013 B 

CQ 736 B Met. Cient. e 
Redação acadêmico-

científica 
4 2/2015 B 

Q795A - Seminários D 1 2/ 2015 A 

CQ 736 B -Eletroquímica E 
Interfaces 

4 2/2012 B 
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