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RESUMO  
 

Silveira, L.T., Estudo eletroquímico da interação do citocromo c com líquidos 

iônicos em diferentes substratos para aplicação em biossensores, 2012. 121p. 

Tese de Doutorado. Programa de Pós-Graduação em Química, Instituto de Química, 

Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

O método de imobilização de uma biomolécula é um dos principais fatores 

que melhoram o desempenho eletroquímico de um biossensor e o emprego de 

materiais como solução de quitosana, nanotubos de carbono e líquidos iônicos na 

preparação de eletrodos modificados tem sido cada vez maior devido as suas 

propriedades que facilitam a reação de transferência de elétrons entre a biomolécula 

e a superfície do eletrodo. Baseado neste conceito, o presente trabalho apresenta o 

estudo do comportamento eletroquímico da heme-proteína citocromo c quando 

imobilizado nos eletrodos de carbono vítreo e num novo substrato tridimensional de 

feltros de microfibras de carbono recobertos por nanotubos de carbono do tipo “cup 

stacked” (FCSNTc). Para imobilizar o citocromo c, compósitos contendo quitosana e 

o líquido iônico tetrafluoroborato de 1-butil-2,3-dimetilimidazólio (BMMIBF4) foram 

formulados, indicando que a otimização das quantidades destes componentes 

podem influenciar na atividade redox do biomaterial. A partir da caracterização 

eletroquímica do citocromo c em carbono vítreo foi observado que a presença do 

líquido iônico BMMIBF4 no compósito manteve a sua eletroatividade devido a reação 

de oxidação e redução do átomo de ferro do grupo heme, e ao utilizar os feltros 

FCSNTc o citocromo c apresentou o desempenho eletroquímico superior aos 

obsevados em carbono vítreo, e a incorporação do líquido iônico no compósito de 

imobilização, resultou em sensores com sensibilidade superiores durante os 

experimentos de detecção eletrocatalítica de peróxido de hidrogênio, quando 

comparados com outros FCSNTc modificados sem presença do material totalmente 

iônico. Os experimentos espectroscópicos na região da luz visível, foram 

fundamentais para mostrar que o novo microambiente causado pelos compósitos 

não modificam a integridade do citocromo c, e que a permanência da 

bioeletroatividade obtida durante os  experimentos eletroquímicos sugerem a 

aplicação dos eletrodos de FCSNTc para o desenvolvimentos de novos 

biossensores com o citocromo c. 

 

Palavra Chave: citocromo c, líquidos iônicos, biossensores, feltros de nanotubos de 

carbono, eletroquímica. 



 

 

ABSTRACT 
 

Silveira, L.T., Electrochemical studies of cytochrome c with ionic liquids onto 

different substrates for biosensors application, 2012. 121p. Doctorate Thesis. 

Graduate Program in Chemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, 

São Paulo. 

 

The immobilization method of biomolecules have been considered the 

major reason in order to improve a biosensor electrochemical performance and 

chitosan solution, carbon nanotubes and room temperature ionic liquids have been 

extensively used as a material for electrode preparation due to their properties of 

facilitating the direct electron transfer reaction between protein and electrode surface. 

In this context, the present work shows the electrochemical behavior of the heme-

protein cytochrome c when it is immobilized onto a glassy carbon and in a new 

tridimensional substrate of carbon microfibers recovered by cup staked type carbon 

nanotubes (FCSNTc) electrodes. The cytochrome c immobilization was carried by 

the formulation of different composites based on chitosan solution and the ionic liquid 

1-butyl-2,3-dimethylimidazolium tetrafluoroborate (BMMIBF4), and it will be shown 

that a volume optimization ratio between these compounds can influence in the 

biomaterial redox activity. During the electrochemistry characterization of cytochrome 

c onto glassy carbon electrode, it was observed that composites with BMMIBF4 kept 

its electroactivity due the iron heme group redox process. When FCSNTc felt were 

used the electrochemical performance was enhanced, giving better biosensors due 

the increase on sensitivity during the electrocatalytic activity towards hydrogen 

peroxide reduction when it was compared with another modified FCSNTc without 

ionic liquid. In addition, the spectroscopic data in the visible region were essential to 

show that the new microenvironment promoted by the composite did not change the 

cytochrome c conformational structure. Finally, the bioelectroactivity obtained during 

electrochemical studies suggest the use of FCSNTc modified electrode as a new 

platforms to develop new cytochrome c biosensors. 

 

Keywords: cytochrome c, ionic liquids, felt carbon nanotubes, biosensors, 

electrochemistry 
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1. Introdução 
 

 

O interesse no desenvolvimento de sensores na área de pesquisa 

científica encontra se em grande expansão, devido à capacidade de detecção 

destes dispositivos frente a diferentes analitos em tempo real, permitindo sua 

aplicação  na identificação de substâncias tanto na área da saúde como também na 

ambiental.  

Em busca de maior sensibilidade, foram desenvolvidos novos sensores, 

que apresentavam um material biológico capaz de detectar substâncias específicas, 

formando assim os primeiros biossensores. Por definição, os biossensores são 

dispositivos que utilizam um composto biológico, como uma proteína, que pode ser 

uma enzima, em contato direto com um transdutor capaz de converter reações 

biológicas especificas em um sinal eletrônico mensurável. [1] 

Desde a criação dos biossensores, o passo considerado mais importante 

foi realizado por Clark e Lyons em 1962 [2], que relataram o primeiro biossensor 

enzimático, utilizando de membranas contendo enzimas para transformar a glicose 

em um produto (oxigênio) que pode ser detectado através de um eletrodo, 

resultando numa detecção rápida, simples e precisa de glicose. Clark descreveu 

pela primeira vez como fazer um sensor eletroquímico após a interação de uma 

enzima com um transdutor. Neste caso, a glicose oxidase foi incorporada ao 

biossensor e através de medidas de diminuição da concentração de oxigênio, foi 

possível determinar a concetração de glicose na amostra. Baseado neste trabalho o 

primeiro biossensor foi comercializado em 1975 pela Yellow Springs Instrument 

Company, que se baseava em um dispositivo analisador de glicose através da 
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detecção amperométrica de peróxido de hidrogênio. Com o passar dos anos, o 

modelo original do analisador de glicose foi substituído por dispositivos mais 

avançados, no entanto, a construção básica do biossensor, ou seja, o mecanismo de 

detecção do peróxido de hidrogênio, pouco mudou. 

Os biossensores podem ser classificados em três tipos diferentes de 

gerações, que estão relacionados com a evolução do seu desempenho e do modo 

como a enzima/proteína interage com o analito para realizar a transferência de 

elétrons. [3-5] A figura 1.1 traz um esquema de representação destas diferentes 

gerações. 

 
 

Figura 1.1 Representação das gerações de biossensores de acordo com o 

mecanismo de detecção com o analito baseado na referencia  [3] 

 

Os primeiros modelos são os biossensores de primeira geração, que 

consistem em medir o decréscimo da concentração de oxigênio ou no aumento da 
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concentração de peróxido de hidrogênio através da reação da biomolécula com o 

analito.  

Os biossensores de segunda geração representam um avanço em 

relação ao desempenho analítico, pois são caracterizados pela incorporação de um 

mediador capaz de reduzir o valor do potencial necessário para detectar o analito, 

evitando, assim, a ação de substâncias interferentes.  

Os biossensores de terceira geração dispensam qualquer tipo de 

mediador ou de fontes imobilizadoras. Neste caso, a imobilização da 

enzima/proteína ocorre na superfície do eletrodo, sendo esta a responsável pela 

regeneração do biocomponente para novamente interagir com o analito em questão.  

Desde então, pesquisadores de diferentes áreas, como a química, 

biologia molecular, ciências dos materiais entre outras, partiram para estudos com 

outras enzimas/proteínas capazes de serem empregadas em dispositivos para a 

detecção de novos materiais, visando principalmente, melhorar o desempenho 

eletroquimico e consequentemente a sensibilidade e seletividade.  

Entre estes novos biomateriais pode-se citar o uso da urease na detecção 

de uréia [6] ou de heme-proteínas como mioglobina, hemoglobina e o citocromo c na 

detecção de peróxido de hidrogênio [7-9],os quais são de interesse particular devido 

as vantagens práticas, tais como a simplicidade de operação, baixo custo de 

fabricação e da capacidade de detecção em tempo real. 

 

1.1. O citocromo c 

Os citocromos são um grupo de proteínas que são classificadas em 

diferentes tipos em função da sequencia da cadeia dos polipeptídios que as 

compõem garantindo propriedades distintas. De maneira geral os citocromos a, b e c   
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apresentam atividade eletroativa pois são os tipos de citocromo que apresentam um 

grupo ferro porfirinas, comumente chamado de grupo heme. [10-12] 

O citocromo de coração de cavalo,é uma heme-proteína do tipo c 

envolvida na transferência de elétrons da cadeia respiratória mitocondrial. Sua 

macromolécula possui uma boa caracterização em termos de sua estrutura em 

estado cristalino, apresentando um  formato globular, quase esférico, com diâmetro 

de 34Å. [10-15] No caso das proteínas citocromo c, os centros ativos não estão 

totalmente encobertos pela sequencia dos aminoácidos, tornando-as excelentes 

materiais para o estudo eletroquímico dos processos redox. A figura 1.2 apresenta 

um esquema da estrutura do citocromo c de coração de cavalo, cuja imagem foi 

retirada da referência. [16] 

 

 

Figura 1.2 Representação da estrutura do citocromo c de coração de cavalo retirado 

da referência  [16] com permissão de Macmillan Publishers Ltda.  
 

 

Apesar de ser considerada uma biomolécula simples, o citocromo c de 

coração de cavalo apresenta em sua cadeia primária uma sequência de 104 

aminoácidos que se enovelam num arranjo tridimensional envolvendo o sítio ativo do 
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grupo heme. O quadro 1 apresenta a sequência dos aminoácidos da estrutura pri-

mária do citocromo c, obtido pela primeira vez por Margoliash e Smith em 1961. [17] 

Quadro 1. Sequência dos aminoácidos do citocromo c de coração de cavalo. [17] 

 

Gly1 – Asp2 – Val3 – Glu4 – Lys5 – Lys7 Lys8 – Ile9 – Phe10 – Val11 – Glu12 – Lys13 – 

Cys14 – Ala15 – Glu16 – Cys17 – His18 – Thr19 – Val20 – Glu21 Lys22– Gly23 – Gly24 – 

Lys25 – His26 – Lys27 – Thr28 – Gly29 – Pro30 – Asp31 – Leu32 – His33 – Gly34 – Leu35 

– Phe36 – Gly37 – Arg38 – Lys39 – Thr40 – Gly41 – Glu42 – Ala43 – Pro44 – Gly45 – 

Phe46 – Thr47 – Tyr48 – Thr49 – Asp50 – Ala51 – Asp52 – Lys53 – Asp54 – Lys55 – Gly56 

– Ile57 – Thr58 – Try59 – Lys60 – Glu61 – Glu62 – Thr63 – Leu64 – Met65 – Glu66 – Tyr67 

– Leu68 – Glu69 – Asp70 – Pro71 – Lys72 – Lys73 – Tyr74 – Ile75 – Pro76 – Gly77 – 

Thr78 – Lys79 – Met80 – Ile81 – Phe82 – Ala83 – Gly84 – Ile85 – Lys86 – Lys87 – Lys88 – 

Thr89 – Glu90 – Arg91 – Glu92 – Asp93 – Leu94 – Ile95 – Ala96 – Tyr97 – Leu98 – Lys99 

– Lys100 – Ala101 – Thr102 – Asp103 – Glu104 

 

O grupo heme do citocromo c possui um átomo de ferro central ligado ao 

grupo porfirínico com quatro ligações com átomos de nitrogênio de anéis pirrólicos. 

Este átomo de ferro desempenha a função redox do citocromo c variando seu 

estado em Fe+2 e Fe+3, sendo sua estrutura demonstrada na figura 1.3.  
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Figura 1.3 Esquema do grupo heme com o átomo de ferro central 
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No citocromo c, o grupo heme se conecta a proteína covalentemente 

através de pontes tioéter com 2 resíduos de cisteinas na posição 14 e 17 (Hys14 e 

Hys17) dos peptídeos, e o átomo de ferro esta hexa coordenado sendo o quinto e o 

sexto ligante resultante da ligação covalente axial, fora do plano do grupo heme) 

com um átomo de enxofre de uma metiodina e um átomo de nitrogênio de uma 

histidina, ambos nas posições 80 e 18 respectivamente (Met80 e Hys18), sendo sua 

representação apresentada na figura 1.4. .Estas ligações são importantes no estudo 

eletroquímico do citocromo c, pois a ruptura destas ligações pode ocasionar uma 

mudança na conformação estrutural da biomolécula proporcionando a desnaturação 

da mesma, ou seja, a perda a sua função. [18] 

 

Figura 1.4 Esquema do quinto e sexto ligante do átomo de ferro hemínico ligado 

com o nitrogênio da Histidina 18 (Hys18) e o com o enxofre da Metiodina 80 (Met80) 

 

Apesar do citocromo c apresentar função redox a transferência direta de 

elétrons não é tão simples, pois este processo está diretamente relacionado ao 

modo como a proteína é imobilizada na superfície de um substrato. [19-21] A interação 

da biomolécula durante a imobilização com o substrato deve ser favorável, pois caso 

contrário também poderá ocorrer a sua desnaturação. [18] Desta forma a utilização de 

compósitos que utilizam polímeros condutores [22-30], materiais nanoestruturados [31-

34] e líquidos iônicos tem sido empregado, pois a combinação destes materiais 

promove um microambiente conveniente a biomolécula. [35-37]  
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Para os substratos, eletrodos convencionais bidimensionais, como ouro e 

platina, têm sido muito utilizados com os nanotubos de carbono aderidos em sua 

superfície apresentando assim um melhor desempenho devido a maior área de 

contato que facilitam o acesso aos centros ativos das biomoléculas, melhorando 

consideravelmente a transferência direta de elétrons. [38-39]   

 

1.1.1. Aplicação de compósitos na fabricação de biossensores 

Um biossensor de boa qualidade deve apresentar um método de 

detecção rápido, com alta seletividade e sensitividade. Para obter estas 

propriedades, os biossensores são geralmente produzidos em eletrodos que 

oferecem baixa resistência durante a transferência de elétrons. A busca de 

substratos capazes de manter a bioatividade da enzima/proteína resulta, na maioria 

das vezes, no uso de eletrodos bidimensionais que necessitam de um método de 

imobilização externo para aderir o biomaterial em sua superfície. 

 A quitosana tem sido empregada como suporte de imobilização de 

enzimas por se tratar de um polímero natural, não toxico e biocompativel podendo 

ser utilizada na forma de pós, flocos ou géis (hidrogéis), sendo a preparação de 

hidrogéis as que possuem mais destaque em métodos de imobilização. [40-42] Devido 

suas propriedades hidrofílicas e de intumescência é possível fazer uma mistura de 

quitosana/biomolécula para ser espalhada sobre a superfície de um eletrodo 

formando um filme estável capaz de manter a biomolécula aderida. [43-45] 

Para formar compósitos mais eficientes, a incorporação de nanopartículas 

metálicas e/ou nanotubos de carbono tem resultado em biossensores com 

desempenho eletroquímico superiores devido ao aumento da área superficial ativa 

proporcionada pelas dimensões nanométricas destes materiais na superfície do 
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eletrodo. [31-32,46-49] Além destes materiais, a utilização de líquidos iônicos como parte 

integrante de compósitos na imobilização de enzimas tem trazido resultados 

interessantes, devido a permanência da bioatividade do biomaterial na presença 

deste material totalmente iônico. [50-56] Essa incorporação dos líquidos iônicos com 

materiais biológicos surgiu do interesse de fazer o estudo de biomoléculas em meios 

reacionais não convencionais. [57-58] Destes estudos, diversos grupos de pesquisas 

perceberam que certos líquidos iônicos não inativavam enzimas, como os solventes 

orgânicos, tornado-os promissores para reações de catálise enzimática. 

Líquidos Iônicos (LIs) são sais formados por um cátion orgânico e um 

ânion (orgânico ou inorgânico) que possuem pontos de fusão abaixo de 100ºC. Os 

LIs são solventes alternativos bastante promissores devido à sua baixa pressão de 

vapor, boa condutividade elétrica, alta estabilidade térmica, fácil preparação e 

adequação ambiental. [61] Além das características acima, sua ampla janela 

eletroquímica torna esses líquidos excelentes candidatos para aplicações em 

dispositivos eletroquímicos, tais como células a combustível, baterias de íon lítio, e 

sua alta estabilidade química acabou tornando estes materiais totalmente iônicos 

oportuno para o emprego no estudo de enzimas.  [60,62] Além disso, dependendo dos 

cátions e ânions que compõem o material suas propriedades físicas e químicas 

podem ser moduladas. Por exemplo, um líquido iônico com o mesmo cátion, mas 

com ânions diferentes, pode mudar o seu caráter de hidrofílico para hidrofóbico e 

variar a sua viscosidade. [63] 

Uma importante aplicação dos líquidos iônicos esta relacionada com a 

sua incorporação em matrizes convencionais, como hidrogéis, nanotubos de 

carbono, polímeros condutores, nanopartículas metálicas etc., para formar 

compósitos mais eficientes, pois aproveitam as propriedades individuais dos 
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materiais que o compõem. Estes novos materiais adquirem propriedades 

interessantes, como por exemplo, somar as propriedades condutoras eletrônicas de 

nanotubos de carbono com as propriedades iônicas do fluido totalmente iônico 

(líquidos iônicos) melhorando a facilidade em transportar elétrons.  

Além da formação de novos compósitos, o uso de líquidos iônicos no 

estudo de biocomponentes também tem sido explorado, pois dependendo de suas 

propriedades físicas e químicas eles acabam proporcionando um microambiente 

amigável para proteínas e enzimas que mantêm sua bioatividade. [64-76] Entretanto, o 

estudo fundamental do efeito desses solventes sobre a atividade, estabilidade e 

seletividade (régio e estéreo) de biomoléculas é recente. Vários fatores, tais como 

polaridade, capacidade de formação de ligações de hidrogênio, nucleofilicidade e 

viscosidade são alguns dos aspectos sugeridos para explicar o comportamento 

diferenciado da enzima em um meio totalmente iônico, onde os fatores, 

hidrofobicidade e viscosidade parecem ser os mais relevantes na atividade biológica 

da enzima. [64-67] 

 

1.2. A importância do substrato na eletroquímica de biossensores 

O estudo da transferência direta de elétrons em proteínas redox, se 

tornou foco de grande interesse, devido a sua significância na aplicação prática e 

teórica na eletroquímica, pois acabam nos fornecendo informações importantes 

quanto sua estrutura química e sobre a cinética dos processos redox biológicos. No 

entanto o processo de transferência de elétrons entre uma heme-proteína e um 

eletrodo convencional não é tão simples, pois na maioria das vezes os centros redox 

enzimáticos estão localizados no interior da estrutura da enzima ou proteína e, 
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apresentam baixa condutividade eletrônica devido aos grupos aminoácidos que 

cercam os centros ativos.  

De acordo com a evolução dos biossensores, o emprego de novos 

materiais capazes de auxiliar a transferência de elétrons da biomolécula resultou em 

dispositivos mais sensíveis, sendo os nanotubos de carbono os responsáveis por um 

grande avanço tanto no desenvolvimento de novos sensores como no aumento na 

quantidade de material na superfície de um eletrodo. [31-32] 

Desde a descoberta dos nanotubos de carbono (NTc), o interesse em 

utilizá-los em novos sensores químicos e/ou bioquímicos como dispositivos de 

escala nanométrica cresceu notavelmente, devido as suas excelentes propriedades 

mecânicas e eletrônicas. No caso de proteínas e enzimas, os uso dos nanotubos de 

carbono oferecem uma grande vantagem, pois as biomoléculas podem ser 

hospedadas em sua superfície sem perder sua atividade biológica. Além disso, os 

NTc apresentam interessante resistência mecânica e são passíveis de modificação 

na sua estrutura original resultando em materiais com maior condutividade elétrica. 

Quanto a sua capacidade de funcionalização, suas paredes laterais são 

relativamente inertes, porém as extremidades são mais reativas devido as chamadas 

“regiões de borda” que funcionam como “ancoradores” de diversos tipos de 

materiais. 

Os nanotubos de carbono são divididos em dois grupos principais sendo 

os NTc de parede simples (SWCNT – “Single Wall Carbon Nanotubes”), que 

consiste apenas de uma folha de grafeno enrolado, e os NTc de paredes múltiplas 

(MWCNT – “Multiple Walls Carbon Nanotubes”) que consistem de mais de um 

SWCNT enrolados. As condições de síntese dos NTc são essenciais para a 

obtenção dos nanomateriais acima citados, e a partir do monitoramento destas 
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condições, o crescimentos dos NTc podem resultar em uma forma conhecida como 

“cup stacked” (CSNTc) que se trata de folhas de grafeno em forma de cones de 

pontas abertas, empilhadas umas sobre as outras, tendo sua configuração mantida 

por forças de van der Waals. [77] Estes CSNTc apresentam sítios de inserção entre 

os cones, o que resultam em um número maior de pontos com regiões de borda, que 

acarretariam na facilidade de interagir ou imobilizar outros materiais.  

Tendo em vista esta vantagem, o grupo de pesquisa do professor Dr. 

José Mauricio Rosolen do Instituto de Química da Faculdade de Filosofia, Ciências e 

Letras da Universidade de São Paulo de Ribeirão Preto, desenvolveu junto com a 

Dra. Elaine Y. Matsubara, uma plataforma tridimensional de um feltro de microfibra 

de carbono recoberto com os nanotubos de carbono do tipo “cup stacked”, 

(FCSNTc). [77] Para demonstrar como são obtidos esses feltros e como os nanotubos 

de carbono estão recobrindo as microfibras de carbono, a figura 1.5 a seguir 

apresenta uma fotografia de um feltro FCSNTc juntamente com imagens de 

microscopia eletrônica de varredura em diferentes magnitudes. 

Estes novos materiais possuem elevada área de contato e boa resistência 

mecânica e apresentam também um caráter hidrofílico, pois durante as condições de 

formação dos nanotubos “cup stacked” ocorrem algumas imperfeições nas folhas de 

grafenos onde átomos de carbono são substituídos por átomos de nitrogênio 

providos do gás de arraste utilizado durante o processo de fabricação. 
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Figura 1.5. Imagem e tamanho do FCSNTc e imagens de MEV  (a) de um feltro a 

com diversas microfibras de carbono, (b) de uma microfibra de carbono recoberta 

com os CSNTc (c) dos CSNTc que recobrem a microfibra. Imagens (b) e (c) 

retiradas da referencia [78]  com permissão da Elsevier  

 

Devido as propriedades destes novos feltros, eles se tornam um novo tipo 

de material promissor para a imobilização de enzimas/proteínas no estudo de 

biossensores. Partindo de uma colaboração entre o prof. Dr. José Mauricio Rosolen 

e a profa. Dra. Susana Inés Córdoba de Torresi, resultou na utilização destas 

plataformas tridimensionais no estudo de sensores e biossensores [78] as quais 

servirão de substrato para o estudo do citocromo c na construção de biossensores 

apresentados nesta presente tese.  
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2. Objetivos 
 

 
 

 

Os principais objetivos desta presente tese consistem em estudar e 

compreender a atividade eletroquímica do citocromo c em compósitos contendo 

líquido iônico, e como esta eletroatividade depende do método de imobilização como 

também do tipo de substrato utilizado. 

Além de demonstrar o desenvolvimento do novo sensor os estudos 

estarão focados na interação da biomolécula citocromo c com a plataforma 

tridimensional de microfibras de carbono recobertos por nanotubos de carbono do 

tipo “cup stacked” (FCSNTc) para aplicações eletrocatalíticas na detecção de 

peróxido de hidrogênio. 
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3. Parte Experimental 
 

 

3.1. Eletrodos utilizados 

O eletrodo de trabalho de carbono vítreo (BAS, área geométrica  = 0,07 

cm2) utilizado nos experimentos eletroquímicos foi limpo, antes do uso, através do 

polimento da superfície de contato com uma lixa contendo alumina em diferentes 

granulometrias, sendo em seguida efetuadas lavagens com água deionizada e 

deixado em um banho de ultrassom por 5 minutos contendo acetona e depois água 

deionizada. Para eliminar resíduos do polimento e possíveis materiais orgânicos na 

superfície do eletrodo o carbono vítreo foi tratado eletroquimicamente através da 

polarização a 1,80 V versus Ag/AgClsatCl- por 10 segundos em solução de hidróxido 

de sódio 0,10 mol L-1. [79] 

Um contra-eletrodo de platina foi utilizado na forma de uma chapa durante 

os experimentos de caracterização eletroquímica e foi previamente limpo através da 

exposição do metal com a chama do bico de Bunsen.  

Para os estudos eletroquímicos em líquido iônico, foi utilizado um fio de 

prata como pseudo-referência. E para os experimentos em meio aquoso, foi  

utilizado como referência o eletrodo prata/cloreto de prata saturado não comercial 

(Ag/AgClsat).  



Parte Experimental 26 

3.1.1. Eletrodos de feltro de microfibra de carbono recobertos 

com nanotubos de carbono do tipo “cup stacked” 

Os eletrodos de feltro de microfibra de carbono recobertos com os 

nanotubos de carbono no tipo “cup stacked” (FCSNTc) foram adquiridos através de 

uma colaboração do grupo de pesquisa da professora Dra. Susana Ines. Córdoba de 

Torresi com o Professor Dr. José Mauricio Rosolen da Faculdade de Filosofia 

Ciências e Letras de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (FFCLRP) que 

junto com a aluna de doutorad Elaine Y. Matsubara desenvolveram este novo 

material. [77] 

Antes de utilizar estes materiais como eletrodos de trabalho, os FCSNTc 

foram imersos um béquer contendo ácido clorídrico concentrado por cerca de 20 

minutos, para a remoção de possíveis resíduos dos catalisadores metálicos 

utilizados para o crescimento dos nanotubos de carbono na superfície das fibras de 

carbono. Em seguida os feltros foram lavados, diversas vezes, através da imersão 

em água deionizada para remover todo o resíduo ácido.  

Após as lavagens, o feltro foi deixado secando a temperatura ambiente 

sobre um papel absorvente e, quando estava totalmente seco, foi pesado, anotando-

se o valor da sua massa e também a área geométrica. Em média, os FCSNTc 

utilizados apresentavam uma área geométrica de 5 x 3 mm com 2 mm de espessura. 

Para formar o contato elétrico com o potenciostato, um fio de platina, no 

formato de um gancho, foi espetado no centro do feltro. Para garantir que os 

processos eletroquímicos observados nos resultados obtidos fossem somente do 

feltro modificado, a superfície do fio de platina que não estava em contato com o 

feltro foi pintada com uma tinta esmalte.  
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A limpeza dos FCSNTc foi realizada momento antes de serem utilizados 

como eletrodo de trabalho e logo após a sua funcionalização e utilização, eles foram 

estocados imersos em solução tampão PBS pH 7,0 em geladeira a 4 ⁰C. 

Este mesmo procedimento de limpeza também foi realizado em um feltro 

de fibras de carbono sem o recobrimento com nanotubos de carbono do tipo “cup 

stacked” (Fc). Ele foi imerso em HCl concentrado e em seguida foi realizados as 

lavagens com água deionizada, pois como será discutido na seção de resultados 

obtidos, ele também foi utilizado como eletrodo de trabalho no estudo da 

eletroatividade do citocromo c. O presente aluno não participou do desenvolvimento 

e  preparação destes feltros, sendo eles recebidos já prontos para aplicação e 

caracterização experimental.  

 

3.2. Reagentes  

A solução de quitosana 0,05% m/m (Quit), foi preparada através de uma 

quantidade apropriada de quitosana dissolvida em uma solução de ácido acético 2,0 

mol L-1 a 90 ⁰C, sendo em seguida resfriada a temperatura ambiente. [80,81] O valor 

do pH da solução de quitosana foi ajustado para o valor 5, utilizando uma solução 

1,0 mol L-1 de hidróxido de sódio sendo posteriormente filtrada e estocada a 4 ⁰C 

quando não utilizada. 

A solução tampão fosfato (PBS) (phosphate buffer solution) 0,1 mol L-1 pH 

7,0 foi preparada pela dissolução dos sais Na2HPO4.7H2O e NaH2PO4.H2O em água 

deionizada, sendo o pH ajustado para 7,0 com uma solução 1,0 mol L-1 de hidróxido 

de sódio e estocado a 4 ⁰C. Independente do experimento realizado, foi borbulhado 

gás nitrogênio por um período de 1 hora, na solução de PBS a ser utilizada, para 

diminuir as quantidades de oxigênio dissolvido na solução. 
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Para a solução de citocromo c, a concentração mantida para todos os 

experimentos foi de 10 mg mL-1 em tampão fosfato PBS 0,1 mol L-1 e mantida a 4 0C 

quando não utilizada. 

Todas as soluções aquosas utilizadas foram preparadas com água 

deionizada ultra pura adquiridos do equipamento Elga System UHQ (18 MΩ cm). 

Os reagentes listados na tabela 1 foram utilizados, conforme recebidos, sem 

purificação prévia.  

Tabela 1. Tabela de reagentes utilizados. 

Reagente Massa Molar 
g mol-1 

Teor % Procedência 

 

Citocromo c (de coração de cavalo) 

 

~12380 

 

96,1 

 

Aldrich 

Acetonitrila 41,05 99,5 Synth 

Ácido clorídrico 36,5 30,0 Synth 

1-Bromobutano 137,03 99,0 Aldrich 

Ácido tetrafluorbórico 87,8 48,0 m/m Aldrich 

Diclorometano 84,93 99,5 Synth 

1,2-dimetilimidazol 96,13 98,0 Aldrich 

Hidróxido de sódio 40 99,0 Synth 

Peróxido de Hidrogênio 34 30,0 m/m Aldrich 

Quitosana 340 - Aldrich 

Fosfato de sódio dibásico 

heptahidratado 
268,07 98,0 Nuclear 

Fosfato de sódio monobásico 137,99 98,0 Reagen 

Sulfato de Magnésio 120,37 >97,0 Synth 

Tetra-hidrofurano 72,11 99,9 Merck 
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3.3. Preparação do líquido iônico tetrafluoroborato de 1-butil-2,3-dimetil-

imidazólio (BMMIBF4) 

Conforme discutido na parte introdutória, os líquidos iônicos adquirem 

propriedades distintas devido à combinação de um mesmo cátion com diferentes 

ânions. Para os estudos realizados neste trabalho, decidiu-se utilizar o líquido iônico 

BMMIBF4, pois além de ser um material de fácil preparação, ele apresenta 

características hidrofílicas, sendo capaz de solubilizar em meio aquoso. 

Para o inicio da síntese, foram adicionados na proporção de 1:1 em molL-1 

o 1,2-dimetilimidazolio e 1-bromobutano em um balão de fundo redondo com 

conexão para um condensador de refluxo. Após adição, a mistura foi deixada em 

agitação durante uma hora sob aquecimento a 90 ⁰C. Ao resfriar obteve-se um 

sólido branco que foi recristalizado em acetonitrila e tetra-hidrofurano e seco a 

pressão reduzida a temperatura ambiente, obtendo o brometo de 1-butil-2,3-

dimetilimidazolio (BMMIBr) como um cristal branco, com rendimento de 95%.  

Em outro frasco, o BMMIBr obtido foi dissolvido em água deionizada e 

realizou-se a segunda parte da reação, misturando com o ácido tetrafluorbórico 

(HBF4) na proporção 1:1 em mol L-1 em agitação por 3 horas, obtendo-se o líquido 

iônico tetrafluoroborato de 1-butil-2,3-dimetilimidazólio (BMMIBF4) na fase aquosa.  

Para purificar o BMMIBF4 foram adicionados 100 mL de diclorometano, na 

solução aquosa, e em seguida foi colocado em um funil de separação, recolhendo-

se a fase orgânica.  

Após a separação, a fase orgânica, foi submetida a uma filtração em 

coluna de alumina e em seguida foi adicionado sulfato de magnésio anidro, como 

secante deixando em repouso por cerca de 2 horas. Em seguida efetuou-se uma 

filtração simples e o diclorometano foi finalmente retirado via sistema de evaporação 
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à pressão reduzida e o líquido iônico BMMIBF4 foi obtido como um líquido incolor e 

colocado para secar em estufa a 100 0C á pressão reduzida por 24h.  

O procedimento de preparação do BMMIBF4 foi baseado no trabalho de 

Camilo e colaboradores [63], apresentando um rendimento de 75%. O esquema de 

preparação e as estruturas dos reagentes e dos produtos obtidos durante a reação 

esta demonstrada na Figura 3.1 . 

 

Figura 3.1. Esquema de preparação do Líquido Iônico BMMIBF4. 

 

3.4. Preparação do compósito de citocromo c, quitosana e líquido iônico 

Pensando em utilizar a quitosana e o liquido iônico para formar um 

compósito como fonte imobilizadora do citocromo c na superfície do eletrodo, foi 

utilizado uma proporção de cada material, de maneira que fosse obtido o melhor 

desempenho eletroquímico do citocromo c em solução tampão de PBS. A relação 

das quantidades entre estes componentes foi testada experimentalmente durante os 

ciclos voltamétricos da caracterização eletroquímica, sendo inicialmente ajustado a 

concentração entre as soluções de quitosana e citocromo c, e posteriormente, 

incorporando diferentes quantidades de líquido iônico. 
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Foi utilizada a solução de quitosana, pois após depositar um volume na 

superfície do eletrodo, a água evapora, formando de um filme que ajuda a manter o 

citocromo c imobilizado. No entanto, foi observado que uma porcentagem excedente 

de quitosana formava um filme muito espesso (o que impedia de verificar os 

processos redox do citocromo c) e, em quantidades menores, o filme se desprendia 

da superfície do eletrodo. A figura 3.2 apresenta os resultados para  os compósitos 

em quantidades não ideais de quitosana. 

      

Figura 3.2  Voltamogramas cíclicos do eletrodo de carbono vítreo modificado com 

compósitos de diferentes porcentagens de quitosana. Veloc. varredura de 25 mV s-1. 

 

Desta forma a melhor razão encontrada entre as quantidades das 

soluções de citocromo c (10 mg mL-1) e quitosana foi de 25% e 75% 

respectivamente. E para o compósito com o líquido iônico, a melhor proporção 

encontrada foi de 3% do BMMIBF4 sobre a primeira solução de citocromoc/ 

quitosana. Esta razão foi mantida para todos os experimentos citados neste trabalho 

e o perfil voltametrico será apresentado na seção de resultados e discussão. 
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3.5. Preparação dos eletrodos modificados de carbono vítreo 

3.5.1. Com solução de quitosana e citocromo c 

Para imobilizar o citocromo c, foi utilizada a mistura que continha 25 e 75% 

das soluções de citocromo c (Citc) e quitosana (Quit), sendo posteriormente 

depositados 10 µL sobre a superfície do carbono vítreo (CV) e deixado secar por 

12h, formando assim o eletrodo CV/Citc/Quit.  

Este mesmo procedimento foi realizado com um eletrodo de carbono 

vítreo com apenas 10 µL da solução de quitosana, formando o eletrodo CV/Quit, e 

ambos sendo utilizados para os experimentos eletroquímicos. 

 

3.5.2. Com compósito de quitosana, citocromo c e líquido iônico 

Após a otimização da concentração ideal do compósito com citocromoc-

quitosana-BMMIBF4, esta foi utilizada na preparação do eletrodo de carbono vítreo, 

conforme ilustrado na figura 3.3. Com o auxilio de uma micropipeta 10 µL deste 

compósito foi depositado na superfície do eletrodo deixando secar por um período 

de 12h em local escuro e a temperatura ambiente, a figura 3.3 apresenta um 

esquema ilustrado da preparação do eletrodo. Após a evaporação do solvente, foi 

obtido o eletrodo modificado CV/Cit/Quit/BMMIBF4 e utilizado para os experimentos 

eletroquímicos e de detecção de peróxido por voltametria cíclica cíclico em cela com 

5mL de solução de PBS pH 7,0 juntamente com os eletrodos de platina e 

prata/cloreto de prata como contra eletrodo e referência respectivamente.. 



Parte Experimental 33 

 

Figura 3.3. Ilustração do método de preparação do eletrodo CV/Cit/Quit/BMMIBF4 

 

3.6. Preparação dos eletrodos modificados com os FCSNTc 

De maneira geral, os eletrodos modificados de microfibra de carbono 

recobertos com os nanotubos de carbono do tipo “cup stacked” (FCSNTc), foram 

preparados, através da sua imersão na solução contendo o compósito por um 

período de 12 horas a 4 oC e deixando em seguida somente o eletrodo em local 

escuro a temperatura ambiente para evaporar o solvente por mais 12 horas. 

Como foram realizados estudos de atividade eletroquímica do citocromo c 

em diferentes compósitos, foi utilizada a seguinte nomenclatura de acordo com os 

componentes presentes nos compósitos, como descrito na tabela 2 a seguir: 

 

Tabela 2. Nomenclatura utilizada para os eletrodos de FCSNTc, de acordo com os 
materiais quem compõem o compósito 

Eletrodo 
Componentes do compósito 

Citocromo c Quitosana BMMIBF4 

FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4    

FCSNTc/Citc/Quit   - 

FCSNTc/Citc/BMMIBF4  -  

FCSNTc/Citc  - - 

FCSNTc - - - 
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Todos os experimentos eletroquímicos com os FCSNTc modificados foram 

realizados em solução tampão fosfato PBS 0,1 mol L-1 pH 7,0 borbulhado com gás 

nitrogênio, utilizando o Ag/AgClCl
-
sat com eletrodo referencia e uma chapa de platina 

com contra eletrodo. Após a utilização os eletrodo modificados foram estocados a     

4 oC em solução tampão fosfato PBS. 

 

3.7. Instrumentação  

3.7.1. Medidas Eletroquímicas 

Para se obter informações do comportamento eletroquímico do citocromo 

c foram utilizados as técnicas de voltametria cíclica e cronoamperometria. Todos os 

experimentos foram realizados no potenciostato da Eco Chemie, Autolab PGSTAT  

30 utilizando os softwares GPS versão 4.9.005 e NOVA versão 1.6.013. A cela 

eletroquímica utilizada para os experimentos consistia em um compartimento único 

de vidro juntamente com a os eletrodos necessários para a realização dos 

experimentos. 

 

3.7.2. Medidas Espectroscópicas 

A espectroscopia é uma técnica muito utilizada no estudo de diversas 

heme-proteinas, pois a interação da radiação com a substância em análise pode 

fornecer informações sobre pequenas modificações estruturais ou de mudanças do 

tipo de ligação quando o material sofre qualquer tipo perturbação. 

Os experimentos de UV-Visível das soluções contendo o citocromo c e os 

integrantes do compósito utilizados para imobiliza-lo na superfície do eletrodo, foram 

realizados em um espectrômetro HEWLETT PACKARD 8453. Uma cubeta de 
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quartzo com 1 cm de caminho óptico foi utilizada como cela, sendo os espectros 

obtidos num intervalo de 200 a 900 nm .  

Os espectros de Raman dos feltros modificados foram realizados no 

equipamento RENISHAW Raman Imaging (System 3000), acoplado a um 

microscópio Olympus e detector CCD (Wright, 600 x 400 pixels). Foi utilizado como 

linha de excitação na região do visível um laser de He/Ne (Spectra Physics mod 127, 

o=488nm (azul)). Os experimentos foram realizados no laboratório de 

Espectroscopia Molecular (LEM) do Instituto de Química da USP pelo aluno de 

doutorado Diego Pereira dos Santos, do grupo de pesquisa da profa. Dra. Marcia 

Temperini. Os espectros registrados tiveram a linha base corrigida utilizando o 

programa Origin® 8.0. 

Os espectros de Dicroísmo Circular (DC) da solução de citocromo c e de 

seus respectivos compósitos com quitosana e líquido iônico foram realizados no 

equipamento JASCO modelo J-720 Spectropolarimeter da Central Analítica do 

Instituto de Química da USP. Uma cela de quartzo com espessura de 0,5 mm e 

capacidade de aproximadamente de 0,30 mL de volume, foi utilizada como caminho 

óptico e as medidas foram realizadas a uma velocidade de varredura de 50 nm/mim 

com a faixa espectral variando de 200 a 700 nm. 

A técnica de Dicroismo circular é comumente utilizada para os estudos de 

modificações na estrutura secundária de biomoléculas, resultando em informações 

complementares as obtidas por UV-Vis, devido a interação da luz circularmente 

polarizada com as sequências dos aminoácidos. 
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3.7.3. Caracterização Morfológica 

Para caracterização morfológica da superfície dos eletrodos  FCSNTc, 

FCSNTc/Citc,  FCSNTc/Citc/Quit, FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 e 

FCSNTc/Citc/BMMIBF4,  foi utilizado o a técnica de Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) por emissão de campo, através do equipamento JEOL, modelo 

JSM-7401F situado na central analítica do Instituto de Química da USP, operado 

pelo Dr. Vinícius Romero Gonçales. 
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4. Resultados e Discussão 
 

 

4.1. Eletroatividade do citocromo c em líquido iônico 

A formação de compósitos para auxiliar a imobilização de uma 

proteína/enzima sobre a superfície de um eletrodo esta entre as maneiras eficazes 

de garantir um bom desempenho analítico dos biossensores. Dentre estes materiais, 

compósitos contendo quitosana e líquidos iônicos se destacam para a 

funcionalização de eletrodos com o citocromo c, garantindo uma melhor resposta 

eletroquímica e aumentando os níveis de sensibilidade. [46,82]
 

Como a motivação deste trabalho esta na formação de um compósito que 

contenha um líquido iônico capaz de manter a integridade proteína em estudo, foi 

realizado, inicialmente, um experimento por voltametria cíclica para monitorar a 

eletroatividade do citocromo c no líquido iônico tetrafluoroborato de 1-metil-2,3-

dimetilimidazolio (BMMIBF4). 

O citocromo c foi imobilizado na superfície do eletrodo de carbono vítreo, 

misturando uma solução de citocromo c de concentração 10 mg mL-1, com uma 

solução de quitosana na proporção 25/75%(v/v) respectivamente. 

A solução de quitosana, amplamente utilizada em processos de 

imobilização de enzimas, forma uma barreira física, quando a água da solução é 

evaporada e, deste modo, mantém o citocromo c próximo a superfície do eletrodo, 

tornando-se o meio imobilizador do biossensor. 

Conforme descrito na seção 3.5.1. foi obtido o eletrodo modificado 

CV/Quit/Citc, e a resposta eletroquímica do citocromo c foi registrada através de 
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uma varredura de potencial entre -0,90 e +0,60 V a uma velocidade de 50mV s-1, 

utilizando como meio eletrolítico o líquido iônico BMMIBF4. Este mesmo 

procedimento foi realizado com o eletrodo CV/Quit, para fins comparativos, e os 

resultados estão apresentados na figura 4.1. 

 

Figura 4.1. Voltamogramas cíclicos dos eletrodos CV/Quit/Cit e CV/Quit em 

BMMIBF4. Velocidade de varredura 25 mV s-1 

 

Como pode-se observar, o eletrodo contendo o citocromo c no compósito 

apresenta um par de picos com valores de potencial do pico anódico (Epa) e catódico 

(Epc) de 0,15 V e -0,45 V respectivamente com o valor de diferença de potencial 

entre os picos (∆Ep) de 600 mV. Como o eletrodo sem o citocromo não apresentou 

nenhum processo redox durante a faixa de potencial aplicada (CV/Quit), concluiu-se 

que os picos presentes no eletrodo CV/Citc/Quit estão relacionados com a 

transferência de elétrons entre o citocromo c e o carbono vítreo através da oxidação 

e redução do átomo de ferro do grupo heme Fe+2/Fe+3. 
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Em seguida, foram realizados outros voltamogramas cíclicos variando-se 

a velocidade de varredura para 50, 80, 100, 200, 300 e 400 mV s-1 para avaliar o 

processo de transferência de carga do citocromo c no líquido iônico. 

Como pode ser observado na figura 4.2 (a), o citocromo c se mantém 

eletroativo em todos os experimentos e ambos os picos de corrente anódico e 

catódico cresceram com o aumento das velocidades de varredura indicando um 

processo eletroquímico controlado na superfície. Observa-se também um pequeno 

deslocamento entre os picos de corrente (∆Ep) com o aumento da velocidade de 

varredura e a figura 4.2 (b) apresenta a variação, com uma tendência linear, entre os 

valores de corrente de picos anódicos (ipa) e catódicos (ipc) com a velocidade de 

varredura. 

.  

Figura 4.2 (a) pefil j/E do eletrodo CV/Cit/Quit em BMMIBF4 a diferentes velocidades 

de varredura e (b) gráfico de ipa e ipc em função da velocidade de varredura 

 

Tendo em vista que valores baixos de ∆Ep indicam uma boa 

reversibilidade e agilidade na transferência de elétrons, não podemos comparar o 

valor de ∆Ep de 600 mV encontrado para este sistema em LI a 25 mV s-1 com meios 

aquosos convencionais, pois se trata de um meio eletrolítico totalmente diferente e 

-0,9 -0,6 -0,3 0,0 0,3 0,6 0,9

-80

-60

-40

-20

0

20

40

60

80

j 
/ 

A

 c
m

-2

Potencial  / V vs Ag

 

 

 mV.s
-1

25

400

CV/Quit/Citc
(a)

0 100 200 300 400

-60

-40

-20

0

20

40

60

i
pc

 

 

 

 velocidade de varredura / mV s
-1

j /
 (


A
 c

m
-2

) 

(b)

i
pa



Resultados e Discussão 40 

em meios aquosos os valores de ∆Ep que variam de 5 a 300 mV em média 

(dependendo do método de imobilização) 

Foi demonstrado por experimentos de voltametria cíclica que o líquido 

iônico BMMIBF4 escolhido para a formação do compósito imobilizador do citocromo 

c, não impede que a mesma promova sua atividade redox. E baseado na 

sensibilidade da estrutura e na propriedade funcional da macromolécula biológica, 

acredita-se que apesar da interação do citocromo c com a quitosana o líquido iônico 

mantém o grupo heme acessível para a promoção dos eventos de transferência de 

elétrons. Tendo em vista um liquido iônico adequado, um dos objetivos deste 

trabalho foi estudar a interação deste material com a biomolécula durante a 

imobilização. 

 

4.2. Carbono vítreo modificado com compósito de quitosana, 

citocromo c e líquido iônico BMMIBF4 

Para um biossensor apresentar bom desempenho analítico, todos os 

componentes utilizados na imobilização não devem prejudicar o processo de 

transferência de elétrons entre a proteína/enzima e a superfície do eletrodo de 

trabalho. Tendo em vista que o BMMIBF4 manteve a eletroatividade do citocromo c, 

este foi incorporado no compósito e foi utilizado como o novo meio imobilizador. 

A preparação do compósito foi descrita na seção 3.4, ou seja, foi 

adicionado 3% em volume da quantidade do BMMIBF4 na mistura de 25/75% (v/v) 

das soluções de citocromo c (10 mg mL-1) e quitosana respectivamente. Após 

depositar 10 µL por “casting” da solução do compósito e esperar secar por 12h a 

temperatura ambiente em local escuro, foi obtido o eletrodo modificado 

CV/Citc/Quit/BMMIBF4. 
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Para verificar a eletroatividade do citocromo c neste compósito, foi 

utilizado uma solução tampão fosfato PBS pH 7.0 0,1 mol L-1 como meio eletrolítico, 

que fora previamente deixado borbulhar gás nitrogênio por um período de 1 hora. 

Quando o eletrodo foi submerso na solução tampão fosfato PBS, foi observado que 

a película do compósito permanecia na superfície do eletrodo de CV, indicando uma 

boa estabilidade do compósito no meio aquoso. 

Utilizando a mesma faixa de potencial de -0,9 a +0,6 V foram realizados 

10 ciclos voltamétricos a 25 mV s-1 do eletrodo CV/Citc/Quit/BMMIBF4, cujo perfil 

eletroquímico esta apresentado na figura 4.3 (a).  

 

 
Figura 4.3 (a) pefil j/E do eletrodo CV/Citc/Quit/MMIBF4 e (b) comparação do sinal 

de corrente com os eletrodos CV/Quit/BMMIBF4 e CV em solução tampão PBS 
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Pela figura 4.3 (a), foi possível observar que desde o primeiro ciclo 

realizado, um par de picos redox permanece nos voltamogramas, com um pico de 

corrente iniciando em -0,15 V no sentido anódico e no sentido contrário o pico de 

corrente catódico tem seu ponto máximo em -0,35 V. Para o eletrodo 

CV/Citc/quit/BMMIBF4 o ∆Ep foi de 200 mV e os picos são atribuídos a transferência 

de elétrons entre o citc e o CV, pois através da figura 4.3 (b) observa-se que os 

eletrodos que não contém o citocromo c no compósito (CV/Quit/BMMIBF4 e CV) não 

apresentam nenhum pico de processo redox. 

Nestes resultados, a presença dos picos evidencia que o citocromo c esta 

imobilizado na superfície do CV, e que o microambiente causado pela quitosana e 

liquido iônico no compósito não causam mudanças na eletro-atividade da 

biomolécula.  

Isso é um fato interessante, pois se tratando de heme-proteínas, qualquer 

fator externo que perturbe a estabilidade da sua estrutura secundária, pode vir a 

promover a blindagem do grupo heme (que dificulta a transferência de elétrons) ou 

em casos mais agressivos, a biomolécula pode se desnaturar completamente, 

perdendo todo seu caráter eletroativo. [83,84] 

 

4.2.1. Atividade eletrocatalítica do CV/Cit/Quit/BMMIBF4 com 

peróxido de hidrogênio 

Após verificar a eletroatividade do citcromo c imobilizado por quitosana e 

líquido iônico, foi utilizado o eletrodo CV/Citc/Quit/BMMIBF4 para explorar sua 

atividade eletrocatalítica através da detecção de peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Para tal experimento, foi montado uma cela eletroquímica com 5 mL de 

solução tampão PBS pH 7,0 borbulhado com gás nitrogênio por uma hora com os  



Resultados e Discussão 43 

eletrodos de referência e contra eletrodo. A detecção foi monitorada por voltametria 

cíclica e com agitação magnética de 400-500 rpm, sendo adicionados 10 µL de uma 

solução 0,5 mol L-1 de H2O2. Nestas condições, cada alíquota adicionada 

correspondia a um incremento de 1,0 mmol L-1 na concentração de H2O2.  

 

Figura 4.4  Resposta da corrente em função do potencial do eletrodo 

CV/Citc/Quit/BMMIBF4 em solução tampão PBS pH 7,0 contendo diferentes 

concentrações de H2O2 (velocidade de varredura = 25 mV s-1) 

 

Como apresentado na figura 4.4, logo após a adição da primeira alíquota 

de H2O2 (1,0 mmol L-1) o comportamento eletroquímico do citocromo c mudou 

completamente. Primeiro pode-se observar que o pico de redução não ocorreu no 

mesmo valor de potencial de redução do citocromo c (-0,35 V), sendo que a corrente 

catódica começa a crescer a partir de -0,45 V formando o pico em -0,75 V. Segundo, 

vimos que neste valor de potencial de 0,75 V o valor da corrente de pico aumentava 

na medida em que se aumentava a concentração da solução de H2O2, mostrando 

que o analito era permeável ao compósito, porém o processo de redução não estava 
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sendo catalisado pelo citocromo c mas apenas ocorrendo devido ao contato com a 

superfície do eletrodo. 

Para obter informações sobre o processo de redução de H2O2 em CV foi 

realizado o experimento sob as mesmas condições, porém utilizando o eletrodo CV 

sem o depósito do compósito em sua superfície (figura 4.5). 

 

Figura 4.5  Voltametria cíclica realiza com o CV em solução tampão de PBS pH 7,0 

com diferentes concentrações de H2O2 (velocidade de varredura = 25 mV s-1) 

 

Pelos voltamogramas da figura 4.5 podemos observar que pico de 

corrente de redução se encontra em -0,75 V, sugerindo que a redução do H2O2 

esteja ocorrendo neste valor de potencial devido ao contato direto com o eletrodo de 

CV. Como este é o mesmo valor de potencial encontrado para o eletrodo 

CV/Cit/Quit/BMMIBF4, confirma-se que para o eletrodo modificado, o citocromo c 

não esteja catalisando a redução do H2O2. 

Em seguida, novos métodos de imobilização foram estudados visando 

uma melhor resposta do compósito na presença desse analito. 
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4.2.2. Novo método de imobilização do citocromo c em carbono vítreo   

Para a obtenção de um biossensor que apresente um bom desempenho, 

foi realizado um novo método de imobilização do citocromo c na superfície do 

eletrodo de carbono vítreo. 

Nesse sentido o novo método de imobilização consiste inicialmente em 

modificar o eletrodo somente com um compósito com quitosana e líquido iônico. 

Para manter a mesma quantidade destes materiais, a porcentagem relacionada à 

quantidade da solução de citocromo c do compósito anterior, foi substituída pela 

solução tampão PBS pH 7,0.  

Deste modo, o novo compósito foi desenvolvido através da adição de 3% 

do líquido iônico BMMIBF4, na solução que continha 25% e 75% de solução tampão 

PBS e quitosana respectivamente. A formação do eletrodo modificado ocorreu pela 

deposição e evaporação de 10 µL deste compósito na superfície do eletrodo, 

conforme demonstrado na figura 4.6 a seguir, formando assim o eletrodo 

CV/Quit/BMMIBF4. 

 

 

Figura 4.6  Esquema ilustrado de preparação do eletrodo CV/Quit/BMMIBF4 com o 

compósito de quitosana e líquido iônico 
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A incorporação do citocromo c no compósito foi monitorada por 

voltametria cíclica, através da realização de 30 ciclos sucessivos do eletrodo 

CV/Quit/BMMIBF4, com um intervalo de potencial de -0,5V a 0,3V e velocidade de 

varredura de 50mV.s-1, em uma solução contendo citocromo c em PBS pH 7,0 na 

concentração de 10 mg mL-1 e o perfil j/E esta apresentado na figura 4.7. 

 

Figura 4.7  Voltametria cíclica do eletrodo CV/Quit/BMMIBF4 em solução de 

citocromo c em PBS pH 7,0 na concentração de 10 mg mL-1.  

 

Pela figura 4.7 podemos perceber que através dos sucessivos  ciclos 

voltametricos a corrente aumenta nos dois sentidos da varredura de potencial, com 

os valores de potencial de picos de corrente anódica e catódica em    -0,10 V e -0,35 

V respectivamente, chegando a um valor constante a partir do 200 ciclo. Como o 

processo de transferência de elétrons somente ocorre próximo da superfície do 

eletrodo e o sinal de corrente é proporcional à quantidade de material eletroativo, 

este aumento de corrente evidencia que a cada ciclo realizado mais citocromo c 

estava sendo incorporado na matriz do compósito. Sendo assim, após a ciclagem do 
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CV/Quit/BMMIBF4 em solução de citocromoc, foi formado o eletrodo modificado 

CV/Quit/BMMIBF4/Citc. 

Para verificar se o citocromo c permanecia no compósito e analisar a 

eficiência do eletrodo CV/Quit/BMMIBF4/Citc, este foi submetido a uma análise por 

voltametria cíclica em uma solução tampão de PBS (desoxigenada por gás 

nitrogênio).  

 

Figura 4.8  Perfil j/E do eletrodo modificado CV/Quit/BMMIBF4/Citc em solução de 

PBS pH 7,0. Velocidade de varredura de 25 mV s-1. 

 

Como pode ser observado pela figura 4.8, mantendo-se as mesmas 
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-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

-20

0

20

 

 

Potencial  / V vs Ag/AgCl
Cl

-
sat

j 
/ 

A

 c
m

-2

CV/Quit/BMMIBF
4
/Citc



Resultados e Discussão 48 

sentidos da varredura de potencial. Vale lembrar que em voltamogramas cíclicos a 

simetria dos picos de oxidação e redução são indícios de boa interação do material 

eletroativo com a superfície do eletrodo. 

Para explorar a atividade eletrocatalítica do citocromo c por voltametria 

cíclica neste novo eletrodo, sua resposta eletroquímica frente à redução de H2O2 

também foi estudada. Para tal análise foi preparada uma solução de H2O2 que 

resultava num incremente de 0,50 mmol L-1 a cada alíquota de 10 µL adicionada em 

5 mL de solução tampão PBS pH 7,0 (figura 4.9). 

 

Figura 4.9  Voltamogramas cíclicos do eletrodo /Quit/BMMIBF4/Citc a 25 mV s-1 em 

solução tampão de PBS com diferentes concentrações de H2O2. 
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realizadas e que a corrente de pico aumentava gradativamente com o número de 

adições devido a crescente quantidade de material reduzida na superfície do 

eletrodo.  

Diferentemente do apresentado para o eletrodo CV/Citc /Quit/BMMIBF4, 

neste eletrodo formado pelo novo método de imobilização, o valor do potencial de 

redução do H2O2 permanecia no mesmo valor de redução do citocromo c, indicando 

que a redução do analito estava sendo catalisada pela biomolécula.  

Para demonstrar a eficiência na detecção e calcular a sensibilidade 

analítica encontrada nos voltamogramas de redução de H2O2 no 

CV/Quit/BMMIBF4/Citc, , foi montado um gráfico que mostra a relação entre a 

densidade de corrente relacionada ao processo de redução (j-jo) com a concentração 

do analito. A figura 4.10 apresenta o resultado do cálculo da sensibilidade para este 

eletrodo, juntamente com a sensibilidade do eletrodo CV, durante a redução do H2O2 

sem o compósito (figura 4.5, pag 44), para fins comparativos. 

   

Figura 4.10  Curvas analíticas construídas através da variação da corrente catódica 

durante as adições de alíquotas de H2O2 por voltametrias cíclicas dos eletrodos 

CV/Quit/BMMIBF4/Citc e CV. 
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Com pode ser observado na figura 4.10, eletrodo CV/Quit/BMMIBF4/Citc 

apresentou sensibilidade de 18,6 µA cm-2 mmol L-1, cujo valor é superior a 

sensibilidade de 2,2 µA cm-2 mmol L-1 para o eletrodo de CV, evidenciando que a 

modificação da superfície do eletrodo com o compósito apresentou vantagens na 

detecção de H2O2. 

Esses resultados mostram que a presença do citocromo c desempenha 

um papel importante no comportamento analítico para a redução H2O2 e que o 

método utilizado para sua imobilização pode modificar todas suas propriedades 

eletrocatalíticas como fora mostrado nos experimentos até este momento. 

Sendo assim foi demonstrado que o compósito formado é passível de ser 

utilizado para imobilização do citocromo c, sendo este método considerado 

vantajoso pois não envolve formações de ligações covalentes com a biomolécula, 

favorecendo a preservação de sua estrutura .  

Com o objetivo de construir um biossensor com um melhor desempenho 

eletroquímico, foi utilizado um novo substrato capaz de melhorar a transferência 

direta de elétrons. Tendo em vista a alta aplicabilidade dos nanotubos de carbono 

em biossensores com citocromo c, os feltros de microfibra de carbono recobertos 

com nanotubos do tipo “cup stacked” (FCSNTc) foram utilizados como uma nova 

alternativa de eletrodo tridimensional, para os estudos eletroquímicos da 

biomolécula. 

 

4.3. FCSNTc como substrato para imobilização de citocromo c 

Os FCSNTc são plataformas tridimensionais que apresentam elevada 

área de contato e condições favoráveis para tornarem-se eletrodos de trabalhos em 

estudos eletroquímicos. Devido as propriedades dos FCSNTc, o interesse em utiliza-
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los como substratos para biossensores é relativamente recente e os estudos tem 

mostrado resultados interessantes, como apresentado por Romero e colaboradores 

[78] sobre a elevada sensibilidade obtida em feltros modificados com materiais 

híbridos análogos ao azul da Prússia para detecção de peróxido de hidrogênio. 

A construção do biossensor proposto nesta seção consiste em imobilizar 

o citocromo c nos FCSNTc utilizando o compósito para a detecção de peróxido de 

hidrogênio em carbono vítreo. Portanto, o método de imobilização partiu da imersão 

do eletrodo na solução do compósito, contendo 3% do líquido iônico BMMIBF4 na 

mistura das soluções de citocromo (10 mg mL-1) e quitosana a 25/75% (v/v), 

respectivamente, por 12 horas a 4 oC. Em seguida o feltro foi retirado da solução e 

deixado em local escuro a temperatura ambiente para evaporar o solvente, formando 

o eletrodo FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4.  

Para avaliar o efeito do liquido iônico neste compósito, este mesmo 

procedimento foi realizado para um novo feltro imerso em uma solução contendo 

apenas as soluções de citocromo e quitosana a 25/75% (v/v) e após a secagem, 

formou-se o eletrodo FCSNTc/Citc/Quit. 

O estudo da eletroatividade do citocromo c imobilizado e da sua 

estabilidade nestes eletrodos modificados, foi realizado inicialmente através da 

técnica de voltametria cíclica, com a realização de 20 ciclos em solução tampão 

fosfato PBS pH 7,0 a 25 mV s-1, conforme demonstrado na figura 4.11 (a) e (b). Para 

fazermos uma comparação do desempenho eletroquímico do citocromo c nos feltros 

modificados, todos os valores de corrente obtidos nos voltamogramas foram 

divididos pelo valor da massa dos feltros, em miligramas representados por i/m (µA 

mg-1). 
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Figura 4.11  Perfis i/E dos eletrodos (a) FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4, (b) 

FCSNTc/Citc/Quit  em solução tampão fosfato PBS 0,1 mol L-1 pH 7,0. (c) compara-

ção entre os perfis dos eletrodos com o FCSNTc. Veloc. de varredura de 25 mV s-1. 
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Como pode ser observado, para ambos os eletrodos (a) e (b), os 

voltamogramas apresentaram um mesmo perfil eletroquímico típico da heme-

proteína com a presença de um par de pico redox. [3,8] Observa-se também que a 

corrente de pico permanece num valor constante durante todos os ciclos, indicando 

que o citocromo permanece eletroativo e que o método de imobilização esteja 

favorecendo a conexão entre o sitio ativo da biomolécula com os nanotubos do feltro 

para a transferência direta de elétrons do processo redox Fe+3/Fe+2 do grupo heme. 

A figura 4.11 (c), mostra a comparação dos voltamogramas cíclicos dos 

eletrodos modificados (a) e (b) com o feltro FCSNTc (sem compósito) que não 

apresenta nenhum processo eletroquímico no intervalo de potencial utilizado. Para o 

eletrodo FCSNTc/Cit/Quit/BMMIBF4 o potencial de pico anódico (Epa) e pico catódico 

(Epc) tem valores de -0,260V e -0,344 V respectivamente, com o valor de separação 

entre os picos anódico e catódico (∆Ep =  Epa - Epc) de 84 mV e para o eletrodo 

FCSNTc/Citc/Quit, Epa vale -0,249 V, Epc -0,308V e ∆Ep 59 mV. 

Para estimar a quantidade de citocromo c imobilizado nos eletrodos, foi 

usada a relação entre as cargas dos processos redox com a quantidade de material 

eletroativo na superfície do eletrodo. Utilizando o programa Origin 8.0 foi possível 

integrar a área das correntes de picos do par redox chegando aos valores de carga 

relativos a cada processo. Para o citocromo c imobilizado no eletrodo FCSNTc 

/Citc/Quit/BMMIBF4 a carga dos processos de oxidação e redução foram de 

2,511x10-5 C e -6,77x10-5 C respectivamente, e para o eletrodo FCSNTc/Citc/Quit os 

valores das cargas são 1,91x10-5 C e -6,28x10-5 C para oxidação e redução. Como a 

quantidade de carga em um processo eletroquímico esta diretamente relacionada 

com a quantidade de material eletroativo na superfície do eletrodo pode-se condizer 

que a quantidade de citocromo c imobilizada nos eletrodos foi sutilmente superior 
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para o eletrodo contendo o líquido iônico, provavelmente ocasionado por uma 

mudança na dupla camada elétrica na superfície do nanotubo de carbono, 

favorecendo uma quantidade maior de interações com citocromo c. 

Além da similaridade do perfil eletroquímico, da estabilidade do método de 

imobilização observada do voltamograma e da quantidade de citocromo c, observa-

se também para o eletrodo modificado FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4. os valores de 

Epa e Epc estão em valores mais negativos com valor de ∆Ep maior, quando 

comparado com o outro eletrodo. 

Estas mudanças nos parâmetros eletroquímicos, também foram 

observadas por em outros trabalhos da literatura, que mostram a influência da carga 

de líquidos iônicos com cátions imidazólios, em heme-proteínas. [85] Para estes 

casos, foi observado que ao utilizar líquido iônico junto com nanotubos de carbono, 

os cátions imidazólios se aproximam da carga negativa dos nanotubos de carbono 

deixando a carga da superfície do eletrodo mais positiva e por isso, dependendo da 

carga da heme proteína a ser imobilizada no eletrodo, os valores de Epa, Epc, e ∆Ep 

podem mudar devido a diferentes modo de interação com a superfície. [51,85]  

Por exemplo, Du e colaboradores [85] mostraram que ao utilizar uma 

heme-proteína neutra em pH 7,0, como no caso da Mioglobina (Mb), a presença da 

carga positiva do cátion (tipo imidazólio) do líquido iônico BMIBF6 (hexafluorborato 

de 1-butil,2-metilimidazolio), não interfere nos parâmetros eletroquímicos 

mencionados acima, independente se a proteína foi imobilizada por um compósito 

contendo ou não o liquido iônico. No entanto ao utilizar o citocromo c, que apresenta 

carga positiva no pH 7.0 (devido ao seu ponto isoelétrico pH 10,1), este mesmo 

trabalho mostrou que ao colocar o liquido iônico na presença dos nanotubos de 

carbono, a carga positiva formada na superfície proporcionaria uma repulsão da 
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carga positiva do citocromo c, mas não os impedindo de interagir, pois mesmo com o 

líquido iônico os seus processos redox ocorrem, porém em potenciais mais 

negativos ao serem comparados com o mesmo estudo em um compósito sem o 

liquido iônico.  

Sendo assim, fazendo uma analogia, os valores obtidos de Epa, Epc e 

∆Ep para o eletrodo modificado FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4, foram diferentes devido 

a um fator de acessibilidade do citocromo c na superfície de nanotubo devido a uma 

diferença na resistência de transferência de cargas no meio que contem o material 

totalmente iônico com o compósito sem. 

Para demonstrar que os nanotubos de carbono utilizados na preparação 

deste feltro apresentam um papel muito importante na eletroquímica do citocromo c, 

foi realizado o mesmo experimento de estudo da eletroatividade do biomaterial 

imobilizado pelo compósito com quitosana e BMMIBF4 porém utilizando um feltro 

que não era recoberto por nenhum tipo de nanotubos de carbono (Fc). Este Fc 

também foi desenvolvido pelo professor José Maurício Rosolen da USP de Ribeirão 

Preto e serviu como o eletrodo de trabalho nos estudos voltamétricos. 

Para imobilizar o citocromo c, o Fc foi mergulhado na solução com o 

compósito de citocromo c, quitosana e BMMIBF4 por um período de 12 horas a 4 oC 

e deixado mais 12h em temperatura ambiente fora da solução para evaporar o 

solvente formando assim o eletrodo modificado Fc/Citc/Quit/BMMIBF4. Em seguida o 

eletrodo foi colocado em 5 mL de solução de PBS e a medida eletroquímica foi 

realizada aplicando um intervalo de potencial de -0,6V até 0,3V a 25mV.s-1. 

De acordo com a figura 4.12, foi observado que o perfil voltamétrico do 

eletrodo modificado Fc/Citc/Quit/BMMIBF4 era diferente dos eletrodos que 

apresentavam nanotubos de carbono na superfície das microfibras 
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(FCSNTc/Quit/Cit/BMMIBF4 e FCSNTc/Quit/Cit). Para este eletrodo foi observado 

apenas uma onda ampla de corrente catódica a partir de -0,35 V, que diminui ao 

longo de apenas 5 ciclos realizados, indicando que para este substrato, o citocromo 

c imobilizado no compósito não desempenha a sua atividade eletroquímica devido a 

falta de interação dos seus sítios ativos com a superfície do feltro de microfibra de 

carbono. 

 

Figura 4.12 Voltamograma cíclico do eletrodo Fc/Citc/Quit/BMMIBF4 em solução 

tampão PBS pH 7.0 (v=25mV.s-1). 

 

Considerando este resultado da figura 4.12, com todos os outros dados 

obtidos sobre a eletroatividade do citocromo c nos compósitos citados em eletrodo 

de carbono vítreo (CV) e em FCSNTc, podemos afirmar que a presença dos 

nanotubos de carbono representam uma melhora na atividade eletroquímica da 

biomolécula mais significativa do que a presença do líquido iônico no compósito. 

Estes dados em questão se contrapõem quando comparados com estudos que 

utilizam quitosana, líquido iônico com nanotubos de carbono dispersos nos 
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compósitos, pois neste caso, a eletroatividade do citocromo c somente é melhorada 

quando líquido iônico é incorporado. 

 De acordo com o trabalho apresentado na literatura por Zhang e 

colaboradores [46], que estudaram o comportamento eletroquímico do citocromo c em 

compósitos semelhantes aos deste trabalho, mostraram que ao utilizar eletrodo de 

trabalho de carbono vítreo com nanotubos de carbono de múltiplas camadas 

(MWCNT) disperso nos compósitos, o citocromo c apresenta uma melhora na sua 

eletroatividade somente quando o liquido iônico está presente, pois assim, ele 

estaria favorecendo a interação da heme-proteína com os nanotubos de carbono e 

deixando os sítios ativos mais disponíveis e facilitando assim a transferência direta 

de elétrons.  No entanto, os autores não mencionam o fato dos nanotubos de 

carbono apresentarem uma melhor dispersão quando o líquido iônico é incorporado 

e desta forma, melhorando a interação com a biomolécula. 

No caso dos FCSNTc, os nanotubos já se encontram imobilizados nas 

paredes das microfibra de carbono que compõem o feltro, e desta maneira o líquido 

iônico não precisa agir como agente dispersante, como  apresentados nos eletrodos 

de CV por Zhang e colaboradores. [46] 

 

 

4.3.1. Atividade eletrocatalítica do citocromo c no FCSNTc 

Após os estudos eletroquímicos do citocromo c imobilizado nos compósitos 

com quitosana e líquido iônico, foram realizados testes de detecção de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) com os eletrodos modificados, para obtermos informações sobre a 

sensibilidade destes novos biossensores. 
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Experimentos eletrocatalíticos foram realizados através do monitoramento da 

corrente de redução do analito, sendo a técnica cronoamperométrica a mais sensível 

e adequada para tal estudo. Como a detecção amperométrica consiste em informar 

a variação da corrente em função do tempo através da aplicação de um potencial 

constante, houve a necessidade de determinar o valor do potencial necessário para 

reduzir o H2O2 eletrocataliticamente para os novos eletrodos. 

Para tal finalidade, a técnica de voltametria cíclica foi utilizada para 

monitorar a corrente de redução do H2O2, com o intervalo de potencial de -0,70 V a 

0,30 V. Foram utilizados 5 mL da solução tampão de PBS pH 7,0, saturada de gás 

nitrogênio, na cela eletroquímica com agitação magnética moderada (400 rpm) e a 

variação da concentração foi determinada pela adição de alíquotas de uma solução 

0,1 mol L-1 de H2O2.  

A figura 4.13 abaixo apresenta os voltamogramas cíclicos da atividade 

eletrocatalítica do eletrodo FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 através da variação da 

concentração de H2O2 para 0,20, 0,40, 1,00, e 1,40 mmol L-1 (b – e) a uma 

velocidade de varredura de 25 mV s-1. 
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Figura 4.13. Voltamogramas cíclicos do eletrodo FNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 em 

diferentes concentrações de  H2O2: (a) 0,00, (b)0,20,  (c) 0,40, (d) 1,00 e (e) 1,40 

mmol L-1. Velocidade de varredura 25 mV s-1 

 

De acordo com os resultados, o voltamograma (a) apresenta somente os 

picos típicos do processo redox  do citocromo c, devido a sua eletroatividade no 

meio eletrolítico. Em seguida ao adicionar uma alíquota capaz de manter a solução 

numa concentração de 0,20 mmol L-1 de H2O2 (b), foi observado um aumento na 

intensidade de corrente de pico catódico, com um valor máximo em 

aproximadamente -0,30 V. Como pode ser visto, quando se aumenta a concentração 

do analito para 0,40, 1,00 e 1,40 mmol L-1 (c – e) na solução, ocorre o aumento da 

corrente de pico no sentido catódico e a diminuição da corrente de pico anódico. 

Estes fenômenos caracterizam um processo de redução eletrocatalítica indicando 

que no potencial de -0,30 V esteja ocorrendo a reação de redução do H2O2 

catalisada pelo citocromo c imobilizado no eletrodo. 

O experimento apresentado na figura 4.13 foi importante para determinar 

qual seria o melhor potencial de polarização do eletrodo durante os experimentos de 
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detecção de H2O2 por cronoamperometria. E como pode ser visto o potencial de       

-0,30 V foi suficiente para o H2O2 ser reduzido pelo citocromo c e deste modo sendo 

escolhido como o potencial de redução para os experimentos de detecção. 

Para comprovar que os picos observados no voltamograma da figura 4.13 

estão relacionados com os processos de redução do H2O2 pelo citocromo c na 

superfície dos FCSNTc modificados, foi realizada uma nova detecção do H2O2, sob 

as mesmas condições experimentais e de concentração, utilizando um feltro de 

microfibra de carbono sem o recobrimento dos nanotubos de carbono (Fc) com o 

compósito de citocromo c, quitosana e BMMIBF4 (Fc/Citc/Quit/BMMIBF4) e de um 

feltro FCSNTc sem nenhum tipo de compósito. 

Como pode ser observado na figura 4.14, os perfis de corrente para a 

detecção de H2O2 para o eletrodo Fc/Citc/Quit/BMMIBF4 (a) e o FCSNTc (b) são 

bem diferentes do observado para o eletrodo FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 (figura 

4.13). Vemos na figura 4.14 (a) que nenhum pico de corrente é observado, indicando 

que nenhuma interação deva estar ocorrendo entre os sítios ativos do citocromo c 

com a superfície do eletrodo de Fc. Para o FCSNTc, devido a ausência do citocromo 

c , nenhum processo redox fora registrado e o aumento da corrente indica que uma 

pequena quantidade de H2O2 esta sendo reduzida na superfície do eletrodo. 
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Figura 4.14. Perfil i/E dos eletrodos (a) Fc/Citc/Quit/BMMIBF4 e (b) FCSNTc em 

diferentes concentrações de  H2O2: (a) 0,00, (b)0,20,  (c) 0,40, (d) 0,60, (e) 0,80 e (f) 

1,00 mmol L-1 em solução tampão PBS pH 7,0. 

 

Através das figuras 4.14 (a) e (b), podemos concluir que a presença dos 

nanotubos de carbono são fundamentais para promover os processos redox do 

citocromo c e que o processo de detecção eletrocatalítica do H2O2 esteja ocorrendo 

através da biomolécula, já que no eletrodo na ausência do citocromo c o valor de 

corrente relacionada o processo de redução do analito foi menor. 

Dando seguimento nos estudos de detecção foram realizados testes 

amperométricos, para se obter uma maior sensibilidade em relação a quantificação 

de H2O2 em solução. Para tal finalidade, foi utilizada a técnica de cronoamperometria 

aplicando-se o potencial de redução de -0,30 V nos eletrodos FCSNTc/Citc/Quit e 

FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4. 

Para os testes, a variação da concentração do analito foi condicionada a 

adição de alíquotas de 10 µL da solução de H2O2 0,10 mmol L-1 em 5 mL do 

eletrólito de solução tampão fosfato PBS pH 7,0, saturado de gás nitrogênio. Deste 

modo os saltos de corrente de redução observados nos experimentos estão 

relacionados ao incremento de 0,20 mmo L-1 na concentração do analito em solução. 
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Como procedimento experimental, antes de iniciar cada teste, os eletrodos foram 

mantidos, sob o potencial de -0,30 V, por um período de 40 minutos, para manter a 

variação da corrente de fundo o mais estável possível, sem a presença do analito. 

O principal parâmetro a ser utilizado para comparar o desempenho da 

resposta eletrocatalítica do citocromo c nos diferentes eletrodos é a sensibilidade    

de detecção do H2O2 obtidos pela curva analítica. O cálculo desta grandeza foi 

realizado pela construção de um gráfico que relaciona os valores de corrente (i-io) 

dos patamares, após a adição do analito com a sua concentração no eletrólito. 

Deste gráfico ao aplicar uma regressão linear aos pontos experimentais, obteve-se 

uma reta, cujo coeficiente angular corresponde a sensibilidade (S) ao biossensor 

frente à detecção do analito. Da reta obtida, anotou-se o valor do coeficiente de 

correlação (r2), pois quanto mais próximo ao valor de 1,0, melhor é a adequação da 

reta aos dados experimentais. A figura 4.15 a seguir apresenta os 

cronoamperogramas para os eletrodos modificados juntamente com as curvas 

analíticas para determinação da sensibilidade. 

  

Figura 4.15. (a) cronoamperograma e (b) curvas analíticas dos eletrodos modificados e 

polarizados a -0,30 V durante a detecção de H2O2 com incrementos de 0,20 mmol L-1 na 

concentração do analito em solução tampão fosfato pH 7.0. 
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Analisando a figura 4.15 (a) vemos que ao adicionar alíquotas que 

corresponde a 0,20 mmol L-1 de H2O2 cada uma, ocorreu um salto de corrente de 

redução, sendo este aumento mais pronunciado quando se utilizou o eletrodo 

modificado FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4. 

Este salto de corrente ocorre, pois ao adicionar uma quantidade de analito 

no eletrólito, o citocromo c, que se encontra no estado reduzido, se oxida ao reduzir 

quimicamente o H2O2 a H2O. Como o eletrodo esta polarizado a um potencial de       

-0,30 V, a forma oxidada do citocromo c é reduzida eletroquimicamente na superfície 

do eletrodo, o que resulta no aumento da corrente catódica. Ou seja, a quantidade 

de citocromo c que é reduzido na superfície do eletrodo é proporcional à quantidade 

de H2O2 que se reduz e um esquema ilustrativo destes processos esta representado 

na figura 4.16 a seguir. 

 

Figura 4.16. Ilustração esquemática de redução do H2O2 por parte do citocromo c 

imobilizado no eletrodo a -0,30 V vs Ag/AgClCl
-
sat 

 

Após reação de redução do analito, o valor da corrente tende a formar um 

patamar estável pelo fato do sistema atingir um limite difusional das espécies e o 

próximo salto de corrente somente ocorre quando uma nova alíquota de H2O2 é 

adicionada ao eletrólito.  
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Analisando os dados das curvas analíticas da figura 4.15 (b) (pagina 62) 

vemos que a sensibilidade para o eletrodo FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 foi de 4,18 

µA mg-1 mmol-1 L, com coeficiente de correlação de 0,990, limite de detecção (3 

vezes o desvio padrão da corrente residual sem o analito/sensibilidade) de 5,5 x 10-5 

mol L-1 e faixa linear até 1,0 x 10-3 mol L-1. Já para o eletrodo FCSNTc/Citc/Quit, sem 

a presença do líquido iônico, a sensibilidade obtida foi de 2,66 µA mg-1 mmol-1 L, 

com coeficiente de correlação de 0,989, limite detecção (3 vezes o desvio padrão da 

corrente residual sem o analito / sensibilidade) foi de 10,0 x 10-5 mol L-1 e faixa linear 

até 0,80 x 10-3 mol L-1.  

Os resultados apresentados até esta seção, apontam que a presença dos 

FCSNTc desempenham uma função importante no comportamento analítico do 

biossensor de H2O2 e que a presença do líquido iônico BMMIBF4 incorporada ao 

compósito também esta influenciando nessa melhora da sensibilidade oferecendo 

menor resistência à transferência de carga. Uma das razões plausíveis pelo melhor 

desempenho do citocromo c imobilizado em presença do BMMIBF4 esta relacionada 

a um comportamento diferenciado da biomolécula, onde um número maior de 

moléculas de citocromo c sejam capazes de manter os seus sítios ativos disponíveis 

para interagir com os nanotubos de carbono. 

Com o intuito de verificar a influência de cada componente no 

desempenho do biossensor, serão apresentados os estudos eletroquímico e 

eletrocatalíticos do citocromo c em FCSNTc sem o componente quitosana. 
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4.4. Atividade eletroquímica e eletrocatalítica do citocromo c 

em compósitos sem quitosana 

Nesta seção serão apresentados os dados obtidos dos estudos realizados 

da interação do citocromo c com os FCSNTc no compósito sem a presença do 

componente quitosana. Como o novo compósito consistiu em manter a mesma 

concentração de citocromo c, a porcentagem relacionada com a solução de 

quitosana foi substituída por solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,0. Deste modo 

a solução final continha 25% de solução de citocromo c (10 mg mL-1) com 75% de 

solução PBS. Para o compósito com líquido iônico foi mantido a relação de 3% do 

BMMIBF4 ao volume total da solução. 

Partindo destas soluções os eletrodos foram denominados como 

FCSNTc/Citc para o feltro mergulhado na solução contendo somente o citocromo c e 

FCSNTc/Citc/BMMIBF4 para o feltro mergulhado na solução contendo o citocromo c 

e o líquido iônico BMMIBF4.  

Para os estudos eletroquímicos do citocromo c nestes novos eletrodos 

modificados, foram realizados experimentos por voltametria cíclica com intervalo de 

potencial de -0,70 V até 0,05 V a 25 mV s-1 em solução tampão fosfato pH 7,0, 

saturada com gás nitrogênio, cujo perfis eletroquímicos estão apresentados a figura 

4.17, juntamente com voltamograma cíclico do feltro FCSNTc sem nenhum tipo de 

compósito. 
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Figura 4.17  Voltamogramas cíclicos dos eletrodos FCSNTc/Citc/BMMIBF4, 

FCSNTc/Citc e FCSNTc em solução tampão fosfato PBS 0,1 mol L-1 pH 7,0. 

Velocidade de varredura de 25 mV s-1. 

 

De acordo com a figura 4.17 podemos observar que o perfil eletroquímico 

para o citocromo c é semelhante aos obtidos para os eletrodos onde a quitosana 

fazia parte integrante de compósito (figura 4.11 pagina 52), devido à presença do 

par de picos redox relacionados aos processos de oxidação e redução do átomo de 

ferro do grupo heme.  

Para discutir sobre o desempenho eletroquímico do citocromo c nesses 

novos eletrodos, a tabela 3 a seguir apresenta os valores de Epa, Epc e ∆Ep 

juntamente com o parâmetro de potencial formal (Eo’) obtido por (Epa + Epc)/2. 

Tabela 3 Parâmetros eletroquímicos do citocromo c imobilizado em diferentes 

eletrodos 

Eletrodo modificado Epa (V) Epc (V) Eo’(mV) ∆Ep (mV) 

FCSNTc/Citc -0,249 -0,310 -279,5 61 

FCSNTc/Citc/BMMIBF4 -0,250 -0,328 -289 78 

FCSNTc/Citc/Quit -0,249 -0,308 -278,5 59 

FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 -0,260 -0,344 -302 84 
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Por estes valores vemos que entre os eletrodos que não apresentam a 

quitosana no método de imobilização (FCSNTc/Citc e FCSNTc/Citc/BMMIBF4) o 

valor do Epa manteve praticamente o mesmo valor e o potencial de pico catódico , 

Epc, foi mais negativo em presença do líquido iônico, apresentando valor de ∆Ep 17 

mV superior. Este comportamento eletroquímico no aumento do ∆Ep se repete, 

quando comparamos com os resultados dos eletrodos que contém a quitosana em 

presença e ausência de líquido iônico (FCSNTc/Citc/Quit e 

FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4), devido a influencia da carga positiva do cátion 

imidazólio do BMMIBF4 sobre a superfície negativa dos nanotubos de carbono. 

Novamente, este aumento de ∆Ep, sugere que a carga mais positiva da superfície 

do eletrodo devido a presença do líquido iônico, acarreta em interações de repulsão 

com a heme-proteína que também apresenta carga positiva, aumentando a 

dificuldade da reação de redução na superfície do eletrodo, resultando no 

deslocamento do Epc para valores mais negativos. [85]  

Analisando agora os dados obtidos entre os eletrodos FCSNTc/Citc e 

FCSNTc/Citc/Quit, ou seja, sem o líquido iônico BMMIBF4, observa-se que seus 

parâmetros eletroquímicos são praticamente idênticos, indicando que a presença da 

quitosana não estaria interferindo nos processos redox entre o citocromo c e a 

superfície do eletrodo, agindo somente como meio de imobilização. Entretanto 

comparando os dados entre os eletrodos FCSNTc/Citc/BMMIBF4 e 

FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4, foi observado que na presença da quitosana o valor de 

Epc foi mais negativo e com valor de ∆Ep maior,indicando que além da interferência, 

já discutida sobre a presença do líquido iônico, a quitosana exerce também uma 

certa influencia formando uma barreira de modo que mais líquido iônico encontra-se 

em contato com a superfície do eletrodo. Essa mesma conclusão pode ser tirada ao 
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observar os valores do potencial formal (Eo’) que relaciona ao fato de quanto menos 

negativo for este valor, melhor é a reversibilidade dos processos de transferência de 

elétrons entre a heme-proteína e a superfície do eletrodo. [85] De acordo com os 

dados de Eo’ na tabela 3, observa-se somente um aumento do valor deste parâmetro 

eletroquímico quando temos a presença do líquido iônico, sendo este aumento bem 

mais pronunciado quando a quitosana esta junto com o BMMIBF4.  

Em seguida os eletrodos FCSNTc/Citc/BMMIBF4 e FCSNTc/Citc foram 

submetidos aos experimentos de voltametria cíclica em diferentes velocidades. Para 

estes testes foram selecionados as velocidades de varredura 10, 25, 30, 40, 50, 70, 

80, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 900, 

950 e 1000 mV s-1 e a partir dos valores de Epa, Epc, ipa, ipc, foram determinados 

os parâmetros eletroquímicos como a variação da corrente de pico em função da 

velocidade de varredura e o estudo da relação entre o potencial de pico com o 

logaritmo da velocidade de varredura na cinética de transferência de elétrons da 

biomolécula.  

A figura 4.18 (a) apresenta os perfis i/E para ambos os eletrodos. Como 

pode ser observado os voltamogramas obtidos são bem definidos e com picos 

persistentes nos dois sentidos de varredura, indicando que a biomolécula 

permanece conectada a superfície do eletrodo. No entanto, com o aumento da 

velocidade de varredura foi observado que o espaçamento entre os valores de 

potencial dos picos também aumentaram. 
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Figura 4.18  Perfis (a) i/E e (b) i/v  dos eletrodos   FCSNTc/Citc/BMMIBF4 e 

FCSNTc/Citc em diferentes velocidades de varredura. 

 

A figura 4.18 (b) mostra os gráficos da corrente de pico (ipa e ipc) em 

função da velocidade de varredura obtidos a partir dos voltamogramas cíclicos. 

Como pode ser observado, a variação para as correntes de pico anódica e catódica 

foram lineares com as diferentes velocidades de varredura, indicando assim que o 

citocromo c imobilizado apresenta um comportamento eletroquímico característico 

de espécies que estão confinadas na superfície de eletrodos. [3,86] 

Devido a este perfil linear obtidos na figura 4.18 (b), foi possível realizar 

os cálculos propostos por Laviron, que formulou expressões a partir da voltametria 

linear para o caso de espécies eletroativas confinadas na superfície de eletrodos, 
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para obter informações de parâmetros cinéticos-eletroquímicos através da 

construção de gráficos que relacionam a variação do potencial de pico (Ep) com o 

potencial forma (Eo’) conhecido como ∆E = Ep-Eo’, em função do logaritmo da 

velocidade de varredura (log v). [87,88] Segundo a teoria o coeficiente de transferência 

de elétrons (α), o número de elétrons envolvido no processo redox (n) e a constante 

de velocidade heterogênea de transferência de elétrons (ks) podem ser 

determinados através do emprego de fórmulas, conforme indicado nas equações I e 

II a seguir, quando os valores de ∆E obtidos pelos voltamogramas são superiores a 

200/n mV. 

  

  

 

      
       
       
   

  
 

   
                                                                           

    
     

  
  

         

  
                                                                     

 

Das equações I e II ka e kc são as inclinações obtidas das retas do gráfico 

de Ep-Eo’ vs log (v) para ∆E superior a 200/n mV , R é a constante dos gases, T é a 

temperatura em Kelvin,  F é a constante de Faraday e νa e νc representam as 

velocidades de varredura no intercepto das linhas retas dos processos anódicos e 

catódico, respectivamente, obtidos através da extrapolação quando o valor de           

y = Ep-Eo’ (ou ∆E) é igual a zero. [8,87,88]  
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Figura 4.19  Perfil Ep-Eo’/ log v dos eletrodos FCSNTc/Citc/BMMIBF4 e FCSNTc/Citc  

 

Analisando os gráficos de Ep-Eo’/log v da figura 4.19, pode ser visto para 

ambos os eletrodos, que em velocidades menores o valor de ∆E = (Ep-Eo’) é 

praticamente constante e independente do logaritmo da velocidade de varredura e 

na medida em que a velocidade de varredura aumenta, a separação dos picos 

começa a aumentar, e os valores de ∆E tornam-se proporcionais ao logaritmo da 

velocidade de varredura.  
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Esses fenômenos foram previstos por Laviron e sugerem a ocorrência de 

um processo de cinética de transferência eletrônica rápida em velocidades menores 

e em altas velocidades esteja ocorrendo uma limitação deste processo ocasionando 

a separação dos picos. 

Para o eletrodo FCSNTc/Citc/BMMIBF4 foi observado que os valores de 

∆E foram superiores a 200/n mV a partir da velocidade de varredura de 500 mV s-1 e 

para o eletrodo FCSNTc/Citc  a partir de 750 V s-1. A partir das inclinações de Epa e 

Epc com ∆E maior que superiores a 200/n mV foram determinados os valores de ka 

e kc respectivamente e va e vc para ∆E = 0. Utilizando as equações I e II os 

parâmetros ks, α e número de elétrons (n) foram encontrados, cujos valores foram 

reunidos da tabela 4. 

Tabela 4. Parametros cinéticos dos eletrodos de FCSNTc modificados. 

Eletrodo modificado 
Ks(1) 
(s-1) 

ka kc α
(2) n(2) 

νa e νc 
(V s-1) 

FCSNTc/Citc 2,41 167,48 -167,48 0,5 0,7 0,172 

FCSNTc/Citc/BMMIBF4 1,80 170,36 -170,36 0,5 0,7 0,131 
(1)encontrado a partir da equação II; (2)encontrado a partir da equação I 

 

De acordo com a teoria, valores altos de ks significam que a transferência 

de elétrons entre o material imobilizado e a superfície do eletrodo é promovida mais 

facilmente. Partindo dos resultados obtidos observa-se que entre os eletrodos 

modificados o valor de ks foi ligeiramente maior para o FCSNTc/Citc, indicando que 

para este eletrodo a transferência de elétrons foi um pouco mais privilegiada. 

Para verificar essa afirmação, foi realizada uma comparação entre os ks 

encontrados com outros valores de trabalhos na literatura. Pela tabela 5, os dados 

de ks apresentados variam de 0,75 a 29 s-1 e independente do método de 

imobilização ou do substrato utilizado, todos os biossensores foram considerados de 
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bom desempenho. Analisando os dados na tabela 5, observa-se que os valores de 

ks para o citocromo c nos FCSNTc, foram maiores que alguns biossensores, e 

portanto podendo ser considerados eficientes em promover a transferência de 

elétrons na superfície do eletrodo. 

Tabela 5. Comparação dos valores de Ks para o citocromo c imobilizado em 
diferentes eletrodos, em solução tampão fosfato 0,1M pH 7,0 

Eletrodo ks (s
-1) ref 

Au/Citc/poli(anilinasulfonada) 0,47 [89] 

CV/Citc/Quit/AuNP/MWCNT 0,97 [82] 

CV/Citc/HidrogelAgarose/LI 1,26 [90] 

Au/Citc/poli(tertiofeno-3carboxilico) 1,5 [91] 

CV/Citc/MWCNT 4,0 [10] 

CV/Citc/Quit/MWCNT/LI 4,8 [46] 

ITO/Citc/silicamesoporosa 29,2 [92] 

FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 1,8 - 

FCSNTc/Citc/Quit 2,4 - 

PC = polímeros condutores; AuNP = nanopartículas de ouro;          
MWCNT = nanotubos de carbono multiwalls; LI = líquidos iônicos 

 

A principal razão para estes feltros apresentarem um bom desempenho 

cinético esta relacionada ao fato dos nanotubos de carbono apresentarem menor 

resistência a transferência de elétrons. Para verificar essa afirmação serão utilizados 

os dados obtidos na figura 4.20 que apresenta o perfil eletroquímico do par 

Fe(CN)6
4/Fe(CN)6

-3 nos eletrodos de FSCNTc e de um feltro de microfibras de 

carbono sem o recobrimento dos nanotubos de carbono (Fc). 
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Figura 4.20  Voltamogramas cíclicos dos eletrodos FCSNTc, FCSNTc/Citc e Fc em 

solução contendo K3Fe(CN)6 0,01 mol L-1 + K4Fe(CN)6 mol L-1 + KCl 0,10 mol L-1. 

 

Pelos voltamogramas da figura 4.20, podemos destacar como aspecto 

mais importante a diferença encontrada no valor de ∆Ep (Epa – Epc) entre os 

eletrodos de feltro de microfibra de carbono. Para o feltro sem recobrimento de 

nanotubos (Fc), o valor de ∆Ep foi de 459 mV enquanto que para o FCSNTc o valor 

encontrado foi 215 mV. Esta diminuição de 244 mV entre os valores encontrados 

mostra o favorecimento da reversibilidade da reação eletroquímica do par Fe(CN)6
-4/ 

Fe(CN)6
-3 devido a uma menor resistência na transferência de elétrons na superfície 

do eletrodo que contem os nanotubos de carbono. Além disso, o voltamograma do 

FCSNTc apresentou um aumento nos valores de Ipa e Ipc em função de uma maior 

área eletroativa disponível para reação eletroquímica. O voltamograma do eletrodo 

FCSNTc/Citc mostra que mesmo contendo um biomaterial imobilizado, os nanotubos 

de carbono ainda promovem a reação do eletroquímica do par Fe(CN)6
-4/ Fe(CN)6

-3. 

Tendo em vista o desempenho eletroquímico do citocromo c nestes, 

foram realizados experimentos de detecção de peróxido de hidrogênio.  
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Para verificar a eficiência eletrocatalítica destes eletrodos, os valores das 

correntes de redução do H2O2 foram monitorados pela técnica de 

cronoamperometria, através da adição de alíquotas de 10 µL de uma solução 0,10 

mol L-1 do analito em 5 mL do eletrólito de solução tampão fosfato PBS pH 7,0, 

saturado de gás nitrogênio, garantindo um incremente de 0,20 mmol L-1 na 

concentração para a detecção. O potencial aplicado para realizar a detecção foi de   

-0,30 V, pois ao realizar experimentos de voltametria cíclica dos eletrodos 

FCSNTc/Citc e  FCSNTc/Citc/BMMIBF4 em solução tampão PBS com diferentes 

concentrações de H2O2, foi observado que neste potencial a corrente catódica 

aumentava com o aumento da concentração do analito, indicando que o processo de 

redução ocorria neste valor de potencial. Partindo deste dado, foram iniciados os 

testes amperométricos, aplicando-se inicialmente o potencial de -0,30 V por um 

período de 40 minutos, antes de cada experimento, para manter estável a corrente 

de fundo. A figura 4.21 a seguir apresenta os resultados obtidos. 

 

Figura 4.21  Cronoamperogramas da detecção de H2O2 dos eletrodos FCSNTc/Citc 

e FCSNTc/Citc/BMMIBF4 polarizados a -0,30 V perante aos  incrementos de 0,20 

mmol L-1 na concentração do analito em solução tampão fosfato PBS pH 7,0. 
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De acordo com a figura 4.22 observa-se que a cada incremento de 0,20 

mmol L-1 de H2O2, acarreta-se em um salto da corrente catódica devido a reação de 

redução do analito na superfície do eletrodo, seguido da formação de um patamar 

constante da corrente. Observa-se também que para ambos os eletrodos o sinal de 

corrente catódico aumentava com as sucessivas adições de H2O2 e para valores 

maiores de concentração o salto de corrente era menos pronunciado, onde a 

corrente tendia a formar um patamar mais estável devido a uma saturação do 

sistema.   

Para verificar a eficiência destes novos sensores na detecção de H2O2, 

foram calculados os valores de sensibilidade. Por motivos de comparação, a figura 

4.22, apresenta as curvas analíticas de todos os eletrodos com FCSNTc utilizados, 

juntamente com os respectivos valores de sensibilidade.  

 

Figura 4.22  curvas analíticas dos eletrodos modificados das detecções de H2O2 

perante os incrementos de  0,20 mmol L-1 na concentração do analito em solução 

tampão fosfato PBS pH 7,0 a -0,30 V. 
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Pelas curvas analíticas da figura 4.22 obteve-se a sensibilidade de 5,24 

µA mg-1 mmol-1 L para o eletrodo FCSNTc/Citc/BMMIBF4, com coeficiente de 

correlação de 0,992, limite detecção (3 vezes o desvio padrão da corrente residual 

sem o analito / sensibilidade) de 7,10 x 10-5 mol L-1 e faixa linear até 0,80 x 10-3 mol 

L-1  e para o eletrodo FCSNTc/Citc obteve-se 3,10 µA mg-1 mmol-1 L de sensibilidade 

de detecção, com coeficiente de correlação de 0,987, limite detecção (3 vezes o 

desvio padrão da corrente residual sem o analito / sensibilidade) foi de 10,17 x 10-5 

mol L-1 e faixa linear até 0,80 x 10-3 mol L-1. Deste modo, constatou-se novamente 

que em presença do líquido iônico a resposta eletrocatalítica do biossensor 

apresentou maior sensibilidade. 

Para discutir a influência dos compostos utilizados na imobilização do 

citocromo c sobre os eletrodos FCSNTc, a tabela 6 apresenta os resultados dos 

parâmetros obtidos de E0’, ∆Ep, sensibilidade e limite de detecção. De modo geral, 

observa-se que os eletrodos FCSNTc/Citc/BMMIBF4 e FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 

apresentaram parâmetros eletroquímicos e eletrocatalíticos aproximados e que o 

mesmo comportamento foi obtido quando se compara os eletrodos FCSNTc/Citc e 

FCSNTc/Citc/Quit.  

Tabela 6. Parâmetros eletroquímicos e eletrocatalíticos do citocromo c 

imobilizado em diferentes eletrodos 

Eletrodo modificado 
Eo’ 

(mV) 
∆Ep 
(mV) 

Sensibilidade 
µA mg

-1
 mmol

-1
 L 

Limite de detecção  
mol L

-1 

FCSNTc/Citc -279,5 61 3,10 10,1 x 10-5 

FCSNTc/Citc/Quit -278,5 59 2,66 10,0 x 10-5 

FCSNTc/Citc/BMMIBF4 -289 78 5,24 7,1 x 10-5 

FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 -302 84 4,18 5,5 x 10-5 

 
 

Partindo destes dados podemos observar que a presença da quitosana 

nos eletrodos modificados não interfere na eletroatividade do citocromo c, pois 
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comparando os resultados obtidos entre os eletrodos separados nas duas classes 

na tabela 6, vemos que os eletrodos com quitosana apresentaram parâmetros com 

valores próximos aos dos eletrodos sem, indicando que nestes casos a função de 

imobilizar a heme-proteína na superfície do eletrodo não esteja causando efeito 

significativo. Ao comparar os eletrodos que contém o líquido iônico BMMIBF4, foi 

observado que os seus parâmetros foram superiores, indicando que a presença do 

material totalmente iônico esteja proporcionando maior influência quanto ao 

comportamento eletroquímico do citocromo c. Ou seja, a presença do líquido iônico 

modifica o microambiente ao redor da heme-proteína favorecendo a acessibilidade 

de uma quantidade maior de centros ativos aos nanotubos de carbono da superfície 

do eletrodo, resultando em processos eletroquímicos com melhor desempenho.  

Comparando os valores de sensibilidade entre os eletrodos de FCSNTc, 

observa-se que em presença do líquido iônico os sensores foram mais eficientes, e 

que a presença da quitosana resultou numa diminuição no desempenho analítico, 

pois estes apresentaram sensibilidades menores frente a mesma quantidade de 

analito.  

No entanto, estes valores de sensibilidade podem ser somente 

comparados entre os eletrodos FCSNTc, pois a unidade de corrente obtidas foi 

padronizada em relação a massa do feltro. Ao considerar a área tridimensional 

geométrica dos feltros, em cm-2, as sensibilidades dos eletrodos foram superiores 

quando comparados com os resultados de biossensores que utilizam eletrodos 

bidimensionais. A tabela 7 a seguir apresenta os valores da sensibilidade 

comparando com outros trabalhos da literatura. 
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Tabela 7 Parâmetros eletrocatalíticos da sensibilidade de biossensores de 

citocromo c na detecção de H2O2 

Eletrodo modificado 
Sensibilidade 

µA cm
-2

 mmol
-1

 L  
Ref 

FCSNTc/Citc 27,97 - 

FCSNTc/Citc/BMMIBF4 70,24 - 

FCSNTc/Citc/Quit 22,36 - 

FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 64,95 - 

CV/Citc/Organohidrogel 0,11 
[93] 

Au/Cit/PASA 0,39 
[89] 

CV/Citc/MWCNT/LI 7,45 
[94] 

AuNP = nanopartículas de ouro; MWCNT = nanotubos de carbono 
multiwalls; LI = líquidos iônicos; PASA = poli(anilina sulfonada) 

 

Este resultado superior nos valores da sensibilidade estão relacionados 

ao fato da grande área superficial dos FCSNTc, devido aos nanotubos de carbono, 

garantindo que as dimensões nanométricas destes fios condutores, interagem mais 

facilmente com as moléculas de citocromo c. 

Outro parâmetro cinético estudado foi a obtenção da constante cinética 

aparente de Michaelis-Menten (  
   

) que fornece informações sobre a afinidade da 

biomolécula com o analito através da cinética enzimática na superfície do eletrodo.  

Para determinar o valor de   
   

 foi utilizada a expressão de Lineweaver-

Burk, representada pela equação III, onde Iss é a corrente de estado estacionário  

 

   
 

 

    
 

  
   

      
                                                                    

após a adição do analito, Imax é a corrente máxima medida nas condições saturadas 

do analito e C é a concentração do analito. Este parâmetro pode ser obtido, pois 

durante as detecções amperométricas a corrente de redução do analito tende a 

formar um patamar a concentrações suficientemente altas devido a uma saturação 

do sistema. 
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Da equação III, constrói-se um gráfico de 1/Iss  em função de 1/C e 

determina-se o coeficiente angular somente para a região onde o valor da corrente 

atinge um patamar devido as altas concentrações do analito. A tabela 8 apresenta 

os valores obtidos de   
   

 para os eletrodos de FCSNTc modificados. 

Tabela 8 Valores de   
   

 encontrado para os diferentes eletrodos de FCSNTc 

Eletrodo modificado   
   

 (mmol L
-1

) 

FCSNTc/Citc 0,47 

FCSNTc/Citc/BMMIBF4 0,43 

FCSNTc/Citc/Quit 0,38 

FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 0,88 

 
 

De acordo com a teoria proposta por Michaelis-Menten sobre a constante 

aparente, quanto mais baixo for o valor de   
   

 maior é a afinidade entre a 

biomolécula e o analito resultando em uma cinética enzimática rápida na superfície 

do eletrodo. [95] Como para todos os eletrodo de FCSNTc os valores encontrados 

foram numericamente baixos, sugere-se que nestes casos o citocromo c apresenta 

uma boa afinidade para realizar a catálise durante a detecção do H2O2. Para 

comprovar essa afirmação estes resultados obtidos foram comparados com outros 

trabalhos da literatura que utilizam o citocromo c em reações eletrocatalíticas de 

H2O2 e caracterizados como biossensores de elevada afinidade com o analito devido 

a obtenção de   
   

 que variavam entre 0,40 e 1,5 mmol L-1. [10,46,82,92] Como para os 

biossensores formados com FCSNTc apresentaram   
   

 menores que 1, conclui-se 

que eles também podem ser considerados de alta eficiência frente a redução do 

H2O2. 

Embora tenha sido observado boa resposta eletroquímica do citocromo c 

nestes eletrodos, vale destacar a relevância dos dados obtidos para o eletrodo 

FCSNTc/Citc, pois a sua obtenção resultou na formação de um biossensor de 
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terceira geração  já que neste caso nenhum outro material foi utilizado para 

imobilizar a biomolécula ou mediar a reação de redução do analito.  

 

4.5. O efeito do pH na eletroatividade do citocromo c 

Como a estrutura conformacional de heme-proteínas é dependente do 

valor do pH e isso pode mudar seu o comportamento redox,  foi realizado um 

experimento de voltametria cíclica dos eletrodos FCSNTc/Citc e 

FCSNTc/Citc/BMMIBF4 em diferentes valores de pH da solução tampão fosfato 

PBS. Ao realizar os testes em solução PBS com pH 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 e 9,0, foi 

observado que o citocromo se manteve eletroativo, devido a presença dos picos dos 

picos anódico e catódico em todas as soluções utilizadas. No entanto, os valores de 

Epa e Epc da biomolécula tiveram um deslocamento para potenciais mais negativos 

com o aumento do valor do pH, sendo representado pela figura 4.23 abaixo que 

apresenta a relação entre os valores encontrados para os Epa e Epc dos eletrodos 

modificados com os diferentes valores do pH da solução tampão fosfato PBS. 

 

Figura 4.23 Variação do potencial de pico Ep em função do valor do pH da solução 

tampão fosfato PBS. 
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Este comportamento é esperado quando se trata da eletroquímica de 

heme-proteínas, [74,94,96-99] pois o mecanismo redox acaba sendo influenciado pela 

desprotonação dos aminoácidos que circundam o grupo heme ou por mudanças na 

quantidade de moléculas de água que solvatam o átomo de ferro central que 

dificultam a transferência de elétrons. Apesar deste deslocamento nos valores de 

Ep, este estudo demonstrou que mesmo variando-se o pH da solução o processo de 

imobilização do citocromo c na superfície do eletrodo manteve eficiente, pois 

qualquer alteração em sua estrutura pode ocasionar a perda de interação da heme-

proteína coma superfície do eletrodo. [94,96] 

 

4.6. Caracterização espectroscópica dos diferentes compósitos 

de citocromo c 

A propriedade redox do citocromo c está relacionada com o átomo de 

ferro central do grupo heme, que se encontra hexa-coordenado no seu estado 

nativo, apresentando um quinto e sexto ligante, resultantes da ligação fora do plano 

do grupo heme, com um átomo de nitrogênio do aminoácido Histidina e com um 

átomo de enxofre de uma Metiodina, respectivamente. Estas ligações são sensíveis 

a diversos fatores externos e qualquer alteração ocasionada, pode levar a 

modificação de seu comportamento funcional como heme-proteína. [100-103] 

Uma das formas de estudar a conformação de estruturas de biomoléculas 

em solventes esta na utilização de técnicas espectroscópicas como o UV-Visivel 

(UV-Vis) e o dicroísmo circular pois estas são sensíveis às mudanças nas cadeias 

polipeptídicas, caso o meio onde a proteína se encontra não seja favorável. [5,102-105]  
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O espectro de absorção de uma heme-proteína obtido a partir destas  

duas técnicas fornecem informações sobre  duas transições eletrônicas principais, 

sendo uma denominada banda Soret, que esta intimamente relacionada com as 

ligações referentes ao estado de oxidação do átomo de ferro do grupo heme, e uma 

outra denominada banda Q, que esta relacionada com a sequencia dos 

aminoácidos. Deste modo, as bandas nos espectros obtidos nestas regiões, estão 

relacionadas com a conformação da estrutura secundária da biomolécula, e a sua 

posição e intensidade, fornecendo informações sobre a integridade do material em 

estudo.  

Estas duas técnicas são complementares e, geralmente a banda Soret é 

mais intensa do que a banda Q nos espectros de UV-Vis e o pelo dicroísmo circular 

se obtém mais informações sobre as bandas Q. [102] 

De acordo com o estado de oxidação do átomo de ferro do grupo 

heminico o citocromo c apresenta comprimento de ligações diferentes. 

Consequentemente, este diferente estado de oxidação ocasiona uma modificação 

na sua estrutura, resultando em diferentes espectros de absorção no UV-Vis e 

Dicroísmo circular. O citocromo c no seu estado nativo, o átomo de ferro se encontra 

oxidado (Fe+3) e apresenta duas bandas características no UV-Vis, sendo uma bem 

intensa em 409 nm (banda Soret) e outra menos intensa em 530 nm (banda Q). Para 

o citocromo com o átomo de ferro reduzido (Fe+2) são características três bandas, 

uma em 414 nm (banda Soret) e duas na banda Q em 520 e 550nm. [83,106] 

Como o citocromo c está misturado no compósito contendo quitosana e 

líquido iônico, surgiu o interesse em verificar se estes componentes promovem 

alguma alteração na biomolécula. Para realizar o estudo por UV-Vis, foram 

preparadas as soluções de citocromo c (Cit c), de citocromo c com solução de 
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quitosana (25/75% v/v) (Citc/Quit) de 3% de liquido iônico e uma solução de 

citocromo c e PBS (25/75% v/v) (Citc/BMMIBF4) e de 3% de liquido iônico e uma 

solução de citocromo c e quitosana (25/75% v/v) (Citc/Quit/BMMIBF4). Depois de 

preparar as soluções, elas foram colocadas em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de 

caminho óptico registrando os espectros de absorbância de 300 a 700 nm, com 

demonstrado na figura 4.24.  

 

Figura 4.24. Espectro UV-Vis da solução de PBS pH 7, BMMIBF4 puro, solução de 

citocromo c e da solução de citocromo c com o líquido iônico. 

 

Ao analisar as bandas no espectro de UV-Vis da figura 4.24, observa-se 

para todas as soluções preparadas, a presença da banda Soret intensa em 409 nm 

e da banda Q em 530 nm características do citocromo c puro, no seu estado natural 

com o átomo de ferro oxidado (Fe3+). Ou seja, como não foi observado nenhum 

deslocamento dos valores destas bandas, vimos que na presença da quitosana e do 
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BMMIBF4 o novo microambiente proporcionado ao redor da heme-proteína não 

modifica seu estado de oxidação mantendo a sua integridade e estrutura 

conformacional.  

Além destas bandas mencionadas, a região em 695 nm do espectro de 

UV-Vis do citocromo c, também nos fornece informações importantes, pois está 

relacionada com a ligação axial do sexto ligante do grupo heme. [107-110] Esta banda é 

característica da ligação entre átomo de ferro do grupo heme com o átomo de 

enxofre do resíduo da metiodina na posição 80 (Met80) e a ausência desta banda no 

espectro do citocromo c caracteriza a ruptura desta ligação e a possível 

desnaturação da biomolécula. [108,110]  

Como a ruptura desta ligação pode estar relacionada com o solvente em 

que a citocromo c se encontra, foi realizado um novo experimento de UV-Vis na 

região entre 660 e 750 nm, mudando a concentração do líquido iônico. Pois desta 

maneira, poderíamos verificar se o BMMIBF4 estaria interferindo neste tipo de 

ligação. 

Neste momento foram realizados novos experimentos de UV-Vis na 

região de 660 nm ate 750 nm, para verificarmos a banda em 695nm, utilizando uma 

solução de citocromo c, uma solução de 3% de liquido iônico e uma solução de 

citocromo c e quitosana (25/75% v/v) (Citc/Quit/BMMIBF4) e uma nova solução 

contendo uma quantidade excessiva de 10% de liquido iônico e uma solução de 

citocromo c e quitosana (25/75% v/v). A figura 4.25 a seguir apresenta os resultados 

do espectro de UV-Vis, juntamente com uma representação esquemática do grupo 

heme hexa coordenado com as ligações axiais com o quinto e sexto ligante com a 

histidina 18 (His18) e Metiodina 80 (Met80) respectivamente, e do esquema da ruptura 

da ligação com a Met80. 
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(a)

 

(b) 
 
 
 
 
 

 

Figura 4.25 (a) Espectro UV-Vis da solução de citocromo c com diferentes 

quantidades de líquido iônico e (b) esquema de ruptura da ligação axial do átomo de 

Fe do grupo heme com o átomo de S da Met80 

 

Como pode ser observado na figura 4.25 (a), foi obtida uma banda em 

697 nm, sugerindo que a ligação do sexto ligante entre os átomos de ferro com o 

enxofre da Met80 não foi perdida na presença do líquido iônico BMMIBF4. Em 

comparação foram colocados os espectros de absorção da solução tampão fosfato 

PBS pH 7,0 e do BMMIBF4. 

Este experimento foi realizado, pois dados da literatura comentam que a 

presença de componentes indesejáveis para o citocromo c, como por exemplo, a 

adição de solventes orgânicos, glicerol e outros líquidos iônicos, podem facilmente 

romper esta ligação e atrapalhar em sua função redox, como representada na figura 

4.25 (b). [83,108,110,111] Como a banda não foi perdida, os resultados mostram que o 
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compósito formado não é agressivo ao microambiente do sitio ativo do citocromo c, 

garantindo a sua integridade conformacional. 

Outra técnica utilizada para estudar a estrutura secundária de 

biomoléculas foi a espectroscopia de dicroísmo circular, que nos fornece resultados 

sobre a interação da luz circularmente polarizada com os aminoácidos da sequencia 

dos peptídicos. Para o citocromo c, dependendo do estado de oxidação do átomo de 

ferro (Fe+2 ou Fe+3) o espectro de dicroísmo circular apresenta bandas 

características (tabela 9) e de acordo com o ambiente onde ele está, estas bandas 

também podem sofrer modificações. 

 

Tabela 9 Bandas de dicroísmo circular características dos diferentes estados de 

oxidação do citocromo c [101,110] 

Citocromo c Grupo Heme Sequência dos aminoácidos 

Fe2+ 418 nm positivo 220 nm e 220 nm negativo 

Fe3+ 400 nm positivo e  210 nm e 220 nm  

 418 nm negativo negativo 

 

Foram utilizadas as mesmas soluções preparadas de citocromo c nos 

experimentos de UV-Vis, e de acordo com as limitações do equipamento, todas as 

soluções tiveram que ser diluídas pelo menos 20 vezes, e a medida foi realizada 

com intervalo de comprimento de onda de 200nm a 600nm, utilizando uma cela de 

quartzo especifica para a medida. 

Para verificar possíveis modificações na estrutura secundária do 

citocromo c, foi realizado o experimento de dicroísmo circular inicialmente na região 

de 200 a 300 nm de todas as soluções para obtermos informações a respeitos da 

disposição das α-hélices que configuram a estrutura da biomolécula, cujos espectros 

registrados estão demonstrado na figura 4.26. 
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Figura 4.26 Espectros de dicroísmo circular de diferentes soluções com o citocromo  

 

De acordo com o espectro da figura 4.26, podemos observar, que para a 

solução de citocromo c (Citc) tem-se a presença de duas bandas negativas em 

208nm e 221nm, sendo elas características para citocromo  c Fe+3 e ao analisar os 

espectros das soluções do citocromo c com quitosana (Citc/Quit), do citrocromo com 

BMMIBF4 (Citc/BMMIBF4) e do citocromo c com a quitosana e o BMMIBF4 

(Citc/Quit/BMMIBF4), foram observados as duas bandas nas mesmas posições. Isto 

demonstra que os componentes presentes no compósito não modificam a sequencia 

dos aminoácidos que circundam o sitio ativo, pois dados da literatura mostram que a 

mudanças na estrutura secundaria do citocromo ocasionam o desaparecimento 

dessas bandas. [83]  

Entretanto, observa-se nesta mesma figura que a intensidade das bandas 

para as soluções que contem o líquido iônico possuem uma proporção diferente, 

indicando uma leve modificação na distribuição das α-hélices  de tal maneira que 

 

200 220 240 260 280 300

-8

-6

-4

-2

0

2

 

 

[
] 

(m
d

e
g

 M
-1
)

Comprimento de onda / nm

 Citc

 Citc/Quit

 Citc/BMMIBF
4

 Citc/Quit/BMMIBF
4

 sol. PBS 



Resultados e Discussão 89 

mantem o grupo heme mais acessível e  facilita o processo de transferência de 

elétrons. Fato que justificaria a melhora da resposta eletroquímica do citocromo c na 

presença do material iônico. No entanto, não foi possível realizar os cálculos 

quantitativos da porcentagem das α-hélices pois os íons do cátion imidazolio 

interferem na intensidade obtida pelo espectro, obtendo-se informações qualitativas 

sobre a estrutura secundária do citocromo c nestas soluções com líquido iônico. 

Ao estudar a região de 300 a 500nm, obtemos informações a respeito da 

banda Soret, relacionada ao átomo de ferro do grupo heme do citocromo c. Para o 

estado de oxidação Fe+3 são características as bandas 400nm positiva e 418nm 

negativa e para o Fe+2 somente uma banda positiva em 418nm. Nesta região do 

espectro do dicroísmo circular foram utilizadas as soluções das medidas realizadas 

no UV-Vis para a banda em 697nm, que contém o citocromo c com quitosana e 

BMMIBF4 e as misturas de citocromo c com o liquido iônico a 5%. 

Ao obter o espectro da Figura 4.27 (a) das soluções de citocromo c, foi 

observado que as bandas estão na mesma posição do espectro obtido da solução 

de citocromo c com PBS, com uma banda positiva em 402nm e uma negativa em 

417nm.  
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Figura 4.27(a) Espectros de dicroísmo circular 

de soluções de citocromo c em PBS com 

diferentes concentrações de BMMIBF4 

Figura 4.27(b) Espectro DC (cima 

e UV-Vis (baixo) característico do 

citocromo c Fe+3 em PBS.[101] 

 

Estas bandas são características do citocromo c Fe+3 e até para a 

concentração de 5% de BMMIBF4 utilizado, as bandas permaneceram na mesma 

região, indicando que a presença dos íons do liquido iônico não interferem no estado 

de oxidação do ferro e, caso o átomo de ferro estivesse reduzido, no espectro de 

dicroísmo circular deveríamos observar somente uma banda positiva em 418nm. 

[101,112] 

A permanência da banda negativa em 417 nm no dicroísmo circular 

corrobora com a banda 697nm do espectro do UV-Vis, evidenciando que formação 

do compósito não modifica a estrutura secundária e nem o estado oxidado do átomo 

de ferro com o grupo Met80. De acordo com a literatura a presença da banda 

negativa em 416 resulta da interação do grupo Phe82 com o grupo heme no mesmo 

plano da ligação com a Met80. Caso ocorra a perda da ligação Met80-Fe prevista por 
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o uso de solventes inadequados e alguns líquidos iônicos, ocorre um distúrbio na 

orientação e na distancia do grupo Phe82 em relação ao grupo heme e esta banda 

negativa é perdida. 

A figura 4.27(b) apenas demonstra os espectros típicos de dicroísmo 

circular e UV-Vis do citocromo c Fe+3 e serviu para comparar e demonstrar que os 

materiais do compósito apresentado neste relatório, não proporcionam mudanças 

estruturais na biomolécula. [101]  

 

4.7. Espectroscopia Raman Ressonante e caracterização 

morfológica dos eletrodos modificados por MEV  

A microscopia Raman Ressonante também é uma técnica 

espectroscópica utilizada para se obter dados a respeito de tipos de ligação entre 

átomos e interações com diferentes substratos, em estudos de heme-proteinas. No 

caso do citocromo c nativo, os modos vibracionais característicos se encontram na 

região entre 1300 nm e 1700 nm, devido aos estiramentos de ligação C-C dos 

aminoácidos e C-N do grupo porfirínico (grupo heme), com valores de bandas em 

aproximadamente 1370 nm e 1570 nm respectivamente. [105, 113-121] Como a heme-

proteína é sensível ao modo de imobilização, substrato utilizado e o meio em que se 

encontra, a posição destas bandas podem ser deslocada para valores maiores ou 

menos de comprimento de onda, caso ocorra alguma modificação no seu estado de 

oxidação ou na estrutura conformacional. [114,115] 

Para nanotubos de carbono, a espectroscopia Raman também é muito 

utilizada na verificação de interações de suas paredes eletrônicas com diversos 

compostos. [120] De modo característico, o espectro Raman de um nanotubo de 
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carbono apresenta uma banda intensa em aproximadamente 1580 nm, denominada 

banda-G tangencial, que esta associada ao modo de estiramento ν(C=C) e outra 

banda em aproximadamente 1320 nm (banda D) que esta diretamente relacionada 

ao grau de desordem na sequencia dos átomos de carbono devido a substituição 

por heteroátomos ou a presença de buracos e defeitos de parede. Ou seja, se um 

nanotubo de carbono apresentar defeitos na sequencia dos átomos de carbono, a 

banda D, é observada nos espectros Raman.  

Pensando em investigar a interação do citocromo c com o feltro 

modificado, foi realizado o experimento de Raman Ressoante, utilizando os 

eletrodos FCSNTc, FCSNTc/Citc, FCSNTc/Citc/Quit, FCSNTc/Citc/BMMIBF4 e 

FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4, com um laser de comprimento de onda de 488 nm. Os 

espectros obtidos estão apresentados na figura 4.28. 

 

 

Figura 4.28 Espectros Raman dos eletrodos FCSNTc modificados.  
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Como pode ser observado, o espectro Raman na figura 4.28 para o 

FCSNTc apresentou a banda-G em 1596 nm juntamente com a banda-D em 1357 

nm. A presença da banda-D indica que o os nanotubos de carbono do tipo “cup 

stacked” que recobrem as microfibras de carbono do feltro apresentem um elevado 

grau de defeitos, pois em casos de folhas de grafeno sem defeitos, este pico não é 

observado. [85] 

A partir dos espectros obtidos para todos os outros eletrodos modificados, 

foi observado que as bandas características do nanotubo de carbono são 

predominantemente intensas, não sendo possível observar as bandas 

características do citocromo c. No entanto, pode ser observado que a banda-G 

apresentou um leve deslocamento para valores menores de comprimento de onda e 

a banda-D permaneceu na mesma posição.  

Como na espectroscopia Raman de nanotubos de carbono, a variação da 

posição atribuída à banda-G esta associada a uma modificação da densidade de 

elétrons e da condutividade elétrica nas paredes nos nanotubos, o deslocamento 

observado na posição da banda-G nos espectros evidenciou a existência da 

interação eletrônica entre as paredes dos nanotubos de carbonos do feltro com o 

biomaterial. Um comportamento semelhante também foi observado para a 

modificação deste tipo de feltro com análogos do azul da Prússia com polímeros 

condutores, onde a interação dos nanotubos de carbono com este material híbrido 

fora observada pelo deslocamento da posição da banda-G. [78] 

Para obsevar a estrutura superficial dos eletrodos, foi utilizada a técnica 

de Microscopia de Varredura Eletrônica (MEV) do eletrodo FCSNTc não modificado 

e dos eletrodos que apresentam os compósitos para a imobilização do citocromo c, 

denominados , FCSNTc/Citc, FCSNTc/Citc/Quit, FCSNTc/Citc//BMMIBF4 e 
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FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4. Como o feltro de fibra de carbono é uma estrutura 

tridimensional, foram retiradas duas imagens de cada eletrodo sendo uma com 

magnitude de 3000 vezes de aumento, para obter detalhes do recobrimento de uma 

microfibra, e a segunda imagem fora retirada da mesma posição, no entanto a uma 

magnitude de 10000 vezes de aumento para obter mais detalhes da superfície. As 

imagens esta representadas na figura 4.29 a seguir. 

FCSNTc 
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FCSNTc/Citc/Quit 

 
 

FCSNTc/Citc/BMMIBF4 

 

 

FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 

 

Figura 4.29. Imagens de MEV dos eletrodos modificados com diferentes 

compósitos, e magnitudes de 3000 e 10000 vezes de aumento. 
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Como pode ser observado na imagem do eletrodo FCSNTc, as 

microfibras de carbono (que possuem espessura de aproximadamente 20 µm) 

apresentam os nanotubos de carbono recobrindo sua superfíce, sendo mais 

detalhada na imagem com magnitude de 10000 vezes de aumento. 

A imagem do eletrodo FCSNTc/Citc mostra que somente nas regiões 

onde se encontram os nanotubos de carbono observa-se o citocromo c, indicando 

uma afinidade da heme-proteína com o nanomaterial de carbono. Para o 

FCSNTc/Citc/Quit, como  a quantidade de quitosana é superior aos outros 

componentes, observa-se que a fibra é completamente encoberta por uma camada 

do compósito. Na imagem do eletrodo FCSNTc/Citc/BMMIBF4 vemos que como o 

líquido iônico não evapora no processo de secagem, ele permanece na superfície 

das fibras em forma de aglomerados juntamente com o citocromo c recobrindo os 

nanotubos, e por fim na imagem do eletrodo FCSNTc/Citc/Quit/BMMIBF4 o 

compósito inteiro recobre totalmente a fibra.  

Estes dados da morfologia dos eletrodos modificados mostram 

independente dos componentes utilizado para imobilizar o citocromo c, o compósito 

encobre as microfibras de carbono desta plataforma tridimensional de maneira bem 

homogenia. 
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5. Conclusões 
 

 

Partindo das abordagens discutidas nesta tese sobre os métodos de 

imobilização, tipo de substrato e dos diferentes compósitos apresentados, foi 

possível destacar as etapas do desenvolvimento de um novo sensor de citocromo c 

com aplicação na detecção eletrocatalítica de peróxido de hidrogênio. Este novo 

dispositivo não se enquadra na classificação de biossensores, pois o mesmo não 

apresenta especificidade ao analito peróxido de hidrogênio.  

Os estudos iniciais da atividade eletroquímica do citocromo c imobilizado 

sobre a superfície do eletrodo de carbono vítreo apresentaram resultados 

fundamentais sobre a formação de um compósito de quitosana e o líquido iônico 

BMMIBF4, indicando que o método para imobilizar a biomolécula na superfície do 

eletrodo pode variar o seu comportamento eletroativo. 

Na busca de melhorar a resposta eletroquímica do sensor a utilização dos 

materiais nanoestruturados tridimensionais como os feltros de microfibra de 

carbonos recobertos com nanotubos de carbono do tipo “cup stacked” – FCSNTc, 

apresentou a melhor eficiência eletroquímica do citocromo c já que as dimensões 

nanométricas dos nanotubos favorecem a acessibilidade  aos sítios ativos da heme-

proteína, facilitando a reação de transferência de elétrons. Além disso foi mostrado 

que a interação deste novo substrato com o líquido iônico apresentou sensibilidades 

maiores quando comparadas com os outros métodos de imobilização que utilizam a 

quitosana. 
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Os resultados obtidos pelas técnicas espectroscópicas corroboram com 

os dados eletroquímicos, mostrando que o líquido iônico BMMIBF4 é amigável ao 

microambiente criado ao redor do grupo heme eletroativo não modificando a 

estrutura secundária da biomolécula. 

Por fim, os desempenhos encontrados nos eletrodos pela imobilização do 

citocromo c em FCSNTc sem quitosana, sugere a formação de novos sensores que 

se baseiam  nos princípios de funcionamento dos biossensores de terceira geração, 

pelo fato da transferência direta de elétrons da heme-proteína ocorrer diretamente 

na superfície do eletrodo com os nanotubos de carbono imobilizados nas microfibras 

de carbono. E deste modo surgem novas plataformas com potencial aplicação para 

novos sensores e biossensores que apresentem comportamento semelhante aos 

apresentados nesta tese. 
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6. Perspectivas Futuras 
 

 

Na busca de produzir biossensores com melhores desempenhos 

eletroquímicos, a utilização de outros materiais, como polímeros condutores, 

mediadores inorgânicos, líquidos iônicos etc., para imobilizar biocomponentes foram 

propostos para tornar a transferência de elétrons mais efetiva. 

Tendo em vista a utilização do polímero condutor poli(5-amino-1-naftol) 

(poli(5A1N)) para imobilização de biomoléculas [6,123] e na melhora na eletroatividade 

de polímeros condutores como a poli(anilina) e seus análogos eletropolimerizados 

em líquido iônicos [124], foi sugerido a formação de um biossensor para o citocromo c 

utilizando como matriz imobilizadora o poli(5A1N) formado no líquido iônico 

BMMIBF4. Nesta seção serão apresentados os dados obtidos inicialmente da 

eletropolimerização do polímero condutor poli(5A1N), juntamente com um estudo de 

caracterização dos filmes obtidos exclusivamente no líquido iônico BMMIBF4, 

utilizando o eletrodo de trabalho de carbono vítreo (CV). 

Conforme descrito na literatura por Cintra e colaboradores [125-127], o 

poli(5A1N) é obtido da polimerização do monômero bifuncional 5-amino-1-naftol 

(5A1N) (figura 6.1) em solução aquosa ácida (pH próximo de zero), pois desta 

maneira os grupos –OH do monômero não são desprotonados e o crescimento do 

filme polimérico ocorre pela oxidação dos sítios de nitrogênio (o que garante o 

caráter condutor do polímero),  deixando os grupos –OH livres para serem utilizados 

como possíveis ancoradores de biomoléculas.  
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Figura 6.1. Estrutura do monômero bifuncional 5A1N e do poli(5A1N) 

 

Para realizar a eletropolimerização em líqudo iônico o procedimento de 

formação do filme foi baseado nos estudos que utilizam o meio aquoso ácido. Desta 

forma, 1 mg do monômero 5A1N foi dissolvido em 1 mL de BMMIBF4, juntamente 

com o ácido orgânico difenil hidrogeno fosfórico (HDF) na concentração de 50 mmol 

L-1 para manter o meio ácido e garantir a eletroatividade do polímero.  O crescimento 

do filme polimérico foi monitorado por voltametria cíclica, utilizando carbono vítreo 

(CV) como eletrodo de trabalho, e a figura 6.2 a seguir apresenta o voltamograma de 

formação do filme.  

 

Figura 6.2. Eletropolimerização do poli(5A1N) em BMMIBF4 e HDF 50 mmol L-1. 
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Pelo voltamograma cíclico da figura 20, pode-se observar o aumento da 

corrente anódica em valores acima de 0,70V relacionados com a oxidação do 

agrupamento amina, presente no monômero, formando os radicais necessários para 

o início da polimerização. No entanto a partir do segundo ciclo pode-se observar o 

início da polimerização com a presença do pico anódico na região de 0,40V e do 

pico catódicos em aproximadamente 0,35V. Vemos que estes picos aumentam de 

intensidade ao decorrer dos ciclos realizados indicando a deposição do material 

eletroativo na superfície do eletrodo.  

Curiosamente a formação deste polímero ocorreu sem a necessidade de 

modificar o intervalo de potencial, pois como descrito por Cintra [125], em meio  

aquoso ácido é necessário permanecer os dois primeiros ciclos a um valor de 

potencial para a oxidação do monômero, e em seguida o potencial final tem que ser 

reduzido para não permitir que o próprio monômero radicalar reoxide e forme 

subprodutos não eletroativos. 

Ao realizar o mesmo procedimento de eletropolimerização do 5A1N, 

acima citado, porém em BMMIBF4 sem adicionar o HDF para deixar o meio ácido, foi 

observado que o filme de poli(5A1N) foi formado na superfície do eletrodo de CV 

conforme figura 6.3. Este resultado se contrapõe aos dados obtidos na literatura em 

meio aquoso, onde a formação do filme polimérico com caráter condutor somente 

ocorre em meios ácidos. No voltamograma da figura 6.3 observa-se no primeiro ciclo 

a oxidação do monômero a radical em aproximadamente 0,70V, seguindo do 

crescimento do filme nos ciclos subsequentes, devido a presença dos picos de 

oxidação e redução em 0,35V e 0,25 V respectivamente.  
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Figura 6.3 Eletropolimerização do poli(5A1N) em BMMIBF4 sem ácido 

 

Partindo destes resultados, pode-se dizer que o método de 

eletropolimerização do poli(5A1N) no líquido iônico BMMIBF4 segue um novo 

mecanismo, pois neste caso, não foi necessário modificar o valor do potencial de 

oxidação do monômero e nem manter o pH do eletrólito próximo a zero. Da mesma 

forma obtida nos trabalhos de Camilo e colaboraderes, onde verificaram que os 

polímeros poli(anilina) [128] e o poli(sulfeto de fenileno-feninelamina) [129] conseguem 

manter os seus estados mais condutores (mais oxidados) estáveis no líquido iônico, 

a eletropolimerização do 5A1N deve ser estabilizada pelos íons volumosos do 

líquido iônico BMMIBF4, que impedem que ele reoxide a valores de potencial 

elevado, evitando a formação de subprodutos não eletroativos.  

Apesar de ter sido obtido o poli(5A1N) no líquido iônico sem ácido (figura 

6.3), a quantidade de material depositada na sua superfície não foi a mesma. Pois 
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eletroativo com a sua quantidade na superfície do eletrodo, foi possível confirmar 

que em presença de ácido, o poli(5A1N) se polimeriza em maior quantidade para o 

mesmo número de ciclos realizados. A figura 6.4 apresenta estes resultados. 

 

Figura 6.4 Perfil de crescimento dos filmes de poli(5A1N) nas diferentes soluções de 

BMMIBF4 em função da carga do material depositado em CV durante 50 ciclos.  

 

Inicialmente vemos na figura 6.4 que durante os primeiros ciclos a 

quantidade de carga é maior, devido a oxidação do monômero formando os radicais 

necessários para o início da eletropolimerização. Ao longo dos ciclos realizados 

vemos que a variação da carga do filme vai diminuindo indicando que a velocidade 

de formação do polímero também decresce. Entretanto, ao final dos 50 ciclos 

realizados, foi observado que quantidade de carga do poli(5A1N) foi superior na 

solução contendo BMMIBF4 com o ácido HDF. 
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realizados novos voltamogramas cíclicos em líquido iônico sem a presença do 
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contendo o ácido HDF e o filme eletropolimerizado em BMMIBF4 puro, foi ciclado em 

BMMIBF4 puro. Os resultados obtidos a 10, 20, 50, 100, 200 e 300 mV s-1 estão 

apresentados na figura 6.5. 

  

Figura 6.5 Perfil j/E dos filmes de poli(5A1N) (a) eletropolimerizado com 

BMMIBF4/HDF e ciclado em BMMIBF4/HDF e (b) eletropolimerizado em BMMIBF4 e 

ciclado em BMMIBF4 puro em diferentes  velocidades de varredura.  

 

Pela Figura 6.5 observa-se que em todas as velocidades de varredura, 

ambos os filmes permanecem eletroativo devido a permanência dos picos de 

oxidação e redução. Pelos voltamogramas também vemos que a intensidade de 

corrente de pico para o poli(5A1N) em HDF é maior que em líquido iônico puro e a 

figura inserida nos voltamogramas mostra uma relação linear da corrente de pico 

com a velocidade de varredura (mV s-1) demonstrando uma estabilidade no novo 

meio eletrolítico. 
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“HDF/HDF” esta relacionado a eletroatividade do polímero em BMMIBF4 com HDF 

sendo eletropolimerizado em BMMIBF4 com HDF. Já o voltamograma indicado como 
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“BMMIBF4/BMMIBF4” esta relacionado a eletroatividade do polímero em BMMIBF4 

puro sendo eletropolimerizado em BMMIBF4 sem ácido. 

 

Figura 6.6 Perfil j/E dos diferentes filmes de poli(5A1N) utilizando o líquido ionico 

BMMIBF4. 

 

Pela figura 6.6 observa-se que a intensidade da corrente dos processos 

redox do filme HDF/HDF foi maior que o filme BMMIBF4/BMMIBF4, devido ao 

simples fato de que durante a eletropolimerização a quantidade de material gerada 

na superfície do eletrodo foi maior na presença do ácido. No entanto, a corrente 

obtida em líquido iônico sem ácido também mostra que nestas condições, o material 

consegue manter o processo de transferência de elétrons, sugerindo que o processo 

de compensação de cargas seja diferente ao processo encontrado em meio aquoso 

ácido por se tratar de um meio eletrolítico diferente. 

Aproveitando a obtenção do poli(5A1N) no líquido iônico sem a presença 

do ácido, foi realizado uma imagem de microscopia de Varredura Eletrônica – MEV, 

conforme apresentado na figura 6.7 a seguir, para verificar a sua morfologia após a 

deposição sobre o eletrodo de trabalho. 

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

-15

-10

-5

0

5

10

15

20

25
poli(5A1N)

 BMMIBF
4
/BMMIBF

4

 HDF/HDF

 branco BMMIBF
4

j /
 

A
 c

m
-2

Potencial  / V vs Ag

 

 



Perspectivas Futuras 106 

 

Figura 6.7 Imagem de MEV do filme de poli(5A1N) obtido em BMMIBF4 puro 

 

Como pode ser observado, o filme polimérico apresenta uma 

homogeneidade na superfície do eletrodo. Este perfil também foi observado por 

Cintra para o poli(5A1N) em meio aquosos, indicando a formação de um filme fino. 

Com isso, os resultados obtidos do poli(5-amino-1-naftol) em líquido 

iônico (com e sem a presença de ácidos) foram bem interessantes e deste modo, 

estamos diante de uma forma alternativa de produção do polímero condutor para ser 

utilizado como ancorador de biocomponentes na construção de um biossensor, 

sendo este próximo passo a perspectiva futura para aprimorar os sensores e 

biossensores que utilizam este polímero para auxiliar a transferência direta de 

elétrons. 
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